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1. RESUMEN

El presente trabajo describe el desarrollo de polimeros estampados con la capacidad
de reconocimiento molecular hacia la enrofloxacina en disolventes polares. Para ello se
prepard un polimero basados en sitios de reconocimiento con la capacidad de formar

enlaces de coordinacion.

Los polimeros estudiados fueron preparados con etilenglicoldimetacrilato como
entrecruzador y uno de los monémeros funcionales siguientes: &cido metacrilico,
alcohol alilico o estireno. Se hicieron ensayos de tipo de polimerizacion en lote y por
precipitacion y con esto se determiné el tipo de materiales que mostraron mejores
propiedades de reconocimiento molecular. También se hicieron algunos ensayos del
efecto de la temperatura de polimerizacion y del disolvente sobre el reconocimiento de

los polimeros hacia la enrofloxacina.

Para la sintesis de los polimeros con metales se usaron complejos con la caracteristica
de poseer al menos dos ligantes diferentes, uno funcionalizado con estireno para que

sea el punto de anclaje al polimero y otro la enrofloxacina.

Los ligantes funcionalizados con estireno se sintetizaron y caracterizaron. Los ligantes

son el 4cido iminodiacético y la azabis(oxazolina).

Los complejos se sintetizaron con los ligantes antes mencionados, la enrofloxacina y

los iones metélicos Cu?* y Zn?".

La condicion para utilizar un complejo de coordinacion como horma es que éste se
encuentre caracterizado completamente. Ya que una horma que tiene una estructura
homogénea resulta en sitios de reconocimiento homogéneos en el polimero. Por lo
tanto, el polimero obtenido presenta una mayor afinidad y selectividad hacia la
molécula la enrofloxacina. EI complejo que cumpli6 con estas condiciones fue el

[Zn(Enr)(Aza-f)]NO3-H,O. El polimero sintetizado con este complejo se denomind MIPc.
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Para demostrar la presencia del enlace de coordinacion en el polimero proporciona
mayor afinidad por la enrofloxacina que las interacciones no covalentes. Se comparo la
afinidad con otros dos polimeros sintetizados de la siguiente manera: Uno, el polimero
es sintetizado utilizando como horma a la enrofloxacina, denominado MIPe; y, otro, sin

ningun tipo de horma llamado NIP.

Se encontré que los polimeros no covalentes muestran menores caracteristicas de
afinidad enrofloxacina-polimero respecto al polimero MIPc. Adicionalmente, MIPc

muestra alta afinidad y es selectivo hacia la enrofloxacina.

Lo anterior se concluyé a través de las constantes termodinadmicas de adsorcion
obtenidas de usar isotermas de enlace y el andlisis Scatchard para estimar varios
parametros de union, entre ellos; la constante de disociacion, Kq. El analisis Scatchard
de NIP, MIPe y MIPc mostré lo siguiente: NIP, un solo tipo de sitios que se puede
relacionar con los sitios de interacciones no especificas del polimero per se; MIPe y
MIPc, mostraron dos rectas que representan dos grupos de sitios de union, uno de baja
afinidad y otro de alta afinidad. Los valores estimados de K4 para NIP (Unico sitio), (alta
afinidad de MIPe y MIPc) fueron K4 = 0.4768, 0.020, 0.0067 mmolL™ respectivamente.

Por otro lado, la selectividad de MIPc por enrofloxacina es alto comparado con otras
fluoroquinolonas (ofloxacina y flumequina). Los ensayos de union, fueron evaluados
con varios modelos de isotermas, ajustado el modelo Langmuir-Freundlich. Los valores
calculados de la constante de unién fueron los siguientes: enrofloxacina, K= 21.38 mM"
1 Ofloxacina, Ko= 2.2 x 10® mM™; Flumequina, Ko= 1.6 x 10° mM™,
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ABSTRACT

The present work describes the development of molecularly imprinted polymers with the
capacity for molecular recognition of enrofloxacin in polar solvents. To this end, a
polymer was prepared with recognition sites that have the capacity to form a
coordination bond.

The polymers studied were synthesized from ethylenglicol dimethacrylate as a cross-
linker and one of the following monomers: metacrylic acid, allylic alcohol or styrene.
Additionally, we carried out trials on the type of polymerization (bulk (batch) and
precipitation) which then determined the materials with the best molecular recognition
properties. As well, some tests were performed on the effect that the polymerization

temperature and the solvent have on the recognition of enrofloxacin by the polymers.

For the synthesis of molecular imprinted polymers with metals, complexes were used
which possessed at least two different ligands, one with a functionalization with styrene

for the binding point of the polymer and the other being enrofloxacin.

The ligands functionalized with styrene were synthetized and characterized. The ligands

were iminodiacetic acid and azabis(oxazoline).

The complexes were synthetized with the ligands mentioned above, enrofloxacin and

metallic ions Cu®* and Zn?*.

A coordination complex should be completely characterized if it is to be used as a
template, because this will present homogeneous recognition sites in the polymer. The
more homogeneous the recognition sites are in the polymer, the greater selectivity for
enrofloxacin it will have. The template complex which met this criteria was [Zn(Enr)(Aza-

f)INO3-H2O. The polymer synthesized from this template is denominated MIPc.

To demonstrate that the presence of coordination bonds in the polymer provides more
affinity for enrofloxacin than do non-covalent interactions, we compared its affinity with
that of two non-covalent polymers synthesized in the following ways: MIPe, synthesized

from a template of enrofloxacin, and NIP, with no template used in its preparation.
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It was found that non covalent polymers show lower affinity for enrofloxacin than seen
with the polymer MIPc. MIPc was found to have very high affinity and selectivity for

enrofloxacin.

All of the above was concluded by determining the thermodynamic constants of
adsorption employing binding isotherms and using the Scatchard analysis for estimating
several union parameters, such as; Kq, dissociation constant. The Scatchard analysis of
NIP, MIPe y MIPc found the following: regarding Non imprinted polymers, only have one
type of sites and these are related to nonspecific interactions. For MIP and MIPc; two
lines represent two groups of sites of unions, one of low affinity and one of high. The
estimated values of K4 for NIP, MIPe and MIPc were Kd= 0.4768, 0.020 and 0.0067
mmolL™ respectively, keeping in mind that the MIPe and MIPc are in the high affinity

zone.

On the other hand, the selectivity of MIPc for enrofloxacin is high compared with other
fluoroquinolones (ofloxacin and flumequin). The tests of union were evaluated with
several models of isotherms, fitted to the Langmuir-Freundlich model. The values
calculated for the union constant were the following: enrofloxacin; K, = 21.38 mMm™:
ofloxacin, K, = 2.2 x 10 mM™?, flumequin, Ko = 1.6 x 10° mM™.
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2. INTRODUCCION

El uso de medicamentos en el ambito veterinario para prevencion, adicional al de
tratamiento, es una practica cada vez mas extensa. Tan solo en Estados Unidos se
consumen alrededor de 12 millones de kg de medicamentos al afio en prevencion y no
en tratamiento y buena parte de ellos son antibioticos para combatir o evitar
enfermedades de origen bacteriano. Las quinolonas (Q’s) forman parte importante de
este grupo y dentro de éste destaca la enrofloxacina (Enr), perteneciente al grupo de

fluoroquinolonas (FQ's)(1).

El uso tan extenso de este grupo de antibidticos ha generado recientemente el
problema de encontrar residuos de éstos en animales que servirdn para consumo
humano, o bien en el medio ambiente(2, 3), debido a que la mayoria de
fluoroquinolonas no son completamente metabolizadas en el cuerpo y usualmente son
excretadas en su forma farmacéutica activa en mas de un 50%(4, 5), lo cual genera un
problema de salud ya que estd asociado a la aparicion de resistencia de las cepas
bacterianas a los antibioticos(6) o incluso la muerte. En este mismo sentido, también es

importante estudiar los residuos de fluoroquinolonas en el medio ambiente.

Las fluoroquinolonas y sus metabolitos han sido identificadas como contaminantes
persistentes y peligrosos en aguas(7), suelos y sedimentos(8, 9). Esto pone de
relevancia la necesidad de detectar y remover residuos de farmacos en la produccion
de alimentos de origen animal y muestras medio ambientales. Para esto se han
desarrollado gran cantidad de métodos que son en su mayoria dependientes de
procesos complicados y equipos caros. Los métodos mas usados para determinar FQ’s
en muestras biologicas estan basados en cromatografia de liquidos; principalmente
ultravioleta (LC-UV)(10), fluorescencia (LC-FD)(11, 12) o espectroscopia de masas

(LC-MS)(13, 14) y materiales para su remocion selectiva apenas han sido estudiados.

Se han buscado alternativas para determinar y cuantificar de forma sencilla y selectiva
a las fluoroquinolonas. Entre estas alternativas se encuentran los polimeros

estampados, los cuales, ofrecen una union selectiva hacia la molécula con la cual
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fueron preparados. Sin embargo, la mayoria de los polimeros estampados no son
selectivos en sistemas acuosos, por lo que es muy importante explorar nuevas formas

para obtener estos materiales funcionales en disolventes polares.

En el proceso de sintesis de MIP's la etapa de pre-organizacion (previa a la
polimerizacién). Los reactivos presentes en el medio de reaccion (monoémero funcional,
la molécula horma y entrecruzador) generalmente a través de interacciones no-
covalentes interactian generando la base para formar los sitios de reconocimiento.
Estas interacciones pueden ser interferidas por un disolvente polar, ya que este
interacciona de forma similar a la horma dando como resultado la formacion de sitios

con una capacidad de reconocimiento baja.

Para evitar la competencia de un disolvente polar con los mondémeros funcionales
sobre la molécula horma, se puede aumentar la magnitud de la interaccion entre un
mondmero funcional y la molécula horma, esto se puede conseguir al aumentar las
interacciones no covalentes. Generalmente se consigue al sintetizar a los MIP’s en
disolventes no polares, pero con el resultado de que los polimero obtenidos van ha
tener una baja selectividad y unidn hacia la molécula horma al ser utilizados en
disolventes polares. Otra opcidon de aumentar esta selectividad hacia la horma es a
través de un enlace que pueda proporcionar una interaccion fuerte que pueda
incrementar la fuerza de enlace y por lo tanto la selectividad del polimero hacia la

molécula de interés. Este tipo de enlace es el enlace de coordinacion.

Considerando lo anterior, el presente proyecto de investigacion se enfocé en el
desarrollo de polimeros estampados que se unan fuertemente a la enrofloxacina, lo
cual, proporcine selecitividad por ésta, a través del efecto de centros de coordinacion

en el proceso de reconocimiento molecular.
Para obtener este tipo de polimero se efectdan en varias etapas.

En una primera etapa se sintetiza un complejo de coordinacion de ligantes mixtos; uno
de ellos la enrofloxacina; y, otro, un ligante que se encuentre funcionalizado con la
posibilidad de polimerizar y unirse covalentemente a la matriz polimerica. Una vez

sintetizado debe ser caracterizado completamente para ser usado como molécula

24



horma. Esta caracterizacion obedece a que un compuesto horma que se conozca
adecuadamente podra generar sitios mejor definidos y por lo tanto generar un sitio que
proporcionen una fuerza y selectividad hacia la molecula de interés. Los ligantes
utilizados para ser usados como anclaje en la matriz polimerica son un derivado del
acido iminodiacético funcionalizado con estireno y la azabis(oxazolina) de isopropilo
funcionalizada con estireno debido a que se ha informado en la literatura la utilizacion

de estos en la sintesis de materiales polimericos.

Por otro lado, los metales escoguidos para la sintesis de estos complejos son el Cu*"y
el Zn** debido a que se han informado en la literatura la utilizacién de estos iones
metalicos en la sintesis de MIP’s con centro metalico mostrando un buen
reconocimiento molecular para sistemas bioldgicos. Ademas, estos metales se han
utilizado en la sintesis de MIP’s lo que suguiere la compatibilidad con las reacciones de
polimerizacién, sin embargo, el Zn®* presenta la ventaja de ser un metal con los
orbitales d apareados y no intervenir en la reaccidbn de polimerizacion que

generalmente se lleva acabo via radicales libres.

La segunda etapa de este proyecto consiste en determinar las condiciones de sintesis
de los polimeros estampados. Los polimeros estampados que son sintetizados son los
siguientes: 1) sintetizado con el complejo de ligantes mixtos sintetizado y caracterizado
en la primera etapa; 2) sintetizado con enrofloxacina para comparar el efecto del centro
metalico en las propiedades de unién y selectividad; y, 3) un polimero no estampado,

ya que no tiene ningun tipo de horma.

Finalmente la tercera etapa del proyecto de tesis consiste en caracterizar los polimeros
estampados y no estampados; asi como evaluar sus propiedades de unién y

selectividad hacia la enrofloxacina.
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3. OBJETIVOS

3.1.OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar un polimeros estampado con centro metélico con la capacidad

de enlazar fuerte y especificamente a la enrofloxacina.

3.2.0BJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar y caracterizar los ligantes funcionalizados con estireno.

Determinar las condiciones de sintesis, sintetizar y caracterizar diferentes compuestos
de coordinacion con ligantes mixtos, un ligante susceptible de polimerizar y

enrofloxacina.

Sintetizar y caracterizar polimeros estampados a partir de una molécula horma
(compuesto de coordinacién), monémeros (acido metacrilico, estireno y alcohol alilico),

agente entrecruzador (etilenglicoldimetacrilato) y un iniciador (AIBN).

Determinar la afinidad de los polimeros hacia la enrofloxacina mediante el uso de

isotermas de enlace y algunas técnicas espectroscopicas.

Comparar el efecto del enlace de coordinacién en el reconocimiento de enrofloxacina,
mediante la sintesis y caracterizacion de un polimero estampado no covalentes (MIPe)
y con un polimero de la misma composicion quimica pero sin ningun tipo de molécula
horma (NIP).

Determinar la selectividad del polimero estampado sintetizado con el complejo de

ligantes mixtos hacia la enrofloxacina.
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4. ANTECEDENTES

4.1.POLIMEROS ESTAMPADOS

El reconocimiento molecular esta ampliamente difundido en la naturaleza, siendo una
de las claves fundamentales en el funcionamiento de los sistemas bioldgicos. Este
consiste en procesos a través de los cuales, una molécula anfitrion se une en forma
especifica a otra molécula, huésped. Esto ocurre debido a diversos factores,
principalmente, por el tipo y cantidad de interacciones entre el huésped y anfitrion; asi,

como a la geometria complementaria entre las dos moléculas(15).

Desarrollar sistemas novedosos que nos permitan una interaccion fuerte y especifica
hacia una molécula en particular basados en reconocimiento molecular, puede ser una
alternativa para detectar, remover y concentrar sustancias de interés. Entre los
materiales recientemente utilizados para la extraccion selectiva se encuentran los

polimeros estampados (MIP’s).(16-20)

La impresion, impronta molecular o estampado es conocida como la técnica de
creacion de materiales con sitios de unién “hechos a la medida” con memoria de la
forma, tamafio y grupos funcionales de la molécula horma. El concepto del estampado

molecular fue inicialmente propuesto por Polyakov en 1931.(21)

El proceso de sintesis de (MIP’s) (16, 22), es relativamente sencillo, un esquema

general de sintesis se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Sintesis de polimeros estampados, MIP’s.

Polimerizacion

Los sitios de reconocimiento complementarios en tamafio, forma e interacciones se
forman cuando una molécula es empleada como horma o plantilla en la sintesis del

polimero.

Como primer paso es necesaria la pre-organizacién; es considerado el paso mas
importante para obtener materiales que muestren una alta capacidad de
reconocimiento molecular. Las interacciones que dan origen al complejo pre-
organizado entre la plantilla y los monémeros funcionales en la sintesis de los MIP’s
pueden incluir interacciones no enlazantes como dipolo-dipolo, puentes de hidrégeno,
etc. asi como enlaces covalentes y enlace de coordinacion. Los mondémeros
funcionales forman una estructura en disolucibn con la horma que formara un

copolimero con un entrecruzador dando origen al MIP.

Con base en los tipos de interacciones que puede haber entre el monémero funcional y
la molécula horma es uno de los criterios de clasificacibon mas empleado actualmente
para los MIP’s, ya que esta afecta considerablemente las propiedades finales del
material. La clasificacion es la siguiente: MIP’s covalentes, MIP’s no covalentes, MIP’s

semi covalentes y MIP"s metdlicos.
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4.1.1. POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE VIiA COVALENTE

La propuesta de impresion covalente fue desarrollada por Wulff y colaboradores en los
afios 70°s(23). Los MIP’s covalentes pueden utilizar enlaces reversibles covalentes; por
lo tanto, la afinidad del estos polimeros por la molécula horma puede llevarse a cabo ya
sea restableciendo el enlace covalente o a través de formar nuevas interacciones no
covalentes entre la molécula horma y los grupos funcionales que se encuentran en los

sitios de union.

La naturaleza covalente presente en el complejo de pre-polimerizacion entre el
monomero y la horma, genera un control sobre el proceso de impresion, lo que apunta
a que los sitios de union generados podran ser estructuralmente homogéneos(24). Sin
embargo, pueden existir desventajas, las cuales pueden ser las siguientes: Un nimero
limitado de mondmeros existentes capaces de formar un enlace covalente reversible.
Se requieren pasos sintéticos adicionales y la sintesis previa del compuesto horma. Los

procesos de remocion de la hormay limpieza del polimero suelen ser complicados.
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4.1.2. POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE ViIA NO
COVALENTE

Los primeros estudios de relevancia acerca de los polimeros de impronta molecular no
covalente fueron hechos por Arshady y Mosbach (25). Los MIP’s no covalentes son
aquellos en los que la interaccién entre la molécula horma y el monémero tiene lugar a
través de la formacion de enlaces intermoleculares no enlazantes, es decir, sin enlaces
guimicos formales. Esto es tanto en la sintesis de los MIP’s como en el proceso de

reconocimiento posterior de la horma(26).

Debido a la amplia disponibilidad comercial de monémeros capaces de dar lugar a una
interaccion no covalente, la facil y versatil sintesis de este tipo de MIP’s, dio como
resultado que este proceso de impresion se convierta rdpidamente en el método mas

extendido para la preparacion de MIP’s.

Sin embargo, este proceso muestra desventajas, las cuales se deben a la baja
estabilidad del complejo de pre-polimerizacion; el cual muestra variacibn en
estequiometrias y estructuras presentes en éste, por lo tanto, reduce la fidelidad del
proceso de impresion. Ademas, las condiciones estdndar de sintesis utilizan un exceso
de mondmero funcional para favorecer la formaciéon del complejo de éste con la
molécula horma. Como consecuencia, la mayor parte del monémero funcional no se
incorpora en los sitios de union, resultan en un alto porcentaje de sitios de

reconocimiento con afinidad y selectividad baja.

Este método es usado con disolventes de baja polaridad; sin embargo, esto origina un
bajo reconocimiento de la plantilla en medios donde las interacciones con el disolvente
son fuertes como los ambientes acuosos. Los disolventes polares, especialmente el
agua, pueden destruir el efecto de reconocimiento del polimero. Esta situacion limita
mucho la posible aplicacion de los MIP's en muestras biologicas, alimenticias,

ambientales, etc.(22).
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4.1.3. POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE VIA SEMI
COVALENTE

Los MIP’s semi-covalentes fueron inicialmente descritos por Sellergren vy
Andersson(27). Estos MIP’s se pueden considerar como un caso particular de MIP's
covalentes (28). Es decir, la interaccion inicial formada entre la molécula horma vy el
monomero funcional es a través de un enlace covalente; pero, la interaccion presente

en el reconocimiento posterior de los analitos es de naturaleza no covalente.

Al presentar una primera etapa comun durante la sintesis, los MIP's semi-covalentes
presentan varias ventajas analogas a los MIP’s covalentes como: alta selectividad y
una mayor homogeneidad en la distribucion de los sitios de unién en el polimero. Sin
embargo, el principal inconveniente de este tipo de polimeros deriva de las diferencias
estéricas entre los enlaces covalente y no covalente, ya que se necesita una mayor

distancia para formar el enlace no covalente de uno covalente.

Esta limitacibn que presentan en algunos casos los polimeros estampados semi
covalentes fue resuelta por Whitcombe(29), el cual, sintetizé6 un MIP utilizando un grupo
carbonilo como espaciador entre el mondémero funcional, acido metacrilico, y el
colesterol que fue usado como plantilla. Dicho grupo espaciador se elimind
posteriormente en forma de CO, durante la hidrolisis del enlace formado entre la
molécula horma y el monémero. La comparacion de este polimero con uno sintetizado
siguiendo una polimerizacién no covalente demostré su mayor eficiencia al emplearse

como fase estacionaria en sistemas cromatrograficos(30).

Con base en lo anterior, se concluye que las interacciones no enlazantes como los de
puente de hidrégeno son mas versatiles en fuerza de enlace con respecto a los enlaces
covalentes, pero menos aptos y efectivos en la etapa de pre-polimerizacion entre el
monomero Yy la plantilla en un ambiente acuoso, ya que la estabilidad de un complejo
pre-organizado es menor con respecto a la que involucran enlaces quimicos formales.
A pesar de esto, la gran mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha al respecto

de MIP’s involucran interacciones no enlazantes y se clasifican como no covalentes.
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4.1.4. POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE CON CENTRO
METALICO

Por otro lado, el enlace de coordinacion presenta varias ventajas en el reconocimiento
molecular con MIP’s, como las siguientes: Si el enlace es suficientemente fuerte los
polimeros pueden mostrar buena afinidad y selectividad en disolventes polares como el
agua asi como en otros disolventes. Los complejos metalicos pueden ser
termodindmicamente estables y cinéticamente labiles al mismo tiempo, lo que permite
reacciones de intercambio en el centro, logrando tener una alta estabilidad (31-33).
Adicionalmente, se ha informado que las interacciones de iones metalicos con el
sustrato en los MIP’s puede originar una mayor capacidad de adsorcion del polimero
hacia la molécula horma(34), se ha especulado de que esto se debe al aumento de
sitios de interaccion “fuertes” es decir, que la interaccion MIP-sustrato es de mayor

energia.

El nimero de trabajos informados sobre la sintesis de MIP’s con centro metalico es
variado, ya que se han informado MIP’s para el reconocimiento de carbohidratos,
péptidos, proteinas, iones metalicos, antibibticos, etc. (31-33, 35-41) Sin embargo, el
conocimiento profundo de este tipo de MIP’s aun no esta totalmente esclarecido. Por
ejemplo, un desafio de este tipo de materiales es el de usar éstos en muestras
medioambientales. Por lo que conocer los factores que maximicen el efecto del enlace

de coordinacion en los MIP’s alin se encuentra en estudio.

De los estudios sobre MIP’s con centro metélico, destacan los realizados por Chen, et
al. (42), que estudian el reconocimiento especifico de carbohidratos. Estos autores
prepararon polimeros sensibles a la glucosa, hechos a base de poli-acrilamida y
templados con B-metil-glucopiranosa. Este polimero puede unirse a la glucosa en
concentraciones bajas y un medio biolégico complejo. Por esta razén se ha tratado de
aplicar en dispositivos para personas con padecimiento de diabetes.

Otro trabajo que destaca acerca de la sintesis de MIP’s con centro metalico para

reconocimiento selectivo es el de Papaioannou y colaboradores (38) donde informan la
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sintesis de un MIP capaz de reconocer el C-terminal del pentapéptido cholecystokinin,

CCK-5, en presencia de un ion metalico (Figura 2).
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Figura 2. MIP capaz de reconocer el C-terminal del pentapéptido
cholecystokini.

En este trabajo se prepara dos clases de polimeros, los cuales, fueron producidos bajo
las mismas condiciones y relacion molar de molécula plantilla y mondmeros (acrilamida
y N, N’-metilen bis acrilamida), en presencia o ausencia del complejo de &cido
nitrilotriacético—Ni** (Ni-NTA). Al grupo de polimeros, que fue sintetizado con Ni** se les
retira el ion y se sustituye por los siguientes iones divalentes: Mg®*, Fe?*, zn**, Co*" y
Cu?*. Con todos los polimeros, se evalla la capacidad de adsorcion a través de
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experimentos de reenlace con CCK-5. Posteriormente los resultados obtenidos son
ajustados con los modelos de isotermas de Langmuir y Scatchard. Determinando los
valores de constante de disociacion (Ky) y maxima cantidad de sitios de uniéon (Bmax) se
encontré que los polimeros presentan el siguiente orden: Fe-NTA, Ni-NTA y Cu-NTA.
Los bajos valores de Kq4, calculados, se interpretan como una union fuerte con el
huésped. Por otro lado, los sitios de unidn, Bmax, calculados, son muy similares en los
iones mencionados, indicando que el sitio de reconocimiento de coordinacion es el
responsable de la mayor parte de la fuerza de union y no el nimero de sitios. Cabe

mencionar que el disolvente utilizado en este estudio es el MeOH.

Por otro lado, Dhal y Arnold (35, 43), demostraron las ventajas de utilizar las
interacciones de coordinacion entre el iminodiacétato funcionalizado con estireno, el
cobre (IDAE)-Cu®*" y varios derivados de bis-imidazoles que fueron utilizados como
molécula horma, donde los imidazoles se encuentran a los extremos de la molécula.
También se hicieron estudios variando la longitud de la cadena de los bis-imidazoles
Figura 3. Un proceso al que se somete el MIP es el retiro de la molécula horma a través
de lavar el polimero, adicionalmente, con este proceso el centro metalico es también
removido. Es por esto que antes de evaluar la unién del polimero con el sustrato hay
gue regenerar el centro metalico. El resultado obtenido del proceso de remocion del ion
metalico y la molécula horma, asi como, la regeneracion del centro metalico y retoma
de la molécula horma es casi cuantitativa, por lo que se sugiere que los polimeros

cuentan una buena accesibilidad a los sitios de reconocimiento.

A través de espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (ESR) se deduce
que los enlaces de coordinacién formados entre el Cu®*-imidazoles se conservan
después de la polimerizacién. Los experimentos de competencia de unién entre
sustratos y los polimeros mostraron que éstos mostraban selectividad por la plantilla
con la que fueron hormados, mientras que los polimeros que no tenian hormado no
tenian esta selectividad. En la Figura 3 se esquematiza la interaccion entre la horma y
los sitios de union; la selectividad del polimero hacia la horma depende principalmente

de la combinacién de dos factores: 1) la cooperacion de dos sitios de coordinacion de
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los bis-imidazoles hacia los centros metélicos y 2) La interaccion estérica con la

cavidad que contiene los sitios de union.

Figura 3. Selectividad del MIP’s usando (IDAE)-Cu® hacia varios
derivados de bis-imidazoles.

Por otro lado, se ha informado la sintesis de MIP’s utilizando iones metalicos como
“pivotes” los cuales sirven como mediadores entre la molécula horma y el monémero
funcional, esto genera MIP’s con sitios de unién mejor formados. Lo que resulta en una
mejor selectividad hacia la molécula horma respecto a un MIP sin utilizar un ion
metélico. Estos trabajos utilizan la espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible
(EUV) para confirmar la formacion del complejo de pre-polimerizacién. Esta manera de
sintesis del MIP presupone que se forma un complejo pre-organizado que contiene a
todas las especies alrededor del metal y esto en muchos casos no es asi, de ahi la
gran divergencia de resultados y afinidades informados a este respecto. Como no se
conoce la estructura del complejo en la mezcla de pre-polimerizacion y en el caso del
acido iminodiacético(44-46)es muy comun encontrar mezclas complejas y polimeros de
coordinacion, esto da lugar a varios tipos de centro de unidon con diferentes
afinidades(39, 47, 48).

En los polimeros de impronta molecular la eficiencia en la capacidad de unién hacia la
horma y la selectividad dependen de gran niumero de factores; la composicion quimica

es primordial, el tipo de interacciones, las condiciones de polimerizacion, el disolvente,
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etc. La propia reaccion de polimerizacion y grado de entrecruzamiento es un proceso
complejo, ya que depende de factores interrelacionados. Entre los mas importantes se
cuentan los siguientes: formato de polimerizacién, tipo y concentracion de mondmero,
entrecruzador, iniciador, temperatura de polimerizacion, tipo de iniciacion, presion,
volumen de mezcla de reaccidn de polimerizacion, tiempo de polimerizacion y
disolventes utilizados (49), en las siguientes secciones se analizan algunos de estos

factores.

4.2. FACTORES DE SINTESIS POLIMEROS ESTAMPADOS

En este apartado se trataran de forma general la sintesis de los MIP’s y los factores

gue mas influyen en la preparacion, morfologia y selectividad de éstos.

4.2.1. POLIMERIZACION VIA RADICALES LIBRES

El tipo de polimerizacién en la sintesis de MIP’s es a través de la polimerizacién por
radicales libres. En este tipo de polimerizacién el crecimiento de cadena por medio de

radicales se usa un iniciador para producir la especie reactiva (R*) o centro reactivo.
[—-R*

La polimerizacion ocurre por la propagacion del centro reactivo mediante la adicion de
un gran nuamero de moléculas de monémero en una reaccion en cadena. La
caracteristica distintiva de la polimerizacion por crecimiento de cadena, es que el
crecimiento del polimero soélo tiene lugar por la reaccion de un monémero con el centro
reactivo. El ejemplo mas comun de este tipo de polimerizacién es el de monémeros de

vinilo; el proceso puede describirse como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de polimerizacion de
monomeros vinilicos.

Cada molécula de monémero que se agrega al centro reactivo regenera el mismo. El
crecimiento del polimero ocurre por las sucesivas adiciones de cientos o miles de
moléculas de mondmeros. El crecimiento del polimero cesa cuando el centro reactivo
es destruido por una reaccion apropiada dependiendo del tipo de centro reactivo y las

condiciones de reaccion particulares.

El mecanismo de polimerizacién por crecimiento de cadena produce moléculas de alto
peso molecular en cualquier momento de la reaccién. No existen moléculas de tamafio
intermedio en la mezcla de reaccién, s6lo monémero, polimero de alto peso molecular
e iniciador. EI cambio que ocurre en funcién de la conversién (es decir, el tiempo de

reaccion) es el incremento del nimero de moléculas de polimero.

4.2.1.1. EFECTOS DE SUSTITUYENTES

El doble enlace carbono-carbono experimenta polimerizacion por iniciadores

radicalarios. El enlace ™ de un mondmero vinilico puede responder apropiadamente a

iniciadores por rompimiento homolitico (dos radicales) o heterolitico (un anién y un

cation) del enlace. Figura 5
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Figura 5. Esquema del rompimiento heterolitico u homolitico de un
enlace.

Los iniciadores radicalarios pueden llevar a cabo la polimerizacion casi con cualquier
doble enlace carbono-carbono. Las especies radicalarias son neutras y no tienen
requisitos estrictos para atacar al enlace 1T o para estabilizar el radical propagante. La
estabilizacién por resonancia de los radicales propagantes ocurre con casi todos los

sustituyentes, como se muestra en algunos ejemplos de la Figura 6.

De esta forma, casi todos los sustituyentes tienen la capacidad de estabilizar el radical

propagante por deslocalizacion del radical sobre 2 6 mas atomos.

Los radicales libres, se pueden generar empleando radiacion de alta energia o por
adicién de un iniciador el cual, cuando se somete al calor, radiacion electro-magnética
0 reaccion quimica se lleva a cabo su disociacion homolitica para formar radicales con
més alta reactividad que los monémeros radicales. Sin embargo, la reactividad debe
ser suficientemente baja para permitir que el iniciador radical reaccione con el
monomero. Iniciadores azo- y peréxido con energias de enlace entre 105-170 kJ/mol,

son particularmente Gtiles y comunmente utilizados en los MIP.
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Figura 6. Estabilizacién por resonancia de las especies propagantes
del sistema (a) poli-acrilonitrilo, (b) poli-estireno y (c) cloruro de
polivinilo.

4.2.1.2. PROPAGACION

Un acarreador de cadena se forma de la reaccién de un radical libre y una nueva
unidad de mondémero y la propagacion ocurre rapidamente por adicion de nuevos

monomeros y produce cadenas primarias lineales.

RM,° + M — RM,,,° (1)
Con la velocidad de propagacién dada por

vp = kp[M][M°] (2)

Donde [M°] representa la concentracion del radical creciente. La reaccion se puede

seguir, determinando la desaparicion del monémero.

39



4.2.1.3. SECUENCIA DE EVENTOS

La polimerizacion por radicales es una reaccion en cadena que consiste de una
secuencia de 3 pasos: iniciacion, propagacion y terminacion. El paso de iniciacion
involucra dos reacciones. La primera es la produccion de radicales libres; el caso usual

es la disociacion homolitica del iniciador (1) para producir una par de radicales (Re).

kq

[->2R- 3)

Donde Ky es la constante de velocidad para la disociacion del catalizador. La segunda
parte del proceso de iniciacion involucra la adicion de este radical a una molécula de

mondmero para producir la cadena radicélica iniciadora M.

R-+M Sy, - 4)

Donde M representa una molécula de monémero y K| es la constante de velocidad para

el paso de iniciacion.

La propagacion consiste en el crecimiento de Mje por la adicion de un gran numero
(cientos o miles) de moléculas monoméricas de acuerdo a la Figura 4. Cada adicion
crea un nuevo radical que posee la misma identidad que el previamente descrito,
excepto que éste es mas grande por una unidad monomérica. Las adiciones sucesivas

pueden representarse como se presenta en la Figura 7.

Kp
M- +M 5 M, -
Kp
M, +M 5 M, -

Kp
My-+M - M, -
etc.

En términos generales

Kp
My - +M > My q -

Figura 7. Esquema de adiciones sucesivas de monémero
en una polimerizacion radicalica.
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Donde K, es la constante de velocidad de la propagacion. El crecimiento de la cadena
tiene lugar muy rapidamente. El valor de K, para algunos monémeros esta en el
intervalo de 102-104 L mol™ s™. Este valor de constante es muy grande, mucho mas

grande que las constantes encontradas para la polimerizacion por etapas.

En algun punto, las cadenas de polimero detendran el crecimiento. La terminacion
ocurre por la aniquilacion de los centros reactivos debido a una reaccion bimolecular
entre radicales. Dos radicales reaccionan por combinacion (acoplamiento) (Figura 8a) o
raramente por desproporcion, en la cual un radical hidrégeno que es  a un centro
radical se transfiere a otro centro radical (Figura 8b). Esto resulta en la formacién de

dos moléculas de polimero, una saturada y una insaturada.

H H

—I

Kic
—CHyy W —————» ~AnAANACHYy—C——C——CHypw v

(a) VAN H,C—— +

<—o0
<—O0—=z

—T

H H H
|. | Kic |

+ (|;—(|)J\NV‘ —————» ;AU CH,—CH  + (|3—CHJVV‘
Y Y

(b) nnnnnch,—

<—0

Y Y

Figura 8. Mecanismos de terminacion de una polimerizacion radicalaria.

4.2.2. COPOLIMERIZACION

La gran mayoria de los MIP descritos a la fecha son copolimeros, i.e. polimeros
formados por la incorporacibn de dos o mas mondémeros en el polimero. Los
copolimeros obtenidos van a depender de la reactividad relativa de los mondmeros
Para polimeros vinilicos lineales estos son: (a) Copolimeros estadisticos, formados
cuando los monomeros entran a la cadena de una manera estadistica. (b) Copolimeros
alternados, cuando las unidades monoméricas se alternan en las posiciones de la

cadena. (c) Copolimeros en bloque, donde las unidades monoméricas se encuentran
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separadas en largas secciones de la cadena polimérica principal; cada una de estas

secciones se llama bloque.

Con la finalidad de predecir la formacion de las estructuras poliméricas, la reactividad
relativa de los mondémeros debe ser estimada. En la Tabla 1 se esquematiza la cinética

de reaccion correspondiente.

Tabla 1.- Esquema de la cinética de reaccion de copolimerizacion.

-My +-My K11 -My1
-M; + -M> Kio -Mio
-M> +-M> Koo o -Ma2
-M, + -M; Koi S -Mjq

Donde ki1, koo, kiz, ko1 son las constantes de velocidad para las correspondientes
reacciones de propagacion entre un mismo monoémero y cruzada. Las relaciones de
reactividad, r; = kii/kop ¥ 12 = koo/kz1, dan informacion acerca de la tendencia de los
monomeros para formar bloques o estructuras alternantes cuando se copolimerizan
con otro monémero. Estas cantidades proporcionan la composicion del polimero, si
ri=r,= 1, la copolimerizacion es considerada ideal y los monémeros seran incorporados
al azar dentro del polimero. Cuando tanto r; y r, son grandes, una tendencia hacia la
formacioén del polimero en bloque es la esperada, mientras que cuando los valores son

pequefios, una tendencia alternante sera la observada.

4.2.3. FORMATOS DE POLIMERIZACION

En la sintesis de MIP’s se han utilizado diversos métodos de polimerizacién. Se ha
informado la influencia del método de polimerizacion empleado sobre la morfologia del
polimero obtenido; y, por lo tanto, la influencia sobre el reconocimiento de la molécula
horma. Cacho, C. y colaboradores (50) emplearon dos formas de polimerizacion, en

lote y por precipitacion para la sintesis de MIP’s utilizando como molécula horma la
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propazina. Con este trabajo demostraron variacion de las propiedades de
reconocimiento (afinidad, capacidad, homogeneidad y selectividad) de los materiales
obtenidos en funcion del método de polimerizacion utilizado. Varias han sido las
metodologias de polimerizacion para la obtencién de MIP’s entre las que se cuentan
las siguientes: lote, suspension, emulsion, precipitacion, entre otros. En la Tabla 2 se

presentan alguno de los métodos de polimerizacion reportados en la bibliografia.

Tabla 2.- Métodos de polimerizacidén para obtener MIP’s.

Método de
polimerizacién

Morfologia Referencia

Agregados aleatorios de particulas

Lote irregulares (Proceso de molido y (19, 22)
tamizado)
Suspension en agua Particulas esféricas polidispersas (22)
Suspension en Particulas esféricas polidispersas (22)
perfluorocarbono
Precipitacion Particulas esféricas polidispersas (19, 22, 50)
Emulsion Particulas mono dispersas (19, 22)

4.2.3.1. POLIMERIZACION EN LOTE

El método més extendido en la sintesis de MIP s es la polimerizacién en lote, debido a

gue es simple y rapido, adicionalmente, no requiere de instrumentacion sofisticada.

Este método de polimerizacién consiste en la polimerizacion radicalica de una
disolucion concentrada de mondmeros. Después de la polimerizacion, se obtiene un
monolito de polimero insoluble que se tritura y tamiza hasta obtener particulas
micrométricas amorfas. Sin embargo, esta metodologia es poco eficiente debido a que
es un proceso largo y puede reducir el rendimiento del polimero, alrededor de un 30 a
40% del material obtenido se puede usar. Por otro lado, el proceso de molienda da
como resultado particulas irregulares en forma y tamafio y sobre todo, muchos de los
sitios que cuando se formaron en el polimero como sitios de alta afinidad, después de

los procesos de molienda se transforman en sitios de baja afinidad.
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4.2.3.2. POLIMERIZACION POR PRECIPITACION

Recientemente, se ha informado de otro método de polimerizacion para la obtencion de
MIP’s(22), el de precipitacion, el cual consiste en emplear una mezcla de reactivos
mucho méas diluida al trabajar en exceso de disolvente, (< 5% p/v
mondmeros/disolvente (porégeno, definido en 4.2.6) como consecuencia, las cadenas
poliméricas en formacién no son capaces de ocupar el volumen total del disolvente,
produciéndose una dispersion de particulas esféricas de polimero independientes en el

seno de la disolucion.

El nimero de trabajos que informan de la sintesis de MIP” a través de la polimerizaciéon
por precipitacion es amplio y se han reportado para diversas moléculas hormas entre
ellas a las FQ(51-55). En este método de polimerizacion se informa la reduccion de los
problemas que se han observado con el método de polimerizacion de lote mencionados

en el apartado anterior(56, 57).

4.2.4. MONOMEROS FUNCIONALES

La seleccion del monomero mas adecuado se debe efectuar en funcion de las
caracteristicas y grupos funcionales de la molécula horma, con el que se pretende
formar un complejo de pre-polimerizacion estable con interacciones fuertes, que den
como resultado el aumento de la afinidad y selectividad de los sitios de union en el MIP.

Se han informado diversas metodologias para optimizar el disefio de MIP"s.(58)

El mondémero funcional mas ampliamente utilizado para la sintesis de MIP’s es el acido
metacrilico (MAA) debido a su capacidad de actuar como un donador y receptor de
enlaces puentes de hidrogeno, asi como, buena capacidad de interacciones

ionicas(22).

En general los monémeros funcionales se pueden clasificar en funcion del tipo de

interaccion. Ya sea covalente o no covalente.
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4.2.4.1. MONOMEROS FUNCIONALES A TRAVES DE INTERACCIONES
COVALENTES

En la Tabla 3 se esquematizan algunos mondmeros funcionales utilizados en la

impresion covalente en general son ésteres y amidas de acido acrilico o metacrilico
(59).

Tabla 3.- Monémeros funcionales impresién covalente.

Enlace

Monémero Horma
covalente
OH . ]
/_©75/ Esteres de Dioles y
HZC/ NoH boronato carbohidratos
HO Esteres de
CJ acido Alcoholes
x \o carboxilicos
Cetonas y
Acetales aldehidos
HZC/A©5 Iminas Aminas

4.2.4.2. MONOMEROS FUNCIONALES A TRAVES DE INTERACCIONES
NO COVALENTES

En la Tabla 4 se esquematizan algunos de los mondmeros funcionales mas
frecuentemente utilizados en sintesis de MIP’'s no covalentes. Los mondémeros
funcionales utilizados en la impresion no covalente en general son monémeros de vinilo
o acrilato, sus velocidades de polimerizacion son adecuadas para obtener copolimeros

alternantes con la mayor parte de los entrecruzadores comunes (59).
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Tabla 4.- Mon6émeros funcionales

con interacciones no covalentes.

Mondémero Interaccion no Horma
covalente
<|3| Puente de
HIC o ‘hidrégeno e | Aminas basicas y
| interacciones amidas
CH, electrostaticas
Acidos
H,C Puente de carboxilicos
2 hidrégeno e ’
/N . ge alcoholes y
_ interacciones . ) .
Lo amidas primarias
electrostaticas .
y secundarias
(e} . ,
Puente de Amidas, ésteres,
H3C /\/OH ) ; I h I
° hidrégeno aiconoles y
cH, aminas
0| Amidas, ésteres,
HC A Puente de alcoholes,
I NH hidrogeno aminas y
CH, carboxilatos
CH, CF,
Puente de .
o o Carboxilatos
I hidrogeno
NH ONH CF,

Las relaciones molares entre la molécula horma y el monémero funcional en el proceso
de sintesis afecta la afinidad y la eficiencia en la generacion de los sitios de
reconocimiento en el MIP. Bajas relaciones molares suelen inducir pocos sitios de
unién en los materiales, como resultado de un reducido nimero de agregados molécula
horma-mondémero funcional. Por el contrario, una alta relacion molar puede producir
sitios de union no especificos, resultando en una disminucion de la selectividad del
polimero. Por esto es importante optimizar la relacion molar entre el monémero, horma

y entrecruzador(60).

Por lo tanto, es muy importante seleccionar el monémero adecuado con respecto a la
molécula horma y la relacion molar entre ellas. Ya que al optimizar la magnitud de las

interacciones presentes en la mezcla de pre-polimerizacién se favorece la formacion de
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los sitios de union en el MIP. Con la finalidad de conocer esta informaciéon se han
evaluado las interacciones entre el monémero funcional y la molécula horma a través
de varias estrategias, las cuales pueden ser 1) técnicas espectroscopicas como:
resonancia magnética nuclear, NMR(61-63); espectroscopia de ultravioleta-visible, UV-
vis(39); espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, FT-IR(64) y 2)

estudios de simulacion en computadora(65).

Adicionalmente, otra estrategia para efectuar la sintesis de MIP’s es caracterizar al

complejo de pre-polimerizacion antes de efectuar la polimerizacion.

4.2.5. ENTRECRUZADORES

El agente entrecruzador juega un papel muy importante en las propiedades de
reconocimiento de los MIP’s. Los polimeros, son generalmente preparados con un alto
porcentaje de agente entrecruzador, tipicamente, entre 50 al 80 % del mismo. Estas
altas relaciones son requeridas para mantener la integridad estructural de los sitios de
reconocimiento. Aunque el primer objetivo del agente entrecruzador es formar una
matriz rigida, éste, también cuenta con grupos que pueden participar directamente en

el proceso de reconocimiento.

El etilenglicoldimetacrilato (EDGMA) y el divinilbenceno (DVB) Tabla 5, son los
entrecruzantes mas comunmente utilizados en la obtencién de polimeros estampados,
ya que generan materiales que poseen estabilidad térmica y mecanica, con una rapida

transferencia de masa y con aceptables propiedades de reconocimiento(59).

En trabajos acerca de la aplicacion de los MIP’s en cromatografia se ha encontrado
gue los polimeros estampados generados con EDGMA presentan factores de

separacion (o)) superiores a los mostrados por los polimeros sintetizados por DVB(66).

En ese mismo sentido, se ha informado que entre los polimeros sintetizados con
EGDMA vy tetraetilglicoldimetracrilato (TEGDMA), los polimeros preparados con

EDGMA presentan un mayor factor de impresion (IF), asi como mejores capacidades
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de unién (67, 68) en pruebas de retoma por lote. Las pruebas de retoma por lote se
llevan a cabo a través de incubaciones en serie, donde una cantidad constante de
polimero a evaluar se coloca en disoluciones crecientes de concentracion conocida de
molécula horma durante un periodo de tiempo necesario para alcanzar el equilibrio con
la finalidad de conocer la cantidad unida de horma al polimero y la cantidad libre de

horma en disolucion.

Tabla 5.- Entrecruzadores mas utilizados en la sintesis de MIP’s.

Entrecruzante Formula

CH,

Divinilbenceno

=
H,C
n i
Etilenglicoldimetacrilato H3C\H/\o/\/ Om/kcm
C

El factor de separacion (o) esta definido como la relacion de los factores de capacidad
de 2 sustancias cualquiera en la misma columna (k' / k'y). El factor de capacidad (k")
es calculada como (ts-t,)/t, donde los términos se refieren a los tiempos de retencion de
la muestra y tiempo muerto respectivamente. El IF se define como la relacién de los
factores de capacidad del MIP y NIP respecto a un mismo sustrato (I = kyip/knip). El IF
representa cuantas veces el sustrato se une al MIP respecto al NIP(69).
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4.2.6. DISOLVENTE POROGENO

Los disolventes con la capacidad de generar poros dentro de los MIP’s se definen
como poroégenos. Los poros representan una parte muy importante en la funcionalidad
de los MIP’s debido a que en funcion de su tamafio, las moléculas a reconocer pueden
difundirse dentro del material. En la Figura 9 se muestra un esquema de la generacion
de la estructura porosa en un MIP. En los poros con diametros menores a 20 A,
microporo, la difusidén va a presentarse lenta debido a las fuerzas capilares. Dentro del
nicleo existe una familia de poros muy pequefios (entre 50 y 150 A) los cuales son
responsables de la gran area superficial de estos materiales. Al incrementar el nivel de
entrecruzante, el tamafio de poro promedio disminuye. Si la cantidad de porégeno se
incrementa la cantidad de poros grandes entre los aglomerados de microesfera

también aumenta(16).

50 - 300 A 600 — 5000 A
Cadena Sitios de enlazamiento Microesferas Aglomerados
Primaria
Microporos < 20 A Meso y macro poros: 20-2000 A

Figura 9. Formacion de la estructura porosa al sintetizar un MIP.

Adicionalmente, el disolvente porogénico juega un papel importante en el proceso de
polimerizacién. No solo participa como un agente porogénico, sino que es el disolvente
de los reactivos en el proceso de sintesis. El disolvente porégeno se elige en funcion
de su capacidad para estabilizar el complejo de pre-polimerizacion. De esta manera la
mayor parte de los trabajos hechos con MIP’s no covalentes han elegido disolventes de

baja constante dieléctrica, como cloroformo o tolueno para evitar interferencias en los
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complejos pre-organizados basados en la formacion de enlaces por puente de

hidrégeno o fuerzas electrostéticas.

En el trabajo de Lulifski y colaboradores(70) muestran la importancia del porégeno
sobre la estructura del polimero asi como en sus propiedades de reconocimiento
molecular. Utilizando como mondémero funcional al acido metacrilico evalian el efecto
del porégeno. Los disolventes utilizados son los siguientes: cloroformo, tolueno-metanol
(60-40 v/iv) y metanol. Calculan las capacidades de union de los polimeros en
experimentos por lote a través de relacionar la concentracion inicial y la concentracion
después del proceso de adsorcion con una cantidad de polimero. Encuentran que la
mayor capacidad de union se presenta en el polimero preparado con cloroformo,
mientras que la que presenta un menor valor fue el polimero preparado con metanol.
Los resultados muestran que los disolventes (cloroformo y tolueno) no destruyen el
complejo de pre-polimerizacién entre la molécula horma y el &cido metacrilico. Por otro
lado, el metanol puede interactuar con el monémero funcional. El polimero sintetizado
utilizando tolueno presenta poros de un tamafio de aproximadamente 200 nm de

diametro.

4.2.7. INICIADOR

El iniciador es el responsable del comienzo de la polimerizacion al introducir radicales
en el sistema. Su eleccion depende de cual sea el método de iniciacion que se vaya a

emplear, radiacion ultravioleta o por accion del calor.

Los compuestos azo y perdxido con energias de enlace entre los 105 y 170 KJ mol™
son utilizados como iniciadores, ya que generan radicales libres cuya reactividad es

suficientemente baja para reaccionar con el monémero.

Al trabajar con iniciadores de tipo azo, los radicales libres son generados a una
temperatura que va de los 50 °C en adelante o bien mediante la radiacion ultravioleta

(UV) en la longitud de onda del maximo de absorcion del mismo.
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Uno de los iniciadores mas comunes es el 2,2-azobis-isobutironitrilo (AIBN), la reaccion
de homodlisis ocurre mediante la irradiacion UV a Amax = 345 nm, esto se puede lograr

también mediante el calentamiento de la mezcla de reaccién cerca de los 65°C.

En el caso de la polimerizaciéon con iniciacion fotoquimica es necesario considerar la
intensidad de la luz UV, la distancia de la fuente de luz y la profundidad de la
penetracion (la cual depende del coeficiente de extincibn molar, ¢, ya que estos
parametros determinan la velocidad de produccion de radicales. Adicionalmente, la
descomposicion fotoquimica del AIBN permite que los materiales estampados puedan

ser preparados a baja temperatura(16).

Los protocolos de impresion molecular, cominmente empleados, consideran una
cantidad de 1% p/p de AIBN, con respecto a la cantidad total de mondémeros, la que se

agrega a la mezcla de polimerizacion.

Por otro lado, el tipo y cantidad de iniciador(71) es un factor considerado en estudios
sobre la influencia en la sintesis de MIP’s. Se espera que los polimeros formados con
altos porcentajes de iniciador resulten mas rigidos, lo cual, aseguraria formas mas
definidas y mejor especificidad de las cavidades impresas en éste. Por otro lado,
menores porcentajes de iniciador deberia reducir la temperatura alcanzada dentro de la
mezcla de polimerizacion. Sobre esto, destaca el estudio de Mijangos et al. (72) donde
investiga el efecto sobre la sintesis de MIP’s para (-) efedrina. Ellos utilizan dos tipos
de iniciadores (1,1 azo-bis(ciclohexano-1-carbonitrilo) y 2,2-dimetoxi-2-
fenilacetofenona) y varian la cantidad usada de éstos. Concluyen que el tipo de
iniciador tiene un efecto minimo en el desempefio con respecto a otros factores como:
tipo de iniciacion, temperatura y tiempo de polimerizacion. Adicionalmente, encuentran
gue los materiales mas rigidos se obtienen con altas concentraciones de iniciador y
largos tiempo de polimerizacion, los cuales, son menos selectivos con respecto a los

MIP’s menos rigidos sintetizados usando una concentracion menor de iniciador.

Por lo tanto, con el fin de obtener el mejor desempefio, los MIP’s deben de prepararse
como sea posible usando largos periodos de polimerizacion usando bajas

concentraciones de iniciador a bajas temperaturas.
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4.2.8. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE SINTESIS DE POLIMEROS
ESTAMPADOS MOLECULARMENTE

Se ha informado que un elemento crucial para el éxito del proceso de impresion
molecular es mantener la integridad del complejo preorganizado durante el proceso de
polimerizacion. Algunos grupos de investigacion han encontrado que la naturaleza de
los equilibrios entre la molécula horma y el monomero funcional afectan las

propiedades de reconocimiento de los polimeros.

También se ha demostrado mediante resonancia magnética nuclear (RMN) (61) que las
interacciones no covalentes entre la molécula horma y los monémeros funcionales se
mantienen por lo menos durante las etapas iniciales de la polimerizacion. EI complejo
horma-mondmero funcional, su estabilidad, tipo y concentracién dependen de las
condiciones de polimerizacion; generalmente su formacion sigue un control

termodinamico y su energética puede describirse por la siguiente ecuacion.

AGping = AGryr + AG, + AG + AGyip, + X AG, + AGeons + AGypaw (5)

Donde los cambio de energia libre de Gibbs se representan como: AGyng formacion de
complejos (preorganizados); AG, translacional y rotacional; AG; restriccion de rotacion
tras la complejacion; AG, interacciones hidrofébicas; AG,i, modos vibracionales
residuales; »AG, suma de interacciones de los grupos polares; AGn cambios
conformacionales adversos e AGgw interacciones de van der Waals desfavorables. La
ecuacion (5) ofrece una descripcion racional de los eventos a nivel molecular antes de
la polimerizacién. Mientras el concepto general de impresion parece sencillo, las
interacciones a nivel molecular involucradas estan sujetas a muchos parametros

diferentes influenciando sus contribuciones relativas a las interacciones(73)

El efecto de la temperatura sobre las interacciones monomero-molécula horma y
polimero-molécula horma no es sencilla. Temperaturas bajas favorecen la formacion
del complejo, debido a la reduccién de los modos vibracionales residuales (AGyip) y un

incremento en fuerza de las interacciones polares (3AGp). Al mismo tiempo,
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temperaturas mas bajas pueden incrementar las contribuciones adversas de

conformacion (AGeonf) Y las de van der Waals (AGqw) de acuerdo a la ecuacion (5).

Sellegren et al, (61) hicieron experimentos de RMN los cuales demostraron que al
disminuir la temperatura de polimerizacion se incrementa la concentracion del complejo
molécula horma-monémero en la pre-polimerizacibn. La consecuencia es un
incremento en el numero de sitios especificos de enlace creados durante la
polimerizaciéon comparado con el mismo polimero preparado a mas alta temperatura.
O’Shannessy et.al.,(74) estudiaron la sintesis de polimeros en un intervalo de 0 a 60°C
usando azo-bis-nitrilos como iniciador térmico (60°C) o fotoiniciador (0°C). Los
resultados mostraron que la impresién molecular a 0°C por homdlisis del azo-bis-nitrilo
incrementa de manera significativa la enantioselectividad y permite la separacion de

enantibmeros con respecto a la molécula impresa a temperatura ambiente o a 60°C.

Por otro lado, Osmani et al. (75) estudiaron el comportamiento de los complejos
preorganizados y el efecto de la temperatura sobre la disolucién de pre-polimerizacion.
Los resultados que encontraron mostraron que a temperaturas bajas las interacciones
del complejo se estabilizan mejor que a altas temperaturas. Otros articulos han
reportado resultados similares. (72, 76) Sin embargo algunos estudios reportan
resultados inesperados. Hosoya et.al (77) mostraron un efecto de mejor impresion para
polimeros preparados a 70°C que el mismo polimero preparado a 0°C. Este resultado
se explicé por la naturaleza inusual del sistema, donde la molécula horma, antraceno,
se imprimié en un polimero de EDGMA sin mondémero funcional adicional. Bajo estas
circunstancias el balance en términos de la Ecuacion (1) sera diferente a la de las
monomeros Yy plantillas cargadas o mas polares, las cuales contienen una significativa
contribucion entrépica. El grupo de trabajo de Lu, (78) sintetiz6 tres polimeros a
diferentes temperaturas de polimerizacion (10, 40 y 60° C) usando 3-L-fenilalanilamino
piridina como molécula horma. Las propiedades de reconocimiento del polimero y la
influencia de la carga de muestra sobre la selectividad del polimero se caracterizaron
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) en columnas preparadas
con los MIPS sintetizados. Los resultados mostraron que el polimero preparado a 40 °C
tiene la mas alta enantioselectividad y la mayor capacidad de carga. Ademas se
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analizaron las propiedades de los polimeros para evaluar el efecto de la temperatura de
polimerizacion sobre el grado de polimerizacion y la morfologia del polimero. Con base
en estos resultados se concluy6 que la mas alta selectividad se obtuvo con el polimero
preparado a 40 °C. En estas condiciones especificas de temperatura se asegura la
estabilidad del complejo de preorganizacion y el mas alto grado de polimerizacion. Es
importante sefalar que el grupo de trabajo concluye que la temperatura de
polimerizacion oOptima para los MIP depende de cada combinacion de mondmero-

molécula horma.

Usualmente los MIPs, preparados utilizando interacciones electrostaticas en el
complejo de pre-organizacion, estabilizan la molécula horma-mondémero funcional a
bajas temperaturas. Esto se debe a la mayor fuerza de las interacciones electrostaticas
en bajas temperaturas. También es importante mencionar que la temperatura de
polimerizacidon afecta al proceso y la estructura del polimero e influye en la calidad y
cantidad de sitios de reconocimiento. Por consiguiente, estos efectos se atribuyen al
equilibrio que existe entre el grado de polimerizacion y la estabilizacion del complejo de
preorganizacion. En términos generales se ha encontrado que en MIP’s no covalentes
el nimero de sitios disminuye a menor sea la temperatura de polimerizacion, sin
embargo estos sitios muestran constantes de adsorcién mayores. (78) Las condiciones
Optimas de la temperatura de polimerizacion se deben estudiar para cada combinacion

de molécula horma-monémero funcional.

4.2.9. EFECTO DEL TIEMPO DE POLIMERIZACION SOBRE LA SINTESIS DE
POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE

El tiempo 6ptimo para la formaciéon de MIP ha sido menos estudiado que la cinética de
la reaccion de polimerizacion. Esto se explica, en alguna medida, por la dificultad en
estudiar los procesos complejos involucrados en la formacion de polimeros altamente
entrecruzados y la formacion del complejo de pre-polimerizacion entre el monémero

funcional-molécula horma durante la reaccion de polimerizacion(79).
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Se considera, que independientemente del tipo de iniciacion (UV o termo
polimerizacién), al incrementar el tiempo de polimerizacion debe conducir a mayores
grados de conversion en la reaccién de polimerizacion. Los polimeros formados
durante periodos prolongados de tiempo deben ser mas rigidos debido a un mayor
entrecruzamiento. Consecuentemente, esto debe garantizar cavidades de impresion
con una forma mas definida y una méas alta especificidad de los MIP’s sintetizados. Por
otro lado, polimeros mas rigidos podrian dificultar el intercambio de masa y tener
cinéticas de union lentas. El particular balance de rigidez de las cavidades de impresion
contra la flexibilidad del polimero y adaptabilidad (un analogo del ajuste inducido en los

receptores naturales y la enzima), aun es poco estudiado.

Para analizar el tiempo de polimerizacién sobre las habilidades de reconocimientos de
los MIP. Piletska et al. (79), emplearon un sistema modelo de monémeros acrilicos que
son estampados con efedrina usando iniciacion térmica o UV. Estos experimentos se
realizaron usando desde 20 min hasta 7 dias de exposicion. Los resultados indican que
el tiempo de polimerizacion juega un papel importante en la determinacién morfologica
y desempeiio de los materiales sintetizados. Incrementando el tiempo de
polimerizacién se incrementa la rigidez de la estructura del polimero y facilita la
formacion de cavidades impresas con formas mas definidas. La selectividad de la unién
parece estar determinada por factores entropicos resultantes del cambio en
conformacién del polimero producidos por la plantilla. El periodo inicial (fase de
gelacion) cuando se forman las cavidades parece ser el punto mas critico en la

formacion de cavidades impresas y determinantes en la selectividad del MIP.

4.3.FLUOROQUINOLONAS

4.3.1. ASPECTOS GENERALES

Las FQ’s, son antibidticos sintéticos con un amplio espectro de actividad antibiotica
contra bacterias gram-positivas y gram-negativas que actdan en la inhibicion de ADN

girasa y de la topoisomerasa V.
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El acido nalidixico, Figura 10, fue la primera quinolona utilizada clinicamente, a
principios de los afios 60°s mostrando actividad contra la mayoria de las bacterias gram
negativas, sin embargo, este compuesto presentaba una baja penetracién intracelular y
su farmacocinética solo producia una adecuada concentracion en las vias urinarias, por
lo que su uso se limit6é al tratamiento de infecciones urinarias sencillas(80). A partir de
estas limitaciones se han desarrollado varias generaciones de este tipo de antibidticos.
Entre las principales mejoras se cuentan la adicién del atomo de flGor en la posicion 6 y

un anillo de piperazina en el carbono 7(81).

| X | OH
P

H,C N N

H

Figura 10.- Estructura del 4cido nalidixico.

4.3.2. FLUOROQUINOLONAS EN EL MEDIO AMBIENTE

Rs  Rs Enrofloxacina: X;= CH, X5 =
N/

C, X3 = C, Rl :F, Rz = \/N\)

Rgzi, R4:H

Figura 11.- Estructura general de las 4-quinolonas

En la Figura 11 se muestra la estructura general de las fluoroquinolonas, éstas son
utilizadas en forma muy amplia tanto en medicina humana como veterinaria. Sin

embargo, este uso tan extendido ha provocado descontrol de éstos; lo que ha

56



generado varios problemas entre ellos los relacionados con la seguridad alimentaria y

medio ambiente.

El uso indebido y sin control de antibiéticos en animales para consumo humano o
productores de alimentos puede dar lugar a la permanecencia de residuos en los
productos alimenticios obtenidos a partir de animales tratados. Los antibiéticos ademas
de ser usados para curar animales enfermos, también se han utilizado como
promotores de crecimiento que tienen como finalidad la engorda del animal. Por esta

razon, es posible encontrar residuos de antibioticos en animales enfermos y sanos.

Algunas consecuencias del uso no controlado de los antibidticos es la incidencia en
diferentes aspectos relacionados con la seguridad y calidad alimentaria. Entre los que

se cuentan los siguientes:

1. Pueden producir reacciones de hipersensibilidad en personas alérgicas.

2. Incide en forma negativa en procesos de produccion de alimentos, por ejemplo,
en procesos de fermentacion.

3. La presencia de antibidticos puede ocultar la presencia de microorganismos

patdgenos en analisis de alimentos.

Con la finalidad de evitar los problemas por la presencia de antibiéticos en los
alimentos se han establecido limites maximos de residuos (LMR), lo cuales tienen
como finalidad la proteccion del consumidor. Una vez fijado el limite maximo de un
residuo, es necesario establecer en que momento, a partir de la aplicaciébn de un
producto veterinario, tanto el principio activo como sus metabolitos se han eliminado
hasta encontrarse en un valor inferior al limite maximo establecido. Con base en lo
anterior se fundamenta el uso del “periodo de restriccidon o periodo de retirada” que es
el tiempo que debe trascurrir entre la Ultima administracion del farmaco y el sacrificio o
recoleccion de los productos que se derivan de los animales tratados destinados al
consumo humano. Debido a la problemética que origina la presencia de
fluoroquinolonas en los alimentos se han desarrollado métodos analiticos para

determinar y cuantificar a estos antibiéticos en los alimentos(12, 82).
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Ademas de lo expuesto hasta ahora con respecto a la problematica de fluoroquinolonas
en alimentos, existe otro problema, el cual, es la incorporacion al medio ambiente sin el
debido control(83). Muchas de las sustancias empleadas en medicina veterinaria y
humana son excretadas tal y como son ingeridas en un elevado porcentaje y junto con
otras fuentes (aguas residuales de hospitales, inadecuado desecho) dan como
resultado concentraciones de FQ’s altas, por ejemplo, se ha informaron la presencia de
guinolonas en concentraciones de mg/kg en muestras de excremento de animales(84,
85). Estos residuos de antibi6ticos pueden alcanzar suelos, asi como, aguas tanto

subterraneas y superficiales.

Lo que ha resultado que las FQ's y su metabolitos(86) hayan sido identificados como
contaminantes riesgosos y persistentes en agua, lodos, suelos y sedimentos(87, 88).
La persistencia de agentes antibacterianos como la enrofloxacina, flumequina, y
sarafloxacina puede ser un serio problema, por ejemplo, en los sedimentos marinos
donde las concentraciones iniciales de esos compuestos permanecen casi intactos
después de 180 dias, mientras que los residuos en aguas mas superficiales la

depuracion es mas rapida(89).

4.3.3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El comportamiento de las FQ’s es fuertemente afectado por sus propiedades
fisicoquimicas, en particular, sus propiedades acido-base, asi como su capacidad de

formar complejos de coordinacion con iones metalicos.

4.3.3.1. CARACTER ACIDO-BASE

En general, las quinolonas son escasamente solubles en agua y la mayoria presentan
caracter zwitterionico, debido a la presencia de un acido carboxilico y una amina en su
estructura. Los valores de pKa para estos grupos funcionales estdn comprendidos

entre 5.5-6.3 para los acidos carboxilicos y 7.6-9.3 para el grupo amino. A pH &cido
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tanto la amina como el acido carboxilicos estan protonados, dando a la molécula una
carga global positiva. Por otro lado, a pH basico, la amina se encuentra en forma de
base libre, mientras que el grupo carboxilico se encuentra en forma de anién
carboxilato, dando a la molécula una carga neta negativa. Por este motivo, las
guinolonas tienden a ser mas solubles en agua a pH éacidos o basicos, con una
solubilidad escasa a pH neutro (fisiolégico); por ejemplo, el tosufloxacino presenta una
solubilidad en agua a pH fisiologico de s6lo 0.008 mg/mL(80).

Varios estudios sobre la disociacion de las FQ’s se han informado, para determinar los
valores de pKa de estos antibidticos. Para lograr este objetivo se ha utilizado
electroforesis capilar (EC), titulaciones potenciométricas, conductimétricas,

espectroscopicas y calculos tedricos(90-93).

En la Tabla 6 se muestran algunos de los valores de constantes de disociacion de la

enrofloxacina calculados a través de estas metodologias.

Tabla 6.-Valores de pKa de enrofloxacina.

pKa Método
5.88 £ 0.03; 7.74 £ 0.03 EC*
6.09 + 0.01; 7.91 £ 0.05 EC-DAD**
Enr 3.85+0.30; 6.19 + 0.18 Potenciométrica
7.59 + 0.25; 9.86 + 0.30
5.86 £ 0.05; 8.24 + 0.07 EC
6.12 + 0.05; 7.68 £ 0.42 UV/pH
6.68; 7.87 Tedrico

*EC, electroforesis capilar

*EC-DAD, electroforesis capilar acoplado a detector de arreglo de diodos.
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Para una FQ’s con una estructura general como la mostrada en la Figura 12, dos sitios
de protonacion han sido identificados. En disolucion, dicha molécula puede existir en
cuatro formas de protonacién microscépicas, dos de las micro especies son isbmeros

de protonacion.

QH°
K, =B, 2
Q > QHO _— QH2+

Figura 12.- Esquema de protonacién de moléculas de FQ's.

Rusu et al. (94) sefialan que diversos estudios efectuados para determinar las
constantes de protonacion difieren en los valores reportados asi como en el numero de
sitios basicos en las FQ’s. Por esta razon, presentan el analisis completo de los
equilibrios de las FQ’s siguientes: ciprofloxacina (Cip), Enr, norfloxacina (Nor),

perfloxacina (Perf), ofloxacina (Oflo) y moxifloxacina (Moxi); asi como, la identificacién
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inequivoca de los centros de protonacion en esta clase de antibidticos, los cuales, han
definido tres principalmente los cuales son: el grupo carboxilato, los nitrégenos, N-1 y
N-4, del anillo piperazina; y, la concentracion de micro especies no cargadas que estan
por debajo de los valores publicados. Se reportan los valores de las constantes de
protonacion obtenidas, los cuales, se presentan como macro y micro constantes. Las
macro constantes son determinadas por titulaciones mediante RMN de 'H, mientras
qgue las micro constantes son determinadas por espectroscopia multimodal, en la cual,
se sintetizan los derivados metil éster de las FQ’s estudiadas y los datos de titulacion
de pH vs desplazamiento quimico (6) contribuyen a la evaluacion de todas las micro

constantes.

4.3.3.2. QUIMICA DE COORDINACION DE LAS QUINOLONAS

43.3.2.1. COMPLEJOS METALICOS DE QUINOLONAS Y
FLUOROQUINOLONAS

La quimica de coordinacion de las quinolonas y en particular de las fluoroquinolonas
fue objeto de varias investigaciones a partir del descubrimiento de la reduccién de la
biodisponibilidad de estas en presencia de cationes multivalentes, esto fue atribuido a
la interaccion de este tipo de antibiéticos con iones metalicos. El primer informe de este
comportamiento fue en 1985 (95), donde se observo disminucion en la absorcion de las
Q’s al ser administradas via oral, esto debido a que los antibiéticos se administraron
con antiacidos, los cuales, principalmente tienen los siguientes iones metalicos: Al**,
Mg?*, y Ca*". El mismo efecto se observé con el uso de suplementos minerales, los
cuales principalmente contienen Fe?* y Zn®*, por ejemplo, Kara descubri6 (96) la
reduccion de la biodisponibilidad de la ciprofloxacina como resultado de la formacion de
un complejo Fe**-Cip, con una relacién estequiométrica 1:3. Con base en lo anterior, se
han propuesto diversos mecanismos para explicar la reduccién de la biodisponibilidad

de las Q’s en presencia de iones metéalicos(97). La primera hipétesis se atribuye a la
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formacion de complejos Q’s-metal insolubles y/o no absorbibles en el tracto
gastrointestinal. Por ejemplo, en un estudio in vitro de la permeabilidad de una FQ's a
través de la mucosa intestinal en ausencia y presencia de iones metalicos (Ca®*, Mg®* y
Fe?") se observé que las combinaciones fluoroquinolona-ion metélico resultan en una
permeabilidad intestinal reducida con respecto a la fluoroquinolona, con lo que se

concluye disminucion de la biodisponibilidad(98).

El principal interés, debido a la actividad biologica de los complejos de FQ'’s con iones
metélicos es identificar los grupos unidos al metal y establecer la estructura de los
compuestos de coordinacion formados. Esto ha derivado en un estudio muy amplio de
la quimica de coordinacién de las Q's y FQ’s (99-125), incluyendo diversos métodos
espectroscopicos(126, 127). Los diferentes autores coinciden que la coordinacién de
este grupo de antibiéticos se lleva a cabo principalmente a través del &tomo de oxigeno
3, perteneciente al carboxilato y al atomo de oxigeno del grupo 4—oxo. Por otro lado, la
coordinacion de las FQ’'s con iones metédlicos a través de los nitrégenos del grupo

piperazina es menos comun. Figura 13c y 13d.

/\ 0 oo

Figura 13.- Principales modos de coordinacion de las Qs y FQ’s.
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Urbaniak y Kokot(128) han informado que los factores, tales como: numero de ligantes,
tipo de ion metalico y el nimero de grupos H® u OH en el complejo tienen una
influencia significativa en la estabilidad de los complejos metalicos de las FQ's.

En general, las Qs y FQ's en los complejos metdlicos, pueden actuar como ligantes
bidentados, sin embargo, se puede presentar la coordinacion de manera monodentada
y en puente. La coordinacion de manera bidentada (Figura 13), la mas frecuente, se
lleva a cabo a través de uno de los atomos de oxigeno del grupo carboxilato y el &tomo
de oxigeno del grupo carbonilo del anillo (13a). Otra forma de coordinacion es a través
de los dos oxigenos del grupo carboxilato, por ejemplo, en compuestos de coordinacion
de Nor con Co?* y Fe** la coordinacién con el centro metdlico se presenta de esta
manera(129) (13b). Otra manera de coordinacion observada es a través del anillo
piperazina, se ha informado, que esta manera de coordinacion se presenta en
complejos con la férmula general [PtCl,(L)] formada por los siguientes antibiéticos: Cip,
levofloxacina (Levo), Oflo, esparfloxacina (Espar) y (gatifloxacina) Gati con
Pt?*(110)(12c). Finalmente, las Q's y FQ’s pueden formar complejos actuando como un
ligante monodentado coordinado al ion metalico a través del nitrogeno terminal del
anillo piperazina. Este tipo de coordinacion se ha observado en los complejos formados
con algunos iones metalicos (Ag*, Au®*" y Ru®*") y Nor. Los complejos obtenidos son los
siguientes: Ag"; Ag(H-Nor)»(NO3)(130); Ag® y Au*, [Agz(Nor),(NOs), y
[Au(Nor)»(H20),]Cls(131); Ru**, los complejos con la férmula general
Ru(L).Cl3(DMSO), xH,O (L: acido pipemidico, enox, Enr, Cip, Nor, Oflo y Levo) se
coordinan de manera descrita anteriormente (13d)(132, 133). En los complejos
poliméricos en estado soélido presentan multiples modos de coordinacién simultdneos

observados en la Figura 13(119).

Las Q's o FQ’s, pueden unirse a cationes divalentes como (Mg?*, Ca®*, Cu**, Zn** Fe?,
Zn?*, Co*" etc.), formando complejos con una relacién estequiométrica metal ligando
1:1 0 1:2 o con cationes trivalentes (AI**, Fe*"), formando complejos con una relaciones
estequiométricas metal: ligando, de 1:1 a 1:3. Estequiometrias mas altas 1.4 se
encontraron en complejos con Bi*". Por otro lado, en el sistema Cu?*-Cip se observo

gue el numero de ligantes unidos al metal dependen del valor de pH. Por lo tanto, en la
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region con un valor de pH mas acido, el complejo favorecido es el que tiene una
relacion estequiométrica metal ligando 1:1; mientras, que a pH més altos el complejo
1:2 es la principal especie (101).

En general las Q's y FQ’s muestran una afinidad similar hacia los iones metalicos,
respecto a su estado de oxidacion, formando complejos de coordinacion mas estables
con acidos de Lewis mas duros, en el sentido del concepto de dureza y blandura de

I** y Fe®*) y son menos estables con iones

Pearson, como los cationes trivalentes (A
metélicos del grupo 2A (Mg?*, Ca**, Ba®"). Por ejemplo, los valores de constante de
formacion de los complejos de Cip decrecen en el siguiente orden

AP*>Fe**>Cu®">Zn* >Mn?">Mg?*(134).

La estabilidad de los complejos es grande en disolventes con baja constante dieléctrica
y es dependiente del pH; la afinidad de la lomefloxacina por el Ca®* y Mg?* se reduce

en el siguiente orden: anibn> zwitteridnica >cation(135).

En este trabajo se utiliza el ligante Enr. Por esta razén, En la Tabla 7, se presentan
algunos complejos con Enr, reportados en la literatura y obtenidos en estado sélido. El
modo de coordinacién de la Enr, en estos casos, es a través del oxigeno de piridino del

anillo y el oxigeno del grupo carboxilato. Actuando como un ligante bidentado.
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Tabla 7.-Algunos complejos de enrofloxacina.

lon Relacion Formula general Propiedades Ref.
metalico | molar M:L del complejo
Actividad
Vo5 1:2 [VO(Enr),(H,0)] antimicrobiana, | (136)
union DNA
Actividad
Mozt 1:2 [MoO2(Enr),] antimicrobiana, | (137)
union DNA
Mn2* [MNn(Enr)2(H20);]
o [Fe(Enn)s] g
Co2 1:2 M2 [Cq(Enr)z(HZO)z] AC.'[IVIdE}d
Enr Ni2* 7n2* 1,'3 Fed* [Ni(Enr)2(H20)3] antlmlcroblana, (138)
Co2t ' [Zn(Enr)2(H20),] union DNA
Uo2+ [Cd(Enr)2(H20),]
? [UO(Enr),]
ot ] Actividad
Cu 1:2 [Cu(Enr),]CI antimicrobiana (139)
cu® 1:2 [Cu(Enr),(H,0),] - (140)
- s 1:2 Ti‘:“ [Ti(Enr)2(H20),]S04-7H,0
Ti*", Y, 1:2 Zr** [Y(Enr)2(H.0)CI]-9H,0 -
zr*™, pd¥, | 1:2Y% [ZrO(Enr)»(H,0)]-6H,0 AC?B’.'?“?‘" (141)
Ce® 1:2Pd?* | Pd(Enr)s(H,0),]-4H,0 antibiotica
1:2 Ce* | [Ce(Enr)»(H20),]SO4-4H,0
4.3.3.2.2. COMPLEJOS MIXTOS DE QUINOLONAS Y

FLUOROQUINOLONAS

Los compuestos de coordinacién de las Qs y FQ’s con ligantes mixtos se han

estudiado principalmente por la posibilidad de que los compuestos de coordinacién con

ligantes mixtos muestran actividades biol6gicas mayores al antibiotico libre. El estudio

de este tipo de compuestos hoy en dia ha continuado debido a que este tipo de

complejos mixtos pueden tener un uso importante en muchos campos, por ejemplo,

contra el cancer. El numero de trabajos informados con respecto a este tipo de

compuestos es muy amplio(142).

Entre estos, se encuentran los trabajos desarrollados en la sintesis de complejos de

Q’s FQ’s con varios iones metalicos y utilizando bases de Lewis N-heterociclicas como

son: 1,10 fenantrolina, 2,2" bipiridina o histamina debido a que este tipo de complejos
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son utilizados para estudiar la afinidad hacia el DNA asi como un aumento en la

actividad antibidtica.

Mendoza, et al., reportd la sintesis del complejo de Cu®" con cinoxacina (Cnx) e
histamina, (hsm) (143). Con la finalidad de contribuir al conocimiento de la forma de
actuar de este tipo de antibidticos. ElI complejo que reporta es el
[Cu(hsm)(cnx)NO3]H,O. La forma de coordinacién de la cinoxacina actla como un
ligante bidentado coordinandose al ion metalico a través de los atomos de oxigeno 3-
carboxilato y 4-oxo. La estructura cristalina del complejo muestra que Cu®* muestra una

estructura de piramide base cuadrada distorsionada.

Por otro lado, Mendoza, et al,(113) informa la sintesis de complejos mixtos de cobre
con antibidticos de la familia de las Q’s (cinoxacina y acido oxolinico) y ligantes (N-N)
(1,10 fenantrolina (Fen) y 2,2 bipiridina). Por ejemplo: [Cu(Fen)(Cnx)(H.0)]NO3-H0,
Figura 14.

Figura 14.-Estructura molecular del complejo
[Cu(Fen)(Cnx)(H,O)]NO3-H,O

El grupo de Mendoza, (112) también estudia la sintesis de complejos mixtos de zinc
con el acido nalidixico, (Nal); y, ligantes (N-N) (1,10 fenantrolina (Fen) y 2,2 bipiridina).
En este estudio obtuvieron complejos del tipo [Zn(N-N)(Nal)(X)] nH,O, X = nitrato o
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cloruro. La estructura de los complejos muestra una geometria bipiramide trigonal y el
modo de coordinarse del acido nalidixico es a través de los 4&tomos de oxigeno 3-
carboxilato y 4-oxo.

Gameiro, et al.(144) estudian la interacciéon de las FQ's Oflo y Nor con Cu? vy
fenantrolina. Determinaron las constantes de estabilidad de los complejos binarios y
terciarios a través de estudios potenciométricos y espectroscopia de absorcion
ultravioleta visible. Las constantes de estabilidad de los complejos de norfloxacina
(binario y terciario) fueron méas altas con respecto a los complejos de ofloxacina. De los
complejos de norfloxacina, el complejo terciario fue el que presentd constantes de
estabilidad mayores, adicionalmente, con base a los diagramas de distribucion fue la
principal especie en disolucion en un pH fisiolégico, mostrando una buena actividad
anti-bacterial.

En otro estudio, Hernandez-Gil, et al. (145), reportan la sintesis de complejos de Cu?*
binarios y terciarios entre la Cip y Fen. Los complejos sintetizados fueron los
siguientes: [Cu(HCip)2](NO3),-6H,0 (a), [Cu(Fen)(Cip)]NO3-4H,0 (b) y
[Cu(Fen)(HCip)](NO3).-H,O (c). Como parte del trabajo de caracterizacion de los
complejos, reportan la obtencion de un cristal de la estructura (b) en la cual, la Cip
actia como ligante tridentado; el complejo, muestra un nimero de coordinacién 5,
presentando una estructura piramide base cuadrada distorsionada alrededor del ion
metélico. Los complejos terciarios (b y c¢) fueron evaluados en su capacidad nucleasa y

mostraron una adecuada actividad en presencia de ascorbato.

Saraiva y colaboradores (139) reportan la sintesis de complejos mixtos en disolucion
acuosa en condiciones fisioldgicas (concentraciones micromolares y pH = 7.4) entre la
Enr y los siguientes iones metalicos: Cu®*, Ni**, Co** y Zn®* con o sin Fen. Se
obtuvieron complejos binarios y mixtos con todos los iones metalicos, sin embargo, en
disolucion solo los complejos con Cu®* fueron estables. Los complejos obtenidos fueron
los siguientes: [Cu(Enr),]Cl y [Cu(Enr)(Fen)]Cl,. Los complejos fueron evaludos en
pruebas biolégicas, las cuales consistieron en probar los complejos y la Enr libre en dos
cepas de E. coli. Los resultados mostraron que el complejo mixto presentd una

actividad antibidtica equivalente a la Enr libre.
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El grupo de Fernandes, et al. (146), reportan la sintesis del complejo mixto en
disolucion acuosa en condiciones fisioldégicas (concentraciones micromolares y pH =
7.4) entre la lomefloxacina, (Imx); y Cu?* en presencia o ausencia de Fen. El complejo
obtenido es [Cu(Imx)(Fen)NO3]-5H,0. ElI complejo muestra un numero de coordinacion
igual a cinco, presenta una estructura piramide base cuadrada. Los complejos fueron
evaludos en pruebas bioldgicas, las cuales consistieron en probar los complejos y la
lomefloxacina libre en cepas de E. coli. Los resultados mostraron que el complejo mixto

present6 una actividad antibiotica equivalente a la Imx libre.

Tarushi, et al. (147), informan de la sintesis de complejos mixtos de Zn** con flume,
Oxo y Enr con los ligantes Fen y bipiridina (bipy). Los complejos obtenidos tienen las
siguientes formulas generales: [Zn(Q's)(N-N)CI] y con un exceso de Q’s en una
relacion 2:1 ion metélico, la férmula del complejo es la siguiente: [Zn(Q"s)2(N-N)]. El
modo de coordinarse de las Q’s en los complejos obtenidos es a través de los atomos
de oxigeno 3-carboxilato y 4-oxo. Se obtuvieron las estructuras cristalinas de los
complejos  [Zn(Oxo)(Fen)CI-MeOH  (d), [Zn(flume)(Fen)CI]-0.5MeOH (e) vy
[Zn(flume),(Fen)]-2MeOH (f).

Las estructuras cristalinas de los complejos (d-f) presentan un nimero de coordinacion
cinco con una geometria de pirdmide base cuadrada. En el caso de la estructura del
complejo (e) se tienen dos moléculas independientes en una unidad asimétrica. Por
otro lado, la estructura cristalina del complejo (f) presenta un niumero de coordinacion
seis con una geometria octaédrica distorsionada. Los complejos son evaluados en la
capacidad de union con el DNA del timo de becerro siendo los complejos
[Zn(flume)(Fen)CI]-MeOH vy [Zn(flume),(Fen)]-2MeOH los que presentaban mayor
capacidad de union. Adicionalmente, los complejos pueden desplazar al bromuro de

etidio unido al DNA en experimentos de competencia.

Como parte de este trabajo de investigacion, al ensayar las condiciones de sintesis de
este tipo de complejos, se consiguidé preparar y obtener la estructura de R-X del
complejo de cobre (lII) Enr y Fen. [Cu(Enr)(Fen)(H,O)]NO3; (148). La forma de
coordinacion del complejo es una estructura pirAmide base cuadrada distorsionada

alrededor del ion metalico.
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4.4, POLIMEROS ESTAMPADOS MOLECULARMENTE PARA
FLUOROQUINOLONAS

La gran mayoria de los trabajos publicados acerca de los polimeros estampados
molecularmente son a partir de la via no covalente. Caro et al. (149, 150) informaron la
sintesis de dos MIP’s utilizando como plantilla a la CIP; y Enr. Estos polimeros fueron
diseflados para extraccion en fase sélida y aplicarlos en muestras de orina y tejido.
Estos autores utilizaron como agente porogénico al diclorometano (DCM) a pesar de
gue el uso de este disolvente en la sintesis limita su uso directo en muestras biologicas.
Lo hicieron asi debido a que la mayor selectividad no es en disolventes polares y de
otra forma no se obtenian materiales con la capacidad adecuada de hacer la extraccién

de las fluoroquinolonas en medios complejos.

Debido al interés que hay en obtener polimeros estampados con mayor selectividad por
las fluoroquinolonas en diversas matrices. Se han sintetizado y estudiado diversas
estrategias. Por otro lado, una dificultad muy importante como se ha mencionado es el

utilizar los MIP’s en disolventes polares.

Entre estas estrategias se encuentran los polimeros estampados monoliticos
sintetizados generalmente dentro de una columna cromatrogréfica. El método esta
basado en la preparacion de la muestra a través de micro extraccion con el MIP y el
analisis de ésta a través de técnicas cromatograficas. El polimero sintetizado utilizando
como monoémero funcional, acido metacrilico; entrecruzador, di(etilglicol)dimetacrilato
(EDGMA); horma (perfloxacina) y usando como agente porogénico una mezcla de
metanol-agua (10:3, v/v) es evaluado en el reconocimiento de cuatro FQ's en muestras
de leche a través de HPLC con deteccién de fluorescencia (151). En el desarrollo de
materiales con base en polimeros estampados monoliticos se han informado trabajos
en donde se proponen mejoras a éstos. Li y colaboradores(152) informan la sintesis de
un polimero monolitico. En el que usan como horma a la enrofloxacina y proponen el
uso de agentes de acumulacién (estireno) que favorecen la formacion de los sitios de
unién en los polimeros estampados. Los resultados muestran que los MIP’s
preparados utilizando estireno tienen mayor selectividad con respecto a los MIP’s

preparados de forma convencional. Adicionalmente, la mejora de estos MIP’s
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monoliticos se puede llevar a cabo a través del proceso de polimerizacién(153). Los
polimeros monoliticos presentan varias ventajas entre ellas que al no necesitar un
proceso de molienda y cribado del polimero los sitios de unién formados en éste no son
destruidos, sin embargo, estos polimeros presentan una gran heterogeneidad en los

sitios de union(154).

Otra alternativa para la preparacion de MIP’s para el reconocimiento de
fluoroquinolonas es la sintesis de MIP’s estequiométricos. Los MIP’s
estequiométricos(155) se basan en la estrategia de emplear una cantidad
estequiométrica y una interaccion fuerte entre el mondémero funcional y la molécula
horma. Esta estrategia se contrapone a la manera generalmente usada de emplear un
exceso de monomero funcional con la finalidad de garantizar un complejo de pre-
polimerizacion fuerte. Sin embargo, la presencia de sitios de union no especificos en el

polimero estampado puede ser mayor.

Moreno-Bondi et al. (51) han informado la preparaciéon de MIP’s estequiométricos
donde se utiliza como plantilla a la Enr y como mondémero funcional a un derivado de la
urea. Este polimero fue utilizado en pruebas de extraccion en fase sélida, para efectuar
una limpieza selectiva de FQ's en muestras ambientales de agua. Los recobros estan
alrededor de 66 %-100 % y la precision en el intervalo de 2-12%, n=3 para las
siguientes Qs y FQ’s: danofloxacina, enrofloxacina, acido oxoliinico y flumequina.
Concluyen gue la extraccion selectiva de FQ's en muestras de agua ambientales se

puede efectuar en niveles de ngL™.

Otra de las estrategias utilizadas para mejorar el desempefio de los MIP’s y mejorar la
funcionalidad de estos materiales en sistemas polares, especialmente en muestras
donde se encuentra presente el agua. Ha sido el uso de disolventes polares en la
sintesis de MIP’s (52-55, 151, 156-161). Este proceso se efectia bajo el principio de
aprovechar el efecto de memoria en los MIP’s. Adicionalmente, al uso de disolventes
polares en la sintesis de MIP’s (generalmente una mezcla de metanol: agua), se han
realizado cambios en el tipo de monémeros utilizados, como el uso de monémeros con

caracteristicas hidrofilicas, el mas utilizado, 2-hidroxi etil metacrilato (HEMA) o mezcla
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de entrecruzadores (principalmente una mezcla de EDGMA con tri-metil-propano-tri-
metracrilato (TRIM) Figura 15).

H3C o
H3C / \\ CH,
A /\(
O/\/ O (e} CHa
OH
HaC HaC
CH,
[@ o

(6]
g’CHs
HsC

HEMA TRIM

Figura 15.- Monémero funcional y entrecruzador usado en
polimeros preparados con disolventes polares.

En un trabajo reciente, Sun y colaboradores(160) han informado la preparacién de
MIP’s usando como disolvente una mezcla de MeOH:H,0, 1:9 v/v; utilizando como
horma, 1 mmol de ofloxacina; mondmero funcional, 10 mmol de MAA; y, entrecruzador,
15 mmol de TRIM. Los resultados obtenidos con estos polimeros en experimentos de
extraccion de fase solida demostrd la posibilidad de extraer en forma selectiva nueve
Q’s en muestras de orina(160). Por otro lado, Sun y colaboradores(53) preparan un
polimero similar al anterior, sin embargo, varian al entrecruzador y la relacion
estequiométrica de la horma y del entrecruzador. Utilizan como horma, 2 mmol de
ofloxacina; mondémero funcional, 10 mmol de MAA; y, entrecruzador, 60 mmol de
EDGMA, el disolvente utilizado es una mezcla de MeOH:H,0, 1:9 v/v. Este polimero
fue evaluado en muestras de suero y extrae en forma selectiva seis FQ’s. Al comparar
el limite de deteccion de las fluoroquinolonas en ambos polimeros se observa que el

MIP sintetizado con EDGMA presenta niveles de deteccion menores.

Sin embargo aunque muchos de estos polimeros estampados muestran una buena
selectividad hacia las FQ's en experimentos de extraccion en fase solida. Esta

depende en mucho de las caracteristicas de los disolventes utilizados en el proceso de
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extraccion. Esto origina que la determinacion de FQ’s en muestras que se encuentren

en disolventes polares sea todavia un reto por resolver(162).

Con la finalidad de aumentar la selectividad de los MIP’s hacia una molécula plantilla,
se ha estudiado el efecto de un centro de reconocimiento a través de un enlace de
coordinacion. Ya que éstos pueden aumentar la fuerza de unién entre el polimero y la

horma resultando en un polimero mas selectivo hacia la molécula de interés.

Qu y colaboradores (163) reportan la influencia del centro metalico de Fe*" en el MIP
sobre el reconocimiento de FQ’s. La molécula utilizada para participar en la sintesis de
la horma es la ciprofloxacina; entrecruzador, EDGMA; y, como monémero funcional

comparan el acido itaconico (ITA) (Figura 16) respecto al acido metacrilico.

Utilizan la presencia del ion de Fe** como un mediador entre el &cido itacénico y la
ciprofloxacina (CIP-Fe**-ITA). Tedricamente éste complejo se forma antes del proceso
de polimerizacion, siendo verificado a través de un analisis de voltamperometria ciclica.
Debido a que el ion Fe*" es una especie electro activa, al momento de coordinarse con
alguno de los ligantes provoca un desplazamiento negativo en el pico de potencial de
reduccion. Por lo tanto, un desplazamiento grande en el pico de potencial es un
indicativo de una alta estabilidad del complejo. Con base en lo anterior, a través de esta
técnica evaltan las disoluciones de Fe*, ITA-Fe*, CIP-Fe** y CIP-Fe**-ITA. El
resultado obtenido de la disolucién de CIP-Fe*'-ITA muestra un desplazamiento mayor,
con respecto a los compuestos con solo un ligante. Lo que correlaciona la presencia
del complejo propuesto. Por otro lado, se efectia un experimento similar con el acido
metacrilico. El resultado es el desplazamiento es menor respecto al obtenido al
interaccionar con ITA por lo que concluyen que éste es menos estable respecto al
compuesto CIP-Fe**-ITA.
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HO

Figura 16.-Estructura del acido itacénico.

El &cido itaconico al igual que el &cido metacrilico es un diacido y muy coordinante, por
lo tanto, un inconveniente de utilizar este tipo de mondmeros funcionales es que en el
arreglo de los sitios de reconocimiento en el MIP debido al proceso de polimerizacion
genere una gran cantidad de sitios de unién resultando en un MIP muy heterogéneo en
funcion de sitios de unién. Por otro lado, la estructura de pre-polimerizaciéon no esta
claramente definida, ya que a través de los experimentos de voltamperometria se
observa interaccién entre el Fe*" y los ligantes, pero no se garantiza la presencia del

complejo terciario.

Los resultados obtenidos con los polimeros en donde se utilizé el compuesto CIP-Fe**-
ITA presentan ventajas con respecto a los materiales que utilizan en su preparacion
CIP-Fe*-MAA vy los polimeros sin la presencia de Fe®*'. Las ventajas que se observan
son mayor efecto de impresion y una mayor capacidad de adsorcién especifica por la
molécula horma. Sin embargo, el polimero no solo es selectivo para la ciprofloxacina, la
interaccion propuesta es a través de los grupos 3 carboxilato y 4 oxo en la Cip y
compuestos que tengan la posibilidad de una interaccion similar pueden ser
reconocidos por los polimeros preparados en este trabajo, como es el caso de la

tetraciclina.

Lv y colaboradores (37) informan la sintesis del polimero de impresion para
reconocimeinto de enrofloxacina en disolventes proticos. Para la preparacion del MIP
se utilizan los siguientes reactivos: horma, enrofloxacina; mondémero funcional, 4-
vinilpiridina; entrecruzador, EDGMA; y, acetato de cobalto (Il). EI agente porogénico
utilizado en la preparacion del MIP es metanol. La ruta de sintesis del polimero

informado por Lv y colaboradores se muestra en la Figura 17.

73



= ~
| > | S
AN o] OH
F o o B
| N + Co t Arreglo Co» —_
P N N — HO‘_. .“O
N
A r
r o
A N N/\

N Desorcion
AIBN i) ‘LﬁLLLL' Absorcion
om? 7%
- ) SENI

C W

Figura 17.- Esquema del proceso de impresion de la molécula Co(ll)-Enr. (A) Enr, Co*'y
4 vinilpiridina forman en complejo de prepolimerizacion. (B) el complejo se fija usando
un agente entrecruzante (EDGMA). (C) Imovilizacion del complejo en el material
obtenido. (D) Sitios de reconocimiento que son selectivos para la molécula horma.

El MIP fue hecho a través de la copolimerizacion entre el compuesto 4-vinilpiridina-
Co(IN-Enr. La cantidad utilizada de 4-vinilpiridina es de 1.6 mmol (0.2 mL), indicando
gue se obtiene un compuesto de coordinacion, el cual, es confirmado a través de
estudios de espectroscopia de UV-vis. Sin embargo, la comprobacién del compuesto
de coordinaciéon se desarrollo a otras concentraciones, 4 6rdenes de magnitud
menores. La caracterizacion la llevan a cabo manteniendo una concentracion fija entre
Enr-Co(ll) la cual fue de (0.1umolmL™) mientras que se varia la concentraciéon de 4-
vinilpiridina en un intervalo de (0 - 0.25 pmol mL™). Con base en lo anterior, no se
puede garantizar que se tenga la estructura propuesta en la Figura 16. Debido a que no
necesariamente se tiene un compuesto de coordinacion mixto previo a la

polimerizacion y que puede existir la presencia de otros compuestos de coordinacion
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entre la Enr y el metal. Con la finalidad de comparar la influencia de la presencia del

cobalto (Il) se preparon otros dos polimeros: 1) sin cobalto (1) y 2) sin cobalto y sin Enr.

Por otro lado, el tipo de polimerizacion utilizada fue en lote. Una vez obtenido el
polimero fue molido y cribado en un intervalo de tamafo de particula entre 45y 73 um.
Este tipo de proceso se ha informado que presenta el incoveniente de que los sitios de
union en el polimero son destruidos en estos procesos mecanicos, resultado poco
conveniente respecto a otros tipos de polimerizacion como la polimerizacion por

precipitacion(56).

Para determinar la capacidad de union de los polimeros preparados se realizaron
pruebas de unién entre los polimeros (50 mg) con disoluciones de Enr en metanol en
un rango de concentraciones de (0.4 — 3.2 umol mL™). Los resultados obtenidos fueron
ajustados al modelo de analisis Scatchard, ecuacién 6, con él se estiman los siguientes
parametros de unién: Kg; constante de disociacion; B, Cantidad de molécula de interés
unida por unidad de peso de polimero; Bmnax, Cantidad maxima de molécula de interés
unida por unidad de peso de polimero; [Enr], concentracion de Enr libre, representado

por el equilibrio:

Ecuacion Scatchard: B/[Enr] = (Bmax — Q)/ Kg (6)

Que representa el siguiente equilibrio:

Ka

Pol + Enr

Pol-Enr

(s) (dis)

(7)
Kgy tiene unidades de concentracion y en un comportamiento ideal de un MIP, el valor

de Kq debe ser pequefio para la molécula plantilla, lo cual indicaria una unién selectiva

y fuerte hacia ésta.

Los valores ajustados a este modelo resultan en dos lineas rectas. Las cuales
representan los grupos de sitios de reconocimiento en el polimero. Los cuales son

sitios de alta afinidad y baja afinidad.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. MATERIALES

Enrofloxacina, Enr (98%,Fluka); Zn(NO3), 6H,O (98%, Aldrich); Cu(NO3),-3H,0 (98%,
Aldrich); Acido iminodiacético (IDA) (Aldrich, 98%); 4-(clorometil)estireno, 4-CME (90%,
Aldrich); Terpiridina, Terp (98%, Aldrich); 1,10 fenantrolina (Fen) (Aldrich, 99%); CH3CN
(98%, Aldrich) Azabox y Aza-f fue sintetizada de acuerdo a lo informado por Raiser y
Mayoral(164, 165); L-valina (Sigma-Aldrich, 98 %); Borohidruro de sodio, NaBHy,
(Fluka, 99%); lodo, I, (Sigma-Aldrich, 99.8%); Bromo, Br, (Sigma Aldrich, 99.5%);
Cianuro de sodio, NaCN (Sigma-Aldrich, 97%); Trietilenamina, CgH1sN (Sigma-Aldrich,
99%):; Acido p-toluensulfonico, C7H10SO, (Sigma-Aldrich, 98%); benzaldehido, C;HsO
(Sigma-Aldrich, 99%); Bromuro de tetraetilamonio, CgHxoNBr (Fluka, 99%); alcohol
alilico (AA), C3HsO ( 98.5%, Aldrich); etilenglicoldimetacrilato (EDGMA), Ci10H1404
(98%, Aldrich), 2,2 azo-bis-iso-butilnitrilo, CgHi12N4 (AIBN) (98% AKZO NOBEL);
Hidréxido de sodio, NaOH (Sigma-Aldrich, 98%); Metanol, CH3OH (Aldrich);
Diclorometano, CH,Cl, (Aldrich); THF, C4HsO (Aldrich); Benceno, CgHs, (Aldrich);
Hexano, CzHi4 (Sigma-Aldrich); acetato de etilo, C4HsO2, (Sigma-Aldrich) H,O tipo I,

como disolventes.

5.2.EQUIPOS
Los espectros de infrarrojo de transformada de Fourier (FT-IR) se adquirieron en un
equipo Perkin Elmer, modelo Spectrum RX .

Para los espectros de RMN (13C CP-MAS) se us6 un espectrometro marca BRUKER
modelo AVANCE-II 300, 300 MHz, empleando un probe CP-MAS de 4 mm con rango

de frecuencias de 31P-15N. La temperatura de adquisicion fue 25°C.

Para el estudio de la morfologia de los polimeros se utilizO microscopia electronica de
barrido (SEM) usando un equipo JEOL JSM-5900LV.
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Los estudios de analisis elemental se ejecutaron en un analizador marca FISONS
EA1108.

Para los estudios de espectroscopia de ultravioleta (UV) se utilizé el equipo Hewlett
Pakard modelo 8453, con un controlador de temperatura Peltier modelo 8453.

El comportamiento térmico de las muestras fue analizado en un calorimetro diferencial
de barrido (DSC) Metler Toledo, modelo DSC821e. Las condiciones empleadas para el
analisis son, de 1-10 mg de muestra se colocan en capsulas de aluminio. Velocidad de
calentamiento de 10°C/min, bajo atmdsfera de nitrégeno en un intervalo de temperatura

de 25-500°C. La calibracion del flujo de calor se realiza con un estandar de In puro.

La determinacion del exceso enantibmerico se detemina utilizando un cromatégrafo GO
5890 Serie Il con detector de ionizacion a la llama y una columna cyclodex b, 30m x
0.25 mm x 0.25 um. Las condiciones experimentales son las siguientes: temperatura
del detector = 250 °C; temperatura del inyector = 230 °C; gas portador = helio; presion

en cabeza de columna = 20 psi y programa de temperatura: 125 °C (40 min.).

El estudio de difraccion de rayos X del complejo [Cu(Fen)(Enr)(H20)]NOs-(H20). se
determiné a través de un difractrometro Siemens P4, scan de correccion de absorcion
(XSCANS; Siemens, 1993) Tmin = 0.8244, Trax = 0.8416, reflexiones colectadas = 9765
y reflexiones independientes = 8483. (Anexo 1)

El estudio de difraccién de rayos X del complejo [Zn3(Azabox)s]NO3; se determind a
través de un difractrometro Bruker Smart APEX AXS CCD area detector, en un modo
de escaneo omega scan, reflexiones colectadas = 15571 y reflexiones independientes
= 6714. (Anexo )
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5.3.SINTESIS DE LOS LIGANTES

5.3.1. SINTESIS DEL LIGANTE ACIDO IMINODIACETICO FUNCIONALIZADO
CON ESTIRENO (IDAE)

Se efectlo la sintesis del derivado del &cido iminodiacético (IDA) funcionalizado con
estireno (IDAE), de acuerdo al método propuesto por Morris, L.R. et al. (166). Se
prepara una disolucién con (13.6 g, 0.1 mol) de acido iminodiacético y (6.73 g, 0.165
mol) de NaOH en 200 mL de MeOH al 50% v/v, esta se calienta a 60°C y se le agrega
gota a gota (15.65 mL, 0.1 mol) de 4-(clorometil) estireno (4-CME) con agitacion. Este
reactivo se agrega en dos partes, la mitad de 4-CME se agrega en el transcurso de 30
minutos, entonces se agrega otros 6.73 g de NaOH a la disolucién. Se continta con la
adicion del 4-CME vy el calentamiento de la disoluciébn hasta que la adicién es
completada.

El MeOH es destilado bajo vacio hasta que permanezcan dos terceras partes del
volumen original. Se hacen extracciones con éter con la disolucién. La fase acuosa se
aparta y se acidifica con HCI hasta un pH de 2.5 presentando un precipitado el cual se
filtra y seca al vacio. El rendimiento de la reaccién es del 28%. La cantidad obtenida
son (6.9728 g, 28 mmol). La caracterizacion del producto obtenido se lleva a cabo a
través de: resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y **C, anélisis elemental (AE),
espectroscopia de infrarrojo (FTIR), espectroscopia de masas con ionizacion por

impacto de electrones (EI™).

5.3.2. SINTESIS DE LOS LIGANTES 2,2’ IMINO-BIS[(4S)-4-ISOPROPIL-4,5-
DIHIDRO-OXAZOL] Y 2,2’ IMINO-BIS[(4S)-4-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-
OXAZOL] FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO (AZA-F)

Los pasos de sintesis de los ligantes 2,2’ imino-bis[(4S)-4-isopropil-4,5-dihidro-oxazol]
(Azabox) y 2,2 imino-bis[(4S)-4-isopropil-4,5-dihidro-oxazol] funcionalizado con
estireno (Aza-f) fueron sintetizados de acuerdo a lo informado por Raiser y Mayoral
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(164, 165). La descripcion de los pasos de la sintesis de Azabox y Aza-f se describe a
continuacion. La caracterizacion de cada uno de los productos de reaccion no se hace
completa, debido a que esta se encuentra informada en la bibliografia citada
anteriormente. La caracterizacion de Azabox y Aza-f se hace de manera mas extensa

ya que Aza-f es el ligante utilizado en la sintesis de los polimeros.

5.3.2.1. SINTESIS DE (S)-VALINOL

A una disolucion de (6.92 g, 181mmol) de NaBH, en THF, se le afladen (9.08 g, 76
mmol) de aminoacido L —valina. A continuacion se lleva la disolucion a 0°C y se afiade
(19.33 g, 76 mmol) de I, disueltos en 50 mL de THF durante 30 minutos.

Tras llevar la disolucién a reflujo durante 18 horas se deja enfriar. A continuacion se
afiade MeOH hasta que la turbidez de la disolucién desaparezca y quede totalmente

trasparente.

Una vez hecho esto se aflade 150 mL de una disolucion de KOH al 20% y se deja
agitando durante 4 horas. La fase acuosa se extrae con CH,Cl, (3 x 150 mL). La fase
organica se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se concentra al vacio. La evaporacion
del disolvente da lugar a un sdélido de color blanco que corresponde al aminoalcohol. El
rendimiento de la reaccion es de 98%. La cantidad obtenida del aminoalcohol es de
(7.68 g, 74 mmol). En el siguiente paso de sintesis el aminoalcohol se utiliza sin mayor
purificacién. La caracterizacién del producto obtenido se hace a través de RMN de H'y
130.

5.3.2.2. SINTESIS DE 2-AMINO-(4S)-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-OXAZOL.
A una disolucion preparada con (1.7 mL, 33 mmol) de Br, en 40 mL de MeOH a 0°C, se
le afladen, durante una hora (5.72 g, 33 mmol) de NaCN. A continuacion se afaden

(3.16 g, 30 mmol) de (S)-valinol disueltos en 7 mL de MeOH y se continta agitando la
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mezcla durante una hora a temperatura ambiente. Después, se trata la disolucion con

15 mL de NH,OH al 25% y se evapora la mayor parte del disolvente al vacio.

El residuo se disuelve en una disolucién de NaOH al 20% para continuar con las
extracciones empleando acetato de etilo (4 x 40 mL). La fase orgéanica se seca con
MgSO, anhidro, el disolvente se evapora y el aminoalcohol se separa del residuo
obtenido mediante recristalizacion en acetona. Se obtiene un rendimiento del 90%. La
cantidad obtenida es (3.46 g. 27 mmol). La caracterizacion del producto obtenido se
lleva acabo a través de RMN de *H y *3C.

5.3.2.3. SINTESIS DE 2,2’ IMINO-BIS[(4S)-4-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-
OXAZOL] (AZABOX)

Una mezcla de aminooxazol (11 mmol, 1.419g), benzaldehido (5.5 mmol, 0.59 g) y acido
p-toluensulfénico (0.55 mmol, 104 mg) se lleva a reflujo por 22 horas usando un “Dean-
Stark”. Una vez transcurrido este tiempo el disolvente se evapora y el residuo se
purifica mediante cromatografia de columna de alimina neutra utilizando como
eluyente una mezcla de hexano/acetato de etilo = 1/1 y un 0.5 % en volumen de Et3N,
aumentando la polaridad hasta acetato de etilo puro. A continuacion se realiza una
cristalizacion en acetona. El rendimiento obtenido es de 60%. La cantidad obtenida es
(0.79 g. 3.3 mmol). La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través
de RMN de *Hy 13C, AE, FTIR y espectroscopia de masas modo FAB*.
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5.3.2.4. FUNCIONALIZACION CON ESTIRENO DE 2,2" IMINO-BIS[(4S)-
4-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-OXAZOL]

5.3.24.1. BROMACION DEL REACTIVO 4-CLORO METIL
ESTIRENO

En una mezcla de 15 mL de H,O y 15 mL de benceno se agregan los siguientes
reactivos: 1 g de 1 cloro metil-4-vinil benceno (6.55 mmol, 1.03 mL); bromuro de
tetrametilamonio (3.25 mmol, 1.07 g) y NaBr (19.63 mmol, 2.04 g). La reaccion se

mantiene en reflujo por 48 h a 60°C.

El compuesto de interés se extrae con una mezcla de disolventes. Se agrega una
disolucion saturada de NaHCOg3; se extrae con CH,Cl, (40 mL x 3) y se agrega MgSO,4

para secar la fase organica.

Se hace una cromatografia de columna utilizando como fase estacionaria, silica gel; vy,
como fase movil, hexano. Esta cromatrografia tiene como finalidad la obtencién de las
fracciones con mayor cantidad de producto 4-(bromometil) estireno (4-BME). Debido a
gue con la cromatrografia no es posible separar completamente el producto bromado
del clorado. El rendimiento obtenido de 4-BME es del 63%. La cantidad obtenida es
(0.81 g. 4.11 mmol). La caracterizacion del producto obtenido se efectia a través de
RMN *Hy C.

5.3.2.4.2. REACCION DE FUNCIONALIZACION DE LIGANTE 2,2
IMINO-BIS[(4S)-4-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-OXAZOL]

Una vez sintetizado el 4-BME, se procede con la reaccion de funcionalizacién de la
Azabox. La sintesis se lleva a cabo en una atmdsfera inerte, con THF destilado. Se
mezclan 7.5 equivalentes de Azabox (2.09 mmol, 0.5g), 8.5 equivalentes de n-butil-litio
(2.37 mmol, 0.94 mL) y 8.5 equivalentes de 4-BME (2.37 mmol, 0.74g). Al momento de
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adicionar el n—butil-litio la reaccién se lleva a cabo a -76°C. La reaccién se completa al
cabo de 96 h a temperatura ambiente. El producto obtenido es evaporado a sequedad
y redisuelto en metanol, la fraccién disuelta es retirada y evaporada a sequedad. El
rendimiento de la reaccion es de 85%. La cantidad obtenida del ligante Aza-f fue
(0.63g, 1.77 mmol). La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través
de RMN de 'Hy 3C, AE, FTIR y espectroscopia de masas modo FAB*.

5.4.SINTESIS DE COMPLEJO DE LIGANTES MIXTOS
5.4.1. SINTESIS DE Na[Cu(IDA)(Enr)]

En la sintesis del compuesto Na[Cu(IDA)(Enr)] se utiliz6 1 mmol de Enr (0.37 g), al cual
se le agregan 10 mL de H,O y para desprotonar al ligante se agrega 1 mmol de NaOH
1M. Por otro lado, en 10 mL de H,O se agregan 1 mmol de IDA (0.14 g) y 2 mmol de
NaOH 1M para desprotonar al ligante. Las disoluciones de los ligantes se mezclan y se
agitan; posteriormente, se agrega gota a gota una disolucion acuosa de 1 mmol (0.25
g) de Cu(NOs3),, se deja reaccionar 12 horas hasta la formacién de un precipitado azul.
El precipitado es filtrado y lavado con etanol, finalmente se seca a temperatura
ambiente en una camara de vacio. El rendimiento de la reaccion es de 90% La
cantidad de producto obtenido de esta reaccion es de (0.52 g, 0.90 mmol)
considerando la férmula Na[Cu(IDA)(Enr)]. El producto de reaccién es soluble en
dimetilsulféxido. La caracterizacién del compuesto obtenido se lleva acabo a través de

AE, espectroscopia de absorcion atdbmica (EAA) y FTIR.

5.4.2. SINTESIS DE Na[Zn(IDA)(Enr)]

En la sintesis del compuesto Na[Zn(IDA)(Enr)] se utilizé6 1 mmol de Enr (0.37 g), al cual
se le agregan 10 mL de H,O y para desprotonar al ligante se agrega 1 mmol de NaOH
1M. Por otro lado, en 10 mL de H,O se agregan 1 mmol de IDA (0.14 g) y 2 mmol de

NaOH 1M para desprotonar al ligante. Las disoluciones de los ligantes se mezclan y se
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agitan; posteriormente, se agrega gota a gota una disolucion acuosa de 1 mmol (0.30
g) de Zn(NOs3),, se deja reaccionar 12 horas hasta la formacién de un precipitado
blanco. El precipitado es filtrado y lavado con etanol y finalmente se seca a temperatura
ambiente en una camara de vacio. El rendimiento de la reaccion es de 85 % La
cantidad de producto obtenido de esta reaccion es de (0.49 g, 0.85 mmol)
considerando la formula Na[Zn(IDA)(Enr)]. El producto de reaccién es poco soluble en
metanol. La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través de AE,
EAAY FTIR.

5.4.3. SINTESIS DE Na[Cu(IDAE)(Enr)]

En la sintesis de este compuesto de ligantes mixtos se utiliz6 1 mmol de Enr (0.37 g), al
cual, se le agregan 10 mL de H,O y para desprotonar al ligante se agrega 1 mmol de
NaOH 1M. Por otro lado, en 10 mL de H,O se agregan 1 mmol de IDAE (0.31 g) y 2
mmol de NaOH para desprotonar al ligante. Las disoluciones de los ligantes se
mezclan y se agitan; posteriormente, se agrega gota a gota una disoluciéon acuosa con
1 mmol (0.25 g) de Cu(NO3),. Se deja reaccionar 12 horas formandose un precipitado
azul. El precipitado es filtrado y lavado con etanol y finalmente se seca a temperatura
ambiente en una camara de vacio. El rendimiento de la reaccion es de 87 % La
cantidad de producto obtenido de esta reaccién es de (0.6 g, 0.87 mmol) considerando
la férmula Na[Cu(IDA)(Enr)]. El producto de reaccion es soluble en metanol y
dimetilsulféxido . La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través de
AE, EAAY FTIR.

5.4.4. SINTESIS DE Na[Zn(IDAE)(Enr)]

En la sintesis del compuesto Na[Zn(IDAE)(Enr)] se utiliz6 1 mmol de Enr (0.37 g), al

cual, se le agrega 10 mL de H,O y para desprotonar al ligante se agrega 1 mmol de
NaOH 1M. Por otro lado, en 10 mL de H,O se agregan 1 mmol de IDAE (0.31 g) y 2
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mmol de NaOH 1M para desprotonar al ligante. Las disoluciones de los ligantes se
mezclan y se agitan; posteriormente, se agrega gota a gota una disolucion acuosa con
1 mmol (0.30 g) de Zn(NO3),. Se deja reaccionar 12 horas formandose un precipitado
blanco. El precipitado es filtrado y lavado con etanol y finalmente se seca a temperatura
ambiente en una camara de vacio. El rendimiento de la reaccion es de 85 % La
cantidad de producto obtenido de esta reaccion es de (0.49 g, 0.85 mmol)
considerando la formula Na[Zn(IDA)(Enr)]. El producto de reaccion es poco soluble en
metanol. La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través de AE,
EAAY FTIR.

5.4.5. SINTESIS DE [Cu(Fen)(Enr)(H,0)]PFs-H,0

Para la sintesis de este compuesto se colocaron 0.25 mmol de Enr en 2 mL de H,0,
para desprotonar al ligante se agregan 0.25 mmol de NaOH 1M. Por otro lado, a 6 mL
de MeCN se le agregan 0.25 mmol de 1,10 fenantrolina. Las disoluciones de los
ligantes se mezclan y se agitan. Se agrega gota a gota una disolucién de Cu(NO3), con
0.25 mmol disueltos en 2 mL de H,O. Se deja reaccionar 12 horas originAndose una
disolucién azul, a la cual, se le agrega una disolucion de NaPFg (0.25 mmol, 0.0439)
para la obtencion de un precipitado azul. El precipitado es filtrado y lavado con H,O y
finalmente se seca a temperatura ambiente en una cadmara de vacio. El rendimiento de
la reaccion es de 97.2 % La cantidad de producto obtenido de esta reaccion es de (0.19
g, 0.24 mmol). El producto de reaccién es soluble en acetonitrilo, acetona y en una
mezcla de MeCN/H,O 70:30, MeOH y EtOH. La caracterizacion del compuesto
obtenido se lleva acabo a través de AE, FTIR, espectroscopia de masas modo FAB" y

difraccion de rayos X.
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5.4.6. SINTESIS DE [Cu(Terp)(Enr)]PFe:(H20)4

En la sintesis de este compuesto se colocaron 0.25 mmol (0.092 g) de Enr en 2 mL de
H,O y para desprotonar al ligante se agregan 0.25 mmol de NaOH 1M. Por otro lado,
en 6 mL de MeCN se agregan 0.25 mmol (0.06 g) de terpiridina. Las disoluciones de
los ligantes se mezclan y se agitan. Se agrega gota a gota una disolucion de Cu(NO3)
con 0.25 mmol (0.062g) en 2 mL de H,0. Se deja reaccionar 12 horas formandose una
disolucién azul, a la cual, se le agrega una disolucion de NaPFg (0.25 mmol, 0.043Q)
para la obtencion de un precipitado azul. El precipitado es filtrado y lavado con H,O y
finalmente se seca a temperatura ambiente en una camara de vacio. El rendimiento de
la reaccion es de 87 % La cantidad de producto obtenido de esta reaccion es de (0.19
g, 0.22 mmol). El producto de reaccion es soluble en acetonitrilo, acetona y en una
mezcla de MeCN/H,0 70:30. La caracterizacién del compuesto obtenido se lleva acabo

através de AE, FTIR, espectroscopia de masas modo FAB”.

5.4.7. SINTESIS DE [Zn3(Azabox)s]NO3

El objetivo de la sintesis de este compuesto es obtener un complejo de ligantes mixtos
de la Azabox y Enr para lo cual se utilizaron 0.1045 mmol de Enr (0.038 g) en 2 mL de
una disolucién CH3CN:H,O 70:30 %v/v; para desprotonar al ligante se agrega 0.1045
mmol de NaOH 1M. Por otro lado, en 7 mL de la disolucion CH3CN:H,O 70:30 %v/v se
agregan 0.1045 mmol de Azabox (0.03 g). Las disoluciones de los ligantes se mezclan
y se agitan. Se agrega gota a gota una disolucion de 0.1045 mmol (0.032 g) de
Zn(NOs3),-6H,0 disueltos en 2 mL de H,O. La disolucibn permanece sin presentar
precipitado y al cabo de 10 dias se obtienen cristales, los cuales fueron analizados por
cristalografia de rayos X. La sintesis no resulto en el complejo esperado, se obtiene el
complejo [Zn3(Azabox)s]NO3; no encontrando presencia de Enr en éste. La cantidad
obtenida de cristales es de (0.0125g, 0.009 mmol). El producto de la reaccion es
soluble en metanol. La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva acabo a través

de difraccion de rayos X.
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5.4.8. SINTESIS DE [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0

En la sintesis de este compuesto se colocaron 0.20 mmol de Enr (0.07 g) en una
disolucién de 2 mL de CH3CN:H,O 70:30 %v/v, para desprotonar al ligante se agregan
0.2028 mmol de NaOH 1M. Por otro lado, en 10 mL de la disolucion CH3;CN:H,O 70:30
% v/v se agregan 0.2028 mmol de Aza-f (0.09 g). Las disoluciones de los ligantes se
mezclan y se agitan durante 5 minutos; después de esto, se agrega gota a gota una
disolucién de Zn(NOg3), H,O con 0.20 mmol (0.06 g) disuelto en 2 mL de H;O. Se
obtiene un precipitado blanco. El precipitado es evaporado, disuelto en metanol, filtrado
y evaporado nuevamente a sequedad. El rendimiento de la reaccion es de 80%. La
cantidad de producto obtenido de esta reaccién es de (0.14 g, 0.16 mmol). El producto
de reaccion es soluble en metanol. La caracterizacion del compuesto obtenido se lleva

acabo a través de AE, EAA, RMN de **C, FTIR y espectroscopia de masas modo FAB*.

5.5.POLIMERIZACION

5.5.1. SINTESIS DE POLIMEROS USANDO COMPLEJO Na[(IDAE)(Enr)],
ENROFLOXACINA Y SIN HORMA

Se prepararon los siguientes copolimeros utilizando los monémeros: acido metacrilico,
MAA; vy, estireno, ES. Como agente entrecruzador se utilizé el etilenglicoldimetacrilato,
EDGMA, y al agente porogénico dimetilsulfoxido, DMSO. Los polimeros fueron
sintetizados mediante la polimerizacion en lote y se emplearon dos condiciones
estequiométricas entre el mondmero y el entrecruzador. (a) 4:20 y (b) 0.5:23.5. Se
estudiaron estas condiciones estequiométricas debido a que son las situaciones
estandar de polimerizacion que se informan en la literatura para la sintesis de
MIP"s(167).

Para comparar el efecto de la presencia del enlace de coordinacion se sintetizaron tres

tipos de polimeros: Polimero Enr, se utiliz6 como horma a la Enr. Polimero complejo,
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se utiliz6 como molécula horma Na[Cu(IDAE)(Enr)] y polimero blanco en el cual no se

utiliza molécula horma.

Para sintetizar los polimeros utilizando el monémero MAA, se efectio de la siguiente
manera, para la relacion molar 4:20 (monoémero:entrecruzador). En tubos de ensaye de
20 mL los cuales contenian la siguiente mezcla de polimerizacién: MAA, 1.40 mmol,
0.12 mL; EDGMA, 7.04 mmol, 1.35 mL y 0.56 mL de DMSO. En el caso del polimero
Enr se adicion6 Enr, 0.352 mmol, 0.13g y en el caso de la sintesis del polimero
complejo se agregd la molécula horma Na[Cu(IDAE)(Enr)], 0.352 mmol, 0.27g. Los
tubos fueron sellados, sonicados y purgados con N, por 10 minutos. Estos se colocan
en un bafio de aceite a 60°C durante 12 h. Transcurrido ese tiempo, se rompen y se
extraen los polimeros los cuales son molidos y lavados con EtOH y HCI. Finalmente

son cribados por una malla con un tamafio de particula de 32 um.

Los polimeros con la relacion estequiométrica 0.5:23.5 (mondmero:entrecruzador) se
sintetizaron de la misma manera que los anteriores, pero las cantidades empleadas de
mondmero funcional y entrecruzador fueron: MAA, 0.18 mmol, 0.015 mL; EDGMA, 8.27

mmol, 1.59 mL.

Para sintetizar los polimeros utilizando el mondémero estireno (ES), se realizé lo

siguiente:

Para los polimeros con las relaciones estequiométricas 4:20 (monémero:entrecruzador)
se utilizaron tubos de ensaye de 20 mL los cuales contenia la mezcla de polimerizacion
siguiente: ES, 0.79 mmol, 0.09 mL; EDGMA, 3.9 mmol, 0.75 mL y 0.28 mL de DMSO.
En el caso del Polimero Enr se adicioné Enr, 0.20 mmol, 72.24 mg y en el caso de la
sintesis del polimero complejo se agregd la molécula horma Na[Cu(IDAE)(Enr)], 0.20
mmol, 150 mg. Los tubos fueron sellados con septas, sonicados y purgados con N, por
10 minutos. Los tubos son colocados en un bafio de aceite a 60°C durante 12 h.
Transcurrido ese tiempo, los tubos de ensaye se rompen y se extraen los polimeros los
cuales son molidos y se someten a un lavado con la finalidad de remover Enr, y los
monomeros residuales, asi como, los oligbmeros, ademas de disolvente de

polimerizacion, el AIBN o sus restos, etc. Se utiliza inicialmente EtOH para este
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proceso, pero solo se remueve una cierta cantidad de Enr, debido a que mucha plantilla
gueda atrapada dentro de la matriz polimérica y mucho del disolvente es inaccesible a
la Enr. Por esta razén, es necesario utilizar métodos diferentes para remover la mayor
cantidad de plantilla del polimero con base en esto, se utilizé HCI para remover a la
Enr. Finalmente los productos son secados y cribados por una malla con un tamafio de

particula de 32 um.

Los polimeros con las relaciones estequiométricas 0.5:23.5 (mondmero:entrecruzador)
fueron sintetizados de la misma manera que los anteriores, con la diferencia de las
cantidades de mondémero y entrecruzador. Los cuales fueron: ES, 0.098 mmol, 0.012
mL; EDGMA, 4.63 mmol, 0.89 mL.

Adicionalmente, en el polimero donde se utiliz6 como plantilla al complejo
Na[Cu(IDAE)(Enr)], el tratamiento del polimero provoca la salida del metal presente en
éste. Por lo que hay que restituir el cobre en el polimero; para efectuar esto, se agrega

800 puL de una disolucién 1M de Cu(NO3), en 10 mL de agua.

5.5.2. SINTESIS DE POLIMEROS USANDO EL COMPLEJO [Zn(Enr)(Aza-
f)INO3-H,0, ENROFLOXACINA Y SIN HORMA

Las proporciones estequiométricas utilizadas de mondmeros e iniciador en la sintesis
de los polimeros fueron las siguientes: AA, 4, EDGMA, 20; y, AIBN, 1.04; con respecto
a la molécula plantilla, la cual es 1. Por lo tanto, se utilizaron las siguientes cantidades:
(AA, 0.81 mmol, 0.05 g); (EDGMA, 4.06 mmol, 0.82 g) y (AIBN, 0.21 mmol, 0.04 g). Por
otro lado, la molécula horma, la cual difiere respecto a cada polimero: MIPc, (complejo
[Zn(Enr)(Aza-f)]NO3 H,O (Com) 232.7 mg, 0.203 mmol); MIPe, (Enr, 74.4 mg, 0.203
mmol); y, NIP, ninguna molécula plantilla. El disolvente porogénico utilizado es el
metanol. Con éstas se efectla la mezcla de reaccion en un tubo de vidrio, al cual se
sonica, sella con septas y purga con N, durante 10 minutos, transcurrido este tiempo, el

tubo es colocado en un bafio de agua a 10°C. La polimerizacion se inicia con una
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lampara de mercurio a A= 365 nm, por 24 h. Al finalizar el proceso de sintesis de los
polimeros, éstos se lavan en soxhlet usando primero CH3OH y después CH,Cl;, durante
12 horas con cada disolvente con el fin de remover los residuos de mondmeros no

polimerizados.

Adicionalmente, MIPc, se hace reaccionar con una disolucion de NaCN 0.2 M por 12 h,
se enjuaga con varios volimenes de H,0O; y, se regenera el centro metalico en el

polimero agregando 25 mL de una disolucion 0.06M de Zn(NO3),-6H,0.

5.6. CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS

5.6.1. POLIMEROS USANDO COMPLEJO Na[(IDAE)(Enr)],
ENROFLOXACINA Y SIN HORMA

Una vez que los polimeros se encuentran lavados y en el caso del polimero sintetizado
con el complejo de cobre, se le ha regenerado el centro metélico, se efectian pruebas
lote donde se evalla la union entre la enrofloxacina y los polimeros. En este método, la
capacidad de union de los polimeros con la Enr estd directamente determinada en
términos de cantidad de huésped unido a los polimeros. Para lo cual, a 0.3 g de
polimero se le agregan 5 mL de una disolucion de Enr en EtOH con una concentracion
de 0.02 M. Las mezclas se dejan reaccionar por 12 h. El polimero es removido de las
mezclas; y, las concentraciones de Enr en la fase liquida son determinadas por
espectroscopia de ultravioleta visible. La cantidad de Enr unida a los polimeros se
determina por espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) a A = 323 nm. La curva
patrén utilizada fue preparada en EtOH en un intervalo de concentracion de Enr de
1.8x107° a 8 X10™ M. Figura 18
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Figura 18.-Curva patron de Enr. 4 =323 nm.

5.6.2. POLIMEROS USANDO COMPLEJO  [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3-H,0,
ENROFLOXACINA Y SIN HORMA

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion de los polimeros obtenidos fueron las
siguientes: espectroscopia de infrarrojo, FTIR; resonancia magnética nuclear de
sélidos, HPDEC MAS RMN. La morfologia del polimero fue determinada a través de
microscopia electrénica de barrido, SEM; Calorimetria diferencial de barrido, DSC; vy,

analisis elemental de polimero.

Por otro lado, una prueba importante para determinar la preservacion del sitio de unién
y demostar que la Aza-f permanece viable durante todo el proceso de sintesis de los
MIP’s se efectia una prueba de actividad catalitica en una reaccidon de
ciclopropanacion asimétrica de estireno. La manera en como se lleva a cabo se

describe a continuacion.
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A una cantidad de polimero MIPc se le aflade una disolucion de triflato de cobre en 1
mL de CH,CI, seco. Esta mezcla se agita de 15 a 20 min y se filtra a través de un
microfiltro. La disolucién resultante se afiade a una disolucion de 5 mmol (520 mg) de
estireno y 100 mg de n-decano (patrén interno) en 5 ml de CH,ClI, seco, a temperatura
ambiente y bajo atmdsfera de argdn. A continuacion se le aflade durante 2 horas,
mediante una bomba de jeringa, una disolucion de 2.5 mmol (290 mg) de diazoacetato
de etilo en 0,5 ml de CH,CI, seco. La reaccién se sigue por cromatografia de gases con
una columna de separacion quiral de ciclodextrina. Una vez que se ha consumido todo
el diazoacetato de etilo se realiza una nueva adicion de 2.5 mmol (290 mg) de
diazoacetato de etilo por el mismo procedimiento. La reaccion se da por finalizada
cuando el pico correspondiente al diazoacetato de etilo no aparece en el cromatograma

de gases.

Para determinar el exceso enantiomérico de los ciclopropanos mediante cromatografia

de gases se utilizan las siguientes ecuaciones:

area enantiomero (1R,2S)—area enantiémero (1S,2R)

% e.e (cis) =

* 100 (8)

area enantiémero (1R,2S)+area enantiémero (1S,2R)

area enantiémero (1R,2R)—4rea enantiémero (1S5,25)

% e.e (trans) =

| 100 (9)

area enantiémero (1R,2R)+area enantiémero (1S5,25)

5.6.2.1. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES DE UNION DE LOS
POLIMEROS

5.6.2.1.1. ESTUDIOS CINETICOS

Para determinar la cinética de equilibrio de adsorcién entre los polimeros sintetizados y
la Enr, se prepararon una serie de 10 tubos Eppendorf en los cuales se coloco en cada

uno 10 mg de polimero a evaluar, 1125 uL de una disolucion de Enr 0.37 mM en
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MeOH. Los tubos se colocan en un bafio de agua a 10°C durante diferentes tiempos.
(0, 5, 10,15, 20, 30 minutos). Las disoluciones resultantes, se filtran con membranas de
0.45 um. El progreso de la adsorcion se monitorea a través de espectroscopia
ultravioleta visible (UV-Vis) a A = 280 nm. La curva patron utilizada fue preparada en

MeOH en un intervalo de concentracién de Enr de 1.0 x10™ a 2.5 X10™ M. Figura 19

Curva patrén de enrofloxacina
Disolvente metanol
A =280 nm

0.9 4

0.8 4

0.7 4

0.6

m 280 nm
Ajuste lineal

Absorbancia

0.5+

Ecuacion y=mx+b

r2

0.4 4
b

m

0.99994

Valor
0.02635
34451.62314

Error estandar
0.00226
128.49144

0.3
9.0x10°

5

T T 1
2.1x10°  2.4x10°  2.7x10

Enrofloxacina [M]

T T T T
1.2x10°  1.5x10°  1.8x10°

Figura 19.-Curva patrén de Enr. 2 =280 nm.

5.6.2.1.2. ESTUDIOS DE AFINIDAD

La capacidad de union de los MIP’s y NIP, se evalué en ambientes polares, a través de
isotermas de adsorcion. Para lo cual, en un tubo se colocaron 10 mg de MIP’s o NIP
mas 1125 ulL de disolucion de Enr en un intervalo de 0.0176 mM — 12 mM. El
experimento se efectia a 10°C durante 15 minutos. Trascurrido el tiempo, las
disoluciones se filtran utilizando membranas millipore de 0.45 um. La concentracion de
sustrato fue determinada a través de UV-Vis, A= 280 nm. Las concentraciones del

sustrato se determinan antes y después de efectuar el experimento de adsorcion. La
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cantidad adsorbida por gramo de polimero fue obtenida a través del balance de la

concentraciéon de Enr.

El modelo empleado para cuantificar la union Enr-polimero es el andlisis Scatchard,
ecuacion 6, con él se estiman los siguientes parametros de union: Kq; constante de
disociacion; B, Cantidad de molécula de interés unida por unidad de peso de polimero;
Bmax,» Cantidad maxima de molécula de interés unida por unidad de peso de polimero;

[Enr], concentracion de Enr libre, representado por el equilibrio:

Ecuacion Scatchard: B/[Enr] = (Bmax — Q)/ Kg (6)

Que representa el siguiente equilibrio:

Ky

Pol + Enr

Pol-Enr

() (dis)

(7)

Kqy tiene unidades de concentracion y en un comportamiento ideal de un MIP, el valor
de Kq debe ser pequefio para la molécula plantilla, lo cual indicaria una unién selectiva

y fuerte hacia ésta.

5.6.2.1.3. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD

Para comprobar la selectividad de MIPc por la Enr, se utilizaron otras dos
fluoroquinolonas para comprobar la afinidad de MIPc por éstas. Las FQ’s utilizadas

fueron la ofloxacina y la flumequina.

El experimento se llevé a acabo adicionando 10 mg de polimero MIPc en tubos con
1125 ulL de una disolucion de FQ’s, en un intervalo de concentracion que va de 0.02
mM a 0.65 mM. Las disoluciones se preparan en una mezcla de CHzOH/H,O 70:30 v:v.

Estas se incuban en la obscuridad a 25°C, al final de este tiempo, se centrifugan, filtran
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y se determina la concentracion final mediante UV. Las A utilizadas fueron las

siguientes: Enr, 280 nm; 338 nm, Flume;y, 298 nm, Oflo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.SINTESIS DE LIGANTES FUNCIONALIZADOS CON ESTIRENO

6.1.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL ACIDO IMINODIACETICO
FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO

CH,

4/<\ MeOH, NaOH

60C

OH HO\/\ /\/OH

g n

Figura 20.- Sintesis del &cido iminodiacético funcionalizado con
estireno (IDAE).

En la Figura 20 se esquematiza la sintesis del acido imidiacético funcionalizado con
estireno (IDAE), se siguié la metodologia propuesta por Morris, L.R. et al(166). La
sintesis se describe en la seccién experimental 5.3.1. Los resultados de la

caracterizacion se comentan a continuacion.

6.1.1.1. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H y ®C ACIDO
IMINODIACETICO FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO

El ligante se caracterizé empleando RMN de *H y **C. En los espectros obtenidos para

el ligante IDAE se conservan sefiales caracteristicas de los reactivos (IDA y 4-CME),

sobre la Figura 21 se realiza la asignacion.
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Figura 21.- Espectros de 'Hy *C ligante IDAE.

Se observan sefiales caracteristicas de los reactivos. En el espectro de *H, es sencillo

localizar las sefiales de metileno (-CH;-) que pertenecen al acido iminodiacético en

3.78 ppm; asi como las que pertenecen a la doble ligadura vinilica del 4-CME,

localizadas en 5.86 y 5.30 ppm. Con el espectro de *3C se obtiene mas informacién, la

sefial localizada en 59.2 ppm se asigna al carbono metilénico proveniente del 4-CME y

unido al acido iminodiacético Figura 21 (carbono 17). También es de mencionar la

ausencia de sefales en 30.67 ppm y 46.60 ppm pertenecientes a desplazamientos

guimicos de —CH,- del acido iminodiacético y del 4-CME respectivamente, lo cual, es

indicativo de ausencia de los reactivos en el producto obtenido.

En la Tabla 8 se presenta una comparacion de los desplazamientos quimicos & en

(ppm) entre los precursores IDA, 4-CME vy el producto.
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Tabla 8.- Desplazamientos quimicos obtenidos en experimentos de RMN de 'H y **C para
los precursores IDA, 4-CME y el producto, ligante IDAE, en CD;OD.

Compuesto H B¢
REACTIVOS
T i 3.74 (s) SHO '6le
. S - 2=
O%k/NH\/\OH “CH,-NH- 170.01
-COOH
CH,
=
4.45 (s) 46.60
-CH,-Cl -CH,-Cl
Cl
PRODUCTO
e 55.63
3.78 (s) “CHy-®
“CH- 0 59.20
-CHy-N
v Ja | g |
A A "R 171.73
© ° -COOH

* -®=Anillo aromatico

'H RMN (CD3s0D, & ppm, 300 MHz): 7.47 ppm (d; J =8.9 Hz, 4H), 6.77 ppm (m, 1H),
5.82 ppm (m, 1H), 5.29 ppm (m, 1H), 4.29 ppm (s, 2H), 3.78 ppm (s, 4H).

13C RMN (CDOD, & ppm, 300 MHz: 171.14, 151.15, 139.98, 137.67, 131.95, 127.60,
115.43, 59.23, 55.55)

Los resultados obtenidos, permiten concluir que la sintesis se realizé adecuadamente y

se obtuvo el producto deseado.
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6.1.1.2. ANALISIS ELEMENTAL ACIDO IMINODIACETICO
FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO

Los resultados del andlisis elemental efectuado al ligante IDAE se muestran en la Tabla
9. Los valores obtenidos experimentalmente se ajustan adecuadamente a los valores
tedricos, El % de error calculado en los valores de AE y EAA se determinaron con
respecto a la variacion del valor experimental con respecto al valor teorico. Este

resultado agrega evidencia en el sentido de que se obtuvo el ligante propuesto.

Tabla 9.- Anadlisis elemental ligante IDAE.

Compuesto Tedrico Experimental
Ligante N% C% H% N% C% H%
IDAE
Valores 5.62 62.64 6.07 5.72 62.60 6.14
% Error 1.78% 0.06% 1.15%

6.1.1.3. ESPECTRO DE INFRARROJO DE ACIDO IMINODIACETICO
FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO

Con la intencion de completar la caracterizacion del producto de reaccion entre el acido
iminodiacético y el 4-CME; se adquirieron los espectros FTIR, empleando pastillas con
KBr, de los compuestos individuales y del producto de reaccion. Los espectros se

presentan en la Figura 22.
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Figura 22.- Espectros de FTIR de 4-CME (espectro superior), IDA (espectro
medio) y del producto obtenido (espectro inferior).

En el espectro FTIR del 4-CME se observan bandas correspondientes al anillo
aromatico en 3080 cm™, 1523 cm™, 850 cm™ y en la regi6n de 1915-1820 cm™; estas
bandas se atribuyen a vibraciones de tension (v) de los C-H del anillo aromatico (vc.n),
Vc.c, Vvibraciones de torsién (1) Tc. Y a los sobretonos que son caracteristicos de una
sustitucion 1,4 del anillo, respectivamente. En el mismo espectro es importante sefialar
las bandas en 1630 cm™ y en 1405 cm™, que se atribuyen a ve-c de un grupo vinilico
conjugado con un anillo aromatico y a dcnz del mismo grupo vinilico. La sefial en 732

cm™, se atribuye a las vc.ci.

Por otro lado, en el espectro del acido iminodiacético se observan bandas en 1582 cm™
y en 699 cm™ correspondientes a vibraciones de deformacion de tipo tijereteo (Sn.1) Y
aleteo (wn-n) del enlace N-H de amina secundaria, respectivamente. Las sefiales en

1714 cm™ y 906 cm™ se asignaron al grupo carbonilico a vc-o Y Tc.o, respectivamente.

Finalmente el espectro del producto obtenido presenta bandas que provienen de
precursores en 1714 cm?, 1523 cm™? y 1405 cm™ correspondientes a vc=o, Vcc de anillo
aromatico y dcn2 del grupo vinilico, respectivamente. También es de notar que la banda
en 733 cm™ del vc.c no se observa en el producto final; esto da indicio de que el 4-CME
ha reaccionado con el IDA. Es de mencionar que la sefial en 1405 cm™ nos corrobora

la presencia de la doble ligadura en el producto final.
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6.1.1.4. ESPECTROSCOPIA DE MASAS ACIDO IMINODIACETICO
FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO

En la Figura 23, se presentan los espectros de masas con ionizacion por impacto de
electrones (EI) de IDA y 4-CME, en los cuales se pueden observar las sefiales m/z
caracteristicas de estos reactivos y su correspondiente distribucion isotdpica. En el
espectro del ligante IDAE se encuentran sefiales que pueden asignarse a estas
mismas fracciones observadas en los reactivos. Sin embargo, el pico en m/z = 161
puede asignarse a la fraccion donde el acido iminodiacético se encuentra unido a dos
carbonos, provenientes de la funcionalizacion con el 4-CME, adicionalmente, la
distribucion isotopica experimental es semejante a las calculadas. Este pico no aparece
en el patron de fragmentacion de los reactivos de la reaccion de sintesis (Figura 24).
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Figura 23.- Patrones de fragmentacién de los reactivos IDA
(linea punteada) y 4-CME (linea continua).

100



161
100

80

60

40 4

20

% Abundancia relativa

T T T T
I - 161.0 1615 162.0 162.5 163.0

' T T T T T
180 185 160 165 170

m/z

a) b)

Figura 24.- Comparacion de la sefial m/z = 161 entre el espectro de masas EI”
tedrico (a) y el espectro de experimental (b).

6.1.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS LIGANTES AZABOX Y AZA-
F

R =iPr

R NaBH,, | OH R

abHy, 1 Br,, NaCN, MeOH o

2 COOH —8M8 = 2 2 _—
THF, reflujo N=—=

H,N SETRY NH, \<

= T é e
D)

Aza-f

Figura 25.- Sintesis del ligante azabis(oxazolina) funcionalizada con estireno (Aza-f)
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La ruta sintética seleccionada para la sintesis del ligante Aza-f, esta ilustrada en la
Figura 25. La reaccion inicia con un aminoalcohol obtenido de un aminoéacido. El
siguiente paso es la obtencion del aminodihidrooxazol correspondiente. Para ello el
aminoalcohol se trata con una disolucién de bromo en metanol y cianuro de sodio, en la
gue se propone la formacion de una especie intermedia del tipo “BrCN” que reacciona
con el aminoalcohol. La condensacion del aminooxazol para dar la Azabox
correspondiente se produce mediante la catalisis acida. La reaccion se lleva a cabo a
reflujo en tolueno (164, 165).

6.1.2.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE (S)-VALINOL

CHj CHj
NaBH, |,
HsC H,C OH
COOH THF, reflujo
H,N H,N

Figura 26.- Sintesis de (S)-valinol.

Las condiciones de sintesis empleadas para la obtencién del valinol se presentan en la
Figura 26 y se describen en la seccion experimental 5.3.2.1. El producto obtenido es un
polvo color blanco y los resultados de RMN de *H se presentan a continuacion.

6.1.2.1.1. RMN DE *H DE (S)-VALINOL

La sintesis del valinol, a partir de la reduccion de la valina con NaBH,4, Figura 27, se
puede seguir a través de RMN de *H. Esto debido a la aparicién de sefiales de proton,
en 3.24 ppm, correspondientes a un metileno derivado de la reduccion del grupo
carbonilo. En la Figura 24, se presenta el espectro de *H y la asignacién de sefiales del

producto obtenido.
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Figura 27.- Espectro de RMN de 'H del valinol.

IH-RMN (CDCls, 8 ppm 300 MHz): 3.55 (dd, 1H; J = 10.6 Hz, J= 3.7 Hz), 3.24 (dd, 1H; J
=10.6 Hz, J = 8.4 Hz), 2.49 (m, 4H), 1.54 (m, 1H), 0.89 (d, 3H; J = 3.0), 0.85 (d, 3H; J =
3.0)

En la Tabla 10 se presenta una comparacion de los desplazamientos quimicos, 8, entre

la valina y el producto, valinol.
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Tabla 10.- Desplazamientos quimicos observados en los espectros de 'H para la valinay

el valinol en CDCls.

Desplazamiento quimico en el
espectro de RMN de'H/ppm

REACTIVO

0 _CH(NH,)COOH
3.6

-CH(CHjs).

oH 2.3

-CHs

1.00

Compuesto

PRODUCTO

“CH,-OH
3.5,3.2
-CH(NH2)CH,-
2.5
-CH(CHs),
15
-CHj;

0.85

OH

NH,

Con los resultados obtenidos, se comprueba que se obtuvo el producto deseado,

valinol.

6.1.2.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE 2 AMINO-(4S)-4-
ISOPROPIL -4,5- DIHIDRO-OXAZOL

CH,

CH,
1)Br, NaCN M

o
2) NH, N

NH,

Figura 28.- Sintesis de aminooxazol

La reaccion de ciclacion del valinol para la obtencion del aminooxazol, se presenta en
la Figura 28 y fue descrita en la seccion experimental 5.3.2.2. El producto obtenido es
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un liquido viscoso color blanco. Los resultados de RMN de 'H se presentan a

continuacion.

6.1.22.1. RMN DE 'H DE 2 AMINO-(4S)-4-ISOPROPIL -4,5-
DIHIDRO-OXAZOL

El avance de la reaccion en la sintesis del aminooxazol se confirma a través de RMN
de 'H. Esto debido al desplazamiento a campo bajo de la sefial del metino, cuando se
transforma de un —CH(NH>)- alifatico (6=2.50 ppm) a un metino del anillo del oxazol

(4.21 ppm). El espectro de 'H del producto obtenido, asi como su asignacién se

presenta en la Figura 29.
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Figura 29.- Sintesis de 2 amino-(4S)-4-isopropil-4,5 dihidro-oxazol.
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'H-RMN (CDCls, 8 ppm 300 MHz): 4.21 (dd, 1H; J = 6.09 Hz, J = 6.57 Hz), 3.88 (dd, 1H;
J =5.76 Hz, J = 5.82 Hz), 3.69 (ddd, 1H: J = 5.17 Hz, J = 5.73 Hz, J = 6.48 Hz), 1.57
(m, 1H), 0.88 (d, 3H; J = 6.7Hz), 0.80 (d, 3H, 6.7 Hz).

En la Tabla 11 se presenta una comparacion de los desplazamientos quimicos, & entre
el valinol y el producto, aminooxazol. Debido a la obtencion de estos resultados se

prosigue con la sintesis de azabis(oxazolina).

Tabla 11.- Desplazamientos quimicos observados en los espectros de 'H para el valinol y
el aminooxazol en CDCls.
Desplazamiento quimico en el
espectro de RMN de'H/ppm
REACTIVO

Compuesto

“CH,-OH
3.5,3.2
-CH(NH2)CH,-
2.5
-CH(CHs),
L 15

-CHj;
0.85

OH

PRODUCTO
-CH(N=)CH,-
4.21
-CH,-O-

o) 3.9,3.7
N> -CH(CHa)
1.6
-CH3
0.9,0.8
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6.1.2.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE 2,2'IMINO-BIS[(4S)-4-

ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-OXAZOL] (AZABOX)

CH,
HsC )
Benzaldehido
—_—
2 TsOH

N

NH,

OWIN/NH\N\(}

J—CH,
HsC

Figura 30.- Sintesis de 2,2" imino-bis[(4S)-4-isopropil-4,5-dihidro-oxazol.
Azabox.
La sintesis del ligante Azabox, usando amino-oxazolina se presenta en la Figura 30 y

fue descrita a detalle en la seccion experimental 5.3.2.3 Se obtuvo un sélido amarillo y

los resultados de la caracterizacion del producto se presentan a continuacion.

6.1.2.3.1. RMN DE 'H Y C DE 2 AMINO-(4S)-4-ISOPROPIL -4,5-
DIHIDRO-OXAZOL. (AZABOX)

Se adquirieron espectros de RMN de *H y de *C (Figura 31) del producto obtenido

para asegurar la formacién de la azabis(oxazolina). Sobre los espectros mostrados se

presenta la asignacion de las sefiales, la cual se encuentra reportada(164).
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Figura 31.-Espectros de 'H (a) y **C (b) ligante Azabox
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'H-RMN (CDCls, 5 ppm 300 MHz): 4.38 (dd, 2H; J = 8.67Hz, J = 8.70 Hz), 4.05 (dd, 2H;
J=7.1Hz,J=8.6Hz), 3.83 (ddd, 2H; J = 7.0 Hz, J = 7.1 Hz, J = 8.9 Hz), 1.71 (m, 2H),
0.99 (d, 6H; J = 6.2 Hz), 0.91 (d, 6H; J = 6.7 Hz).

3C-RMN (CDCls, 5 ppm 300 MHz): 165.75, 69.35, 65.44, 32.98, 18.63, 18.06

En la Tabla 12 se presenta una comparacion de los desplazamientos quimicos & en

(ppm) entre el precursor, aminooxazol, y el producto, la Azabox.

Tabla 12.- Desplazamientos quimicos en experimentos de RMN *Hy **C para el

compuesto aminooxazol y la Azabox.

Compuesto H Bc
REACTIVO
=C(NH,)O-
-CH(N)CH;- 160
4.21 _CH(N=)CH,-
-CH,-O- 71
o 3.9, 3.7 -CH,-O-
-CH(CHs)2 69
N\( 16 CH(CHy):
-CHs 32
NH, 0.9,0.8 -CH3
20
PRODUCTO
H =C(NH)O-
0 N 0 -CH,-O- 165.8
4.4,3.8 -CH(N)CH,-
/ \ _CH(N)CHy- 69.4
N N 4.1 -CH»-O-
_CH(CH3)» 65.4
Z 1.7 -CH(CHa),
/\ -CHs 32.9
1.0,0.9 -CHa
18.6, 18.1
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6.1.2.3.2. ANALISIS ELEMENTAL LIGANTE AZABOX

Los resultados del analisis elemental efectuado al ligante Azabox se muestran en la
Tabla 13. Los valores obtenidos experimentalmente se ajustan adecuadamente a los

valores tedricos. Este resultado agrega evidencia en el sentido de que se obtuvo el

ligante propuesto.

Tabla 13.- Andlisis elemental ligante Azabox.

Compuesto Tedrico Experimental
Ligante N% C% H% N% C% H%
IDAE
Valores 17.57 60.21 8.85 17.23 61.11 8.69
% Error 1.94 1.49 1.81

6.1.2.3.3. ESPECTROSCOPIA DE MASAS DEL LIGANTE AZABOX

Se efectu6 el andlisis de espectroscopia de masas FAB® del ligante Azabox. Los
resultados obtenidos experimentalmente (Figura 32) muestran que el patron de
fragmentacion y la distribucion isotépica corresponden adecuadamente al espectro
tedrico. El valor de m/z del ion molecular obtenido tiene un valor de m/z = 240, mientras

gue el valor teérico esperado es de m/z = 239.
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Figura 32.- Espectro tedrico del ligante Azabox (a) y espectro de masas
FAB™ de ligante (b).

De los resultados obtenidos por el conjunto de técnicas seleccionadas (RMN de 'Hy
3¢, espectroscopia de masas modo FAB*; AE y FTIR se puede concluir que se logré la

sintesis del ligante Azabox.

6.1.2.4. FUNCIONALIZACION CON ESTIRENO DEL LIGANTE AZABOX

CH
2 /CHZ
NaBr
_—
Benceno/H,O
NBu,Br
Cl Br

Figura 33.- Esquema de reaccion de la bromacion del 4-CME.
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Para funcionalizar el ligante Azabox se efectia la reaccion de bromaciéon del 4-CME,
esto se hace debido a que la velocidad de sustitucion de los productos bromados es
mucho mayor que la de los clorados. Ensayos preliminares mostraron que no se

obtiene el producto si la reaccion se hace directamente con el 4-CME.

La reaccion de obtencion del 4-BME, se presenta en la Figura 33 y fue descrita en la
seccion experimental 5.3.2.4.1. Se obtuvo un liquido viscoso transparente. Los

resultados de la caracterizacidon del producto se muestran a continuacion.

6.1.241. RMN DE 'H Y C DE 4-CME Y SU COMPUESTO
BROMADO

Se adquirieron los espectros de RMN de *H y de *C (Figura 34) del producto obtenido
de la reaccion de bromacién del 4-CME. En ellos se puede observar sefiales de los
productos de 4-CME y 4-BME debido a que la purificacion del producto de reacciéon a

través de la cromatrografia de columna no es 6ptima.

En el espectro de 'H se observa un conjunto de sefiales en 7.32 ppm correspondientes
a los protones del anillo aromatico; en 6.66, 5.77 y 5.27 ppm se localizan los tres
protones correspondientes a la doble ligadura vinilica, los resultados de la integral

mostrados en la misma figura concuerdan con lo mencionado.

Debido a que la purificacion del producto de reaccion 4-CME no es completa se puede
observar dos sefiales en 4.54 y 4.45 que corresponden al —CH,- unido al halégeno —ClI

y —Br respectivamente.

En el caso del espectro de *3C se observa la misma situacién que en el experimento de
'H. Las sefiales en 137.5 y 136.77 ppm se atribuyen a los carbonos cuaternarios del
anillo aromatico, la sefial en 136.05 ppm corresponde al metino de la doble ligadura
disponible, las sefales en 128.7 y 126.88 ppm pertenecen a los —CH del anillo
aromatico, la sefial en 114.4 ppm se atribuye -CHo-.
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Debido a que la purificacion del producto de reaccion 4-CME no es completa se puede

observar dos sefales en 45.92 y 30.74 que corresponden al —CH,- unido al halégeno —

Cl y —Br respectivamente.
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Figura 34.-Espectros de 4-CME y compuesto bromado *H (a) y *C (b)

'H-RMN (CDCls, 8 ppm 300 MHz): 7.32 (m, 4H), 6.67 (m, 1H), 5,71 (d, 1H; J = 18.33
Hz), 5.27 (d, 1H; J = 12.21 Hz), 4.54 (s, 2H), 4.45 (s, 2H)

13C-RMN (CDCl3, & ppm 300 MHz): 137.38, 136.81, 135.91, 128.53, 126.44, 114.45,
45.90, 30.75.

Con los resultados obtenidos se concluye que el método de purificacion no permite
obtener un producto puro, ya que se encuentra presente el 4-CME, es decir el producto
de reaccién existe tanto el reactivo y el producto. Empleando el espectro de 'H se
determiné que la mezcla contiene un 37 % del 4-CME y 63 % de 4-BME. La presencia

de ambos compuestos en el producto ya ha sido estudiada. (168)
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6.1.2.4.2.

2,2"IMINO-BIS[(4S)-4-ISOPROPIL-4,5-DIHIDRO-OXAZOL

FUNCIONALIZADO CON ESTIRENO (AZA-F)

CH
= 2
0 NH 0
O e
N N -78°C, 96 h
HeC J—CH
B 3 3C/\ 3

C

CH
/2

THF, n'BuLi

J—CHy
HaC

Hs H

HsC

CHy

Figura 35.- Funcionalizacién con estireno de 2,2'imino-bis[(4S)-4-isopropil-

4,5-dihidro-oxazol].

En la Figura 35 se esquematiza la reaccion de sintesis del ligante Aza-f, a partir de la

funcionalizacién del ligante Azabox con el producto de la reaccidn que se muestra en la

Figura 33. La reaccion fue descrita en la seccion experimental 5.3.2.4.2. Se obtuvo un

sélido amarillo. Los resultados de la caracterizacion del producto se muestran a

continuacion.

6.1.2.4.2.1.

RMN DE *H Y *C LIGANTE AZA-F

En la Figura 36, se presentan los espectros de RMN de *H y **C con su asignacion del

producto de reaccién obtenido de la funcionalizacién con estireno de la Azabox.
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Figura 36.- Espectros de Aza-f 'H (a) y *C (b)
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'H-RMN (CDCls, & ppm 300 MHz) 7.37 (m, 4H), 6.68 (m, 1H), 5.79 (d, 1H; J = 17.7),
5.29 (d, 1H; J = 10.89 Hz), 4.90 (s, 2H), 4.44 (dd, 2H; J = 8.43 Hz, J = 8.04 Hz), 4.14
(dd, 2H; J = 7.47 Hz, J = 6.60 Hz), 3.76 (s, 2H), 1.85 (s, 2H), 0.88 (d, 6H; J = 7.11 Hz),
0.80 (d, 6H; J = 6.93 Hz).

3C.-RMN (CDCl3, & ppm 300 MHz): 157.08, 137.21, 136.61, 136.45, 127.93, 125.98,
113.37, 71.29, 69.81, 52.62, 32.75, 18.55, 17.61.

Es de mencionar que el producto obtenido presenta impurezas. El compuesto es
purificado con el objetivo de eliminar el exceso de 4-CME, el cual se consigue reducir
hasta un 37%. Por otro lado, las sefiales mas importantes, sobre todo en el espectro de
13C corresponden al Azabox funcionalizada. La sefial mas significativa que muestra la
funcionalizacion de la Azabox es el metileno (-N-CH»-®). Esta sefal en el producto se

localiza en 4.90 ppm en 'Hy 52.62 ppm en **C.

En la Tabla 14 se presenta una comparacion de los desplazamientos quimicos (8) entre
los precursores, 4-BME, Azabox, y el producto, Aza-f. Los datos obtenidos por RMN de

'H y 13C sugiere la obtencién del Aza-f.

Tabla 14.- Desplazamientos quimicos obtenidos en experimentos de RMN de 'Hy **C
paralos precursores 4-BME, azabox y el producto, Azabox funcionalizada.

Compuesto 5 'H/ ppm 5 BClppm
REACTIVOS
CH,
=

4.45 (s) 45.92
-CH,-ClI -CH,-ClI
4.54 (s) 30.74.

X X=Cl 0 Br -CH-Br -CH-Br
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=C(NH)O-
., -CH,-O- 165.8
o N o 4.4,3.8 -CH(N)CH,-
W/ \D -CH(N)CH,- 69.4
N N 4.1 -CH,-O-
-CH(CHa), 65.4
/\ 1.7 -CH(CHa),
-CHs 32.9
1.0, 0.9 -CH,
18.6, 18.1
PRODUCTO
7
6.68 157.08
=CH-® =C(N)-O-
4.9 136.6
o AN -CH,- =CH-®
}/T )
3.75 52.62
e -CH;O- -CH,-

* -®=Anillo aromatico

6.1.2.4.2.2. ANALISIS ELEMENTAL LIGANTE AZA-F

En la Tabla 15 se presentan los resultados de analisis elemental (AE) obtenidos para el
ligante Aza-f. Se observa una diferencia entre los valores experimentales y tedricos

calculados que se atribuye a impurezas en el producto final.

Tabla 15.- Andlisis elemental ligante Aza-f.

Compuesto Tedrico Experimental
Ligante N% C% H% N% C% H%
Aza-f
Valores 11.83 70.94 8.23 11.09 68.05 7.80
% Error 6.25 4.07 5.22
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6.1.2.4.2.3. ESPECTRO DE INFRARROJO DE LIGANTE AZA-F

En la Figura 37 se muestran los espectros de FTIR que se adquirieron de los ligantes

Azabox y Aza-f purificado.

Azabox
Azabox
™
R, o]
o K - w ©
. . i < ©
Azabox funcionalizada - NooE B
2 2 5
o)) — =
N
o ?‘\I)
@ w f
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L 8
3 . .
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g 2
3 & 8
— 8 o =i
8o I
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- -1
Wavenumber (cm’') Wavenumber (cm)

Figura 37.- Espectros de FTIR del ligante Azabox (espectro superior), y del producto
obtenido de la funcionalizacién con estireno (espectro inferior).

En el espectro FTIR del ligante azabox se distinguen las bandas en 1638 y1590 cm™

gue corresponden a vibraciones del grupo imina (>C=N_)[149]. La banda en 765 cm™
se atribuye a las wy.4 de la amina secundaria y la banda en 1071 cm™ corresponde a

vibraciones de tension C-O.

En el espectro del ligante funcionalizado es claro observar que las bandas sefaladas
en el parrafo anterior se mantienen, pero con un ligero desplazamiento excepto la
banda que corresponde a la amina secundaria, esta banda desaparece lo cual es
conforme a lo esperado, pues al funcionalizar el ligante Azabox, la amina secundaria es
transformada en una amina terciaria. También es de mencionar la presencia de las
bandas del anillo aromético en 825 y 728 cm™, correspondientes a vibraciones de
deformacion fuera del plano de los 2H vecinos del anillo aromatico 1,4-
disustituido.(169)
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6.1.2.4.2.4. ESPECTROSCOPIA DE MASAS LIGANTE AZA-F

Se efectué el analisis de espectroscopia de masas FAB® del ligante Aza-f. Los
resultados obtenidos experimentalmente (Figura 38) muestran que el patron de
fragmentacion y la distribucion isotdpica corresponden adecuadamente al espectro
tedrico. El valor de m/z del ion molecular obtenido tiene un valor de m/z (FAB*): = 355,

mientras que el valor tedrico esperado es de m/z = 355.

355

100 +

80

60 —

40

% Abundacia relativa

20

] | |

T T T T T T
355.0 355.5 356.0 356.5 357.0 357.5 358.0

a) 385 I ) BEID b) p
Figura 38.- Espectro tedrico del ligante Aza-f (a) Espectro experimental
de masas FAB" de Aza-f (b)

6.2.SINTESIS DE COMPLEJOS DE LIGANTES MIXTOS

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacion es la sintesis de complejos de
coordinacion de ligantes mixtos que puedan ser utilizados como molécula horma en la
sintesis de MIP’s. Este complejo debe estar completamente caracterizado con la
finalidad de obtener un MIP con mejores sitios de reconocimiento. Estos sitios mejor

formados seran creados en el proceso de sintesis de MIP’s de pre-organizacion.

Por esta razén, con los ligantes previamente sintetizados y caracterizados se efectia el
estudio de las condiciones de sintesis de complejos de ligantes mixtos entre estos

ligantes y la enrofloxacina con diversos metales.

A continuacion se describe los resultados obtenidos en la sintesis de estos complejos

de coordinacion.
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6.2.1. COMPLEJOS SINTETIZADOS CON LIGANTE IDA

)
() ~y Y

|

o o
+ F
/A o)\/NH\/lQO = - LA
N H,O N\, 7
o—"~o
o = | \/k
o N o
o) o H
M2+ - CU2+, an+

3 eq NaOH para desprotonar ligantes

Figura 39.- Esquema de sintesis de complejos mixtos. Ligantes IDA: Enr: M.
Relacion estequiométrica 1:1:1.

Como primer paso se hizo la sintesis de los complejos con ligantes mixtos a partir del
IDA y la Enr, utilizando Cu®* y Zn?* (Figura 39). Las reacciones fueron descritas en las
secciones 5.4.1 y 5.4.2. Esto se hizo considerando que la estructura simétrica del
ligante favoreceria la obtencion de un monocristal y a su vez la caracterizacion de este
tipo de compuestos. Sin embargo, no se encontraron las condiciones adecuadas para

la obtencién de un monocristal de estos compuestos de coordinacion.

En ese sentido, se ha informado en la bibliografia la obtencion de varios complejos con
acido iminodiacético; estos pueden ser muy variados en funcién del valor de pH del
medio de reaccién, y las relaciones molares de los reactivos. Muchos de estos
complejos son poliméricos y muestran estructuras en cadenas con ordenamientos en
una, dos o tres dimensiones(45, 46). Los resultados obtenidos estan acorde con lo

informado en la literatura.
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6.2.2. COMPLEJO Na[Cu(Enr)(IDAE)]

D
® ~o ¥

(6] (e}
s N -
/A M —M—
N + o7 o
_ O)\/N\/\O
0T NF H,0
(e} o Z
P

M2+ - Cu2+ Zn2+

3 eq NaOH para desprotonar ligantes

Figura 40.- Esquema de sintesis de complejos con IDAE:Enr:M*, relacion
estequiométrica 1:1:1.

La reaccion de obtenciéon de los complejos de ligantes mixtos con el ligante IDAE, Enry
utilizando Cu®** y Zn** se efectuaron siguiendo la sintesis mostrada en la (Figura 40).

Las reacciones fueron descritas en las secciones 5.4.3y 5.4.4.

El compuesto de Zn*" sintetizado con el ligante IDAE no pudo ser caracterizado. Los
resultados de AE y EAA presentan un % de error mayor al 10% entre los valores
tedricos y experimentales. Por otro lado, los resultados de FTIR no son concluyentes
debido a que aunque en los espectros obtenidos se presentan las bandas
caracteristicas de ambos ligantes, éstos no proporcionan evidencia de tener un
complejo mixto. Este resultado se explica de manera similar al comportamiento

observado en los compuestos con ligante IDA.

Por otro lado, el compuesto de Cu®* con los ligantes IDAE y Enr se obtuvé un solido
azul el cual, con los resultados de AE, EAA y FTIR se puede proponer la siguiente
estructura del compuesto de coordinacion siguiente: Na[Cu(IDAE)(Enr)]. Los resultados

de la caracterizacion se comentan a continuacion.
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6.2.2.1. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO Na[Cu(IDAE)(Enr)]

6.2.2.1.1. ANALISIS ELEMENTAL Y ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA DE Na[Cu(IDAE)(Enr)]

Los valores experimentales obtenidos de AE y EAA se muestran en la Tabla 16, éstos

concuerdan adecuadamente con los valores tedricos de la estructura propuesta.

Tabla 16.- Resultados AE y EAA complejo Na[Cu(IDAE)(Enr)].

Compuesto Tedricos Experimental
Na[Cu(IDAE)(Enr)] C H N Cu C H N Cu

Valores 55.52 |1 4.95|8.09|9.18 | 54.56 | 5.05 | 8.85 | 8.62

% de error 1.73 [ 2.02 | 6.24 | 6.10

6.2.2.1.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DEL COMPLEJO
Na[Cu(IDAE)(Enr)]

En los espectros de FTIR del producto obtenido, se observan bandas caracteristicas de
ambos ligantes. En la Figura 41, se presentan los espectros de los precursores y el del
complejo mixto propuesto. Como se puede observar, el espectro del complejo mixto
sintetizado no presentan la banda entre 1733-1715 cm™ encontrada en sus
precursores, atribuida a las vibraciones de tension del C=0 (vc=0) del grupo carboxilico.
En el producto se observan dos bandas anchas, una entre 1720-1620 cm™ y otra en
1380 cm™ que se atribuyen a la formacion de un enlace de coordinacién de C-O- con
Cu®*. Otra banda que se conserva de la Enr es la que se localiza en 1257 cm™ y

corresponde a Ve,

Esto apoya la formacién del complejo y que la coordinacién de la Enr se lleva a cabo a
través del &tomo de oxigeno 3 perteneciente al carboxilato y al a&tomo de oxigeno del
grupo 4-oxo. (100, 101).
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Figura 41.- Espectros de FTIR de los ligantes Enr, IDAE y complejo Na[Cu(IDAE)(Enr)]

Con base a nuestros resultados, la sintesis de complejos de ligantes mixtos entre los
ligantes IDAE y Enr no se ve muy favorecida, debido a que la enrofloxacina es un
ligante de naturaleza zwitteridnica (90-92), influido por el pH del medio de reaccion.
Esto favorece mezclas complejas que no son convenientes para ser utilizados como
hormas en la sintesis de MIPs con centro metalico. Por esta razon, nos dimos a la tarea
de buscar ligantes que pudieran cumplir con las condiciones para ser utilizados en la
sintesis de complejos de ligantes mixtos para ser utilizados como moléculas hormas en

la sintesis de MIP’s.

El ligante propuesto para efecturar el complejo de ligantes mixtos que pudiera cumplir
con las condiciones para la sintesis de polimeros estampados, fue la azabis(oxazolina)

(Azabox) funcionalizada con estireno (Aza-f).

Sin embargo, los primeros ensayos para la sintesis de complejos mixtos se efectuaron
con ligantes que presentaran un comportamiento similar en cuanto a quimica de
coordinacion con respecto a la Azabox y pudieran ser adquiridos comercialmente. Los
ligantes escoguidos para esta tarea fueron la 1,10 fenantrolina (Fen) y terpiridina (Ter).
Estos fueron utilizados en los ensayos para definir las condiciones experimentales de

sintesis de complejos entre la enrofloxacina y Cu?*.
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6.2.3. COMPLEJO [Cu(Fen)(Enr)(H20)]PF¢-H2O

6.2.3.1. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO

[Cu(Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,O

Y Y
—N N K/N N NaOH
\ / \ | | + Cu(NOz), N
— O MeCN/H,0, NaPFg H0—Cu
F SN\
o] OH

PF(,’ . HQO

Figura 42.- Esquema de sintesis del complejo [Cu (Fen)(Enr)(H,O)]PFs-H,O

Se realiz6 la sintesis del complejo de ligantes mixtos de Cu?*, Enr y 1,10 fenantrolina,

Figura 42, La reaccion fueron descritas en las secciénes 5.4.5. Se ensayaron diferentes

condiciones de sintesis reportados por diferentes grupos de investigacién para

sistemas similares (103, 125). Las primeras pruebas efectuadas en la sintesis del

complejo se utilizé una relacion H,O-MeCN 40:60 v/v como disolvente de sintesis,

finalmente, se seleccion6 la mezcla de H,O-MeCN con una relacién 30:70 v/iv

para la

sintesis de los complejos, debido a que mostrdé un mejor sintesis de los compuestos.

Por otro lado, el compuesto de Cu?* con los ligantes 1,10 fenantrolina y enrofloxacina

se obtuvd un soélido azul Los resultados de la caracterizacion se comentan a

continuacion.
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6.2.3.1.1. ANALISIS ELEMENTAL Y ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA DEL COMPLEJO [Cu
(Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,O

Los valores experimentales obtenidos de AE y EAA se muestran en la Tabla 17, éstos

concuerdan adecuadamente con los valores tedricos de la estructura propuesta.

Tabla 17.- Resultados de AE y EAA complejo [Cu (Fen)(Enr)(H,O)]PFg¢-H,O

Compuesto Teodricos Experimental
[Cu(Fen)(Enr)(H,O)]PFs-H,O | C H N Cu C H N Cu

Valores 47.54 | 4.2418.94|8.12 | 47.30 | 4.49 |8.93|8.11

% de error 0.50 |5.57]0.11|0.12

6.2.3.1.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DEL COMPLEJO
[Cu (Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,O

En la Figura 43 se puede observar bandas caracteristicas de la Fen a través de la
presencia de las bandas siguientes 1660 cm™ correspondiente a N=C y la bandas en
853 cm™, correspondiente a los alquenos; 739 cm?, 695 cm® y 623 cm®
correspondientes a los anillos arométicos Por otro lado, para la Enr se observan las
bandas en 1628 cm™ correspondientes al C=0 del anillo; 1467 cm™, correspondiente a
los grupos C=C aromaticos; la sefial en 1289 cm™, se asigna al enlace C-F; y, la banda
en 1254 cm™ correspondiente al C=0 del carboxilato. Adicionalmente en el compuesto
formado (complejo) no se observa la banda en 1734 cm™ que corresponde al (C=0) del
carboxilato libre. Por otro lado, la banda de 1628 cm™, tiene una disminucién y hay la
aparicion de una pequefia sefial a 1580 cm™ lo cual, se puede relacionar con la
participacion en el enlace de metal con el grupo 4-oxo. Con base a estas dos bandas
se apoya la forma en que proponemos la coordinacion de la Enr que es por el grupo 4
oxo y carboxilato del grupo 3. Este hecho se encuentra ampliamente informado en la
bibliografia. Adicionalmente, se encuentra bien definida la presencia de PFg en el

compuesto debido a la sefial en 840 cm™.
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Figura 43.- Espectros de IR de los ligantes Enr, Fen y complejo
[Cu(Fen)Enr(H,0)]PFs-H,O

6.2.3.1.3. ESPECTROSCOPIA DE MASAS COMPLEJO
[Cu(Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,O

Al complejo [Cu(Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,0 se le realiza un analisis de espectroscopia de
masas en modo FAB" en el cual se determina el ion molecular [Cu(Fen)(Enr)]" el cual

tiene un valor tedrico de m/z = 601 concordando con el valor experimental obtenido.

Por otro lado la molécula de agua de coordinacidn propuesta en la estructura
[Cu(Fen)(Enr)(H20)]PFs-H,O 'y corroborada por rayos X para el complejo
[Cu(Fen)(Enr)(H20)]NO3-(H20), no se logra detectar en el ion molecular, esto se
atribuye a la pérdida de la misma durante el analisis de masas. Adicionalmente, se
compara la distribucion isotopica teérica con la obtenida experimentalmente y se
concluye que son similares. Estos resultados concluyen con la obtencion el complejo

deseado. Figura 44.
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Figura 44.- Espectro tedrico del ion molecular [Cu(Fen)(Enr)]" (a)
Espectro experimental de masas FAB" del ion molecular
[Cu(Fen)(Enr)]" (b)

6.2.3.1.4. CRISTALOGRAFIA DEL COMPLEJO
[Cu(Fen)(Enr)(H20)]NO3 (H20),

Se efectuaron diversas pruebas para la obtencién de monocristales. Se emplearon
disolventes en los que el complejo es soluble como son: (CH3),CO, MeOH, MeCN,
EtOH; se realizaron mezclas de disolventes, difusién y variacién de la temperatura (frio
y temperatura ambiente). Se obtuvo el complejo [Cu(Fen)(Enr)(H20)]NO3-(H20), al cual
se le realiz6 la difraccion de rayos X de monocristal, encontrando la estructura
mostrada en la Figura 45. Esta estructura no estaba informada en la literatura, por lo

cual se publico en el Acta Crystallographica Section E(148).

Los resultados de R-X se encuentran en el anexo I.
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Figura 45.- Estructura del complejo [Cu(Fen)(Enr)(H,O)] NOs
(H20)2.

En la estructura se puede observar un namero de coordinacion 5 alrededor del ion
metalico Figura 45. Formando una estructura de piramide base cuadrada. La Enr esta
coordinada a través de los oxigenos 4-oxo y 3 —carboxilato, mientras, la 1, 10
fenantrolina se coordina por los grupos donadores N-N. La estructura obtenida y la
forma de coordinarse estan acorde a compuestos de coordinacion informados en otros

trabajos.

El Cu®* esta coordinado por dos atomos de oxigeno de la enrofloxacina y dos 4tomos
de nitrégeno de la 1,10 fenantrolina en el plano basal y se encuentra coordinada una
molécula de agua en la posicion axial. El &ngulo de los enlaces O1-Cu-O2 es de 92.94°
y 82-08° para los enlaces N1-Cu-N2. El ion Cu?* esta desviado del plano basal por
0.1439 A. El sitio apical esta ocupado por una molécula de agua con una distancia de
enlace Cul-O1 es de 2.253 A y un angulo de 89.69°. El atomo de oxigeno del
carboxilato no coordinado [Cul---O3 = 4.020 A] por arriba del plano basal de la
piramide. El atomo trans del plano basal proporciona angulos O1-Cu-N1= 169.36° y
02-Cu-N2 = 170.46°.

El empaquetamiento de la estructura del cristal del complejo esta basado por
estructuras en capas Figura 46. Todas las unidades son conectadas via O-H---O a

través de puentes de hidrégeno formando una cadena infinita en una sola dimension a
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lo largo [001]. Adicionalmente, los cationes estan unidos a través de interacciones

débiles n-n, o cual, completa el arreglo supramolecular en 3 dimensiones.

Figura 46.- Empaquetamiento complejo del [Cu(Fen)(Enr)(H,0)]
NO3 (H20)..

130



6.2.4. COMPLEJO [Cu(Terp)(Enr)]PFe-(H20)4

6.2.4.1. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO
[Cu(Terp)(Enr)]PFe-(H20)4

N, C Nﬁ Y N N
\ g k/ MeCN/H,0, NaOH | 7 N\, /" N
N/ \

N N Cu(NOs),, NaPFg Cy
l \ l N | —_— o/ \o PFe + 2NaNOj
o ]
S )\@@
1

[¢] OH

Figura 47.- Sintesis de complejo con ligante terpiridina.

Se realiz6 la sintesis del complejo de ligantes mixtos de Cu®*, Enr y terpiridina, Figura
47, La reaccion fueron descritas en las secciones 5.4.6. Para la sintesis de este
compuesto se utilizaron las mismas condiciones de usadas en el complejo del ligante 1,

10 fenantrolina.

Las primeras pruebas efectuadas en la sintesis del complejo se utilizd una relacion
H,O-MeCN 40:60 v/v como disolvente de sintesis, finalmente, se seleccioné la mezcla
de H,O-MeCN con una relacion 30:70 v/v para la sintesis de los complejos, debido a
que mostré un mejor sintesis de los compuestos. Por otro lado, el compuesto de Cu**
con los ligantes terpiridina y enrofloxacina se obtuvo un solido azul Los resultados de la

caracterizacion se comentan a continuacion.
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6.2.4.1.1. ANALISIS ELEMENTAL Y ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA COMPLEJO [Cu(Terp)(Enr)]PFs (H20)4

Los resultados experimentales de AE y EAA, se muestran en la Tabla 18, éstos

concuerdan adecuadamente con los valores tedricos de la estructura propuesta.

Tabla 18.- Resultados de AE y EAA, complejo [Cu(Terp)(Enr)]PFes (H20)a.

Compuesto Teodricos Experimentales
[Cu(Terp)(Enr)]PFe C H N Cu C H N Cu
“(H20)4
% masa 46.76 | 4.73 | 9.62 | 7.28 | 44.80 | 4.43 | 9.74 | 7.52
% Error 419 | 6.34 | 1.24 | 3.29

6.2.4.1.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO COMPLEJO
[Cu(Terp)(Enr)]PFe (H20)4

En los espectros de FTIR, se observan bandas de ambos ligantes; entre las cuales, se
pueden observar para el ligante Terp las siguientes bandas: 1421 cm™ correspondiente
al C=N, y en 1258 cm™ y 655 cm™ correspondientes al N aromaético. Por otro lado, para
la Enr se observan las bandas en 1628 cm™ correspondientes al C=0 del anillo; 1467
cm™, correspondiente a los grupos C=C aromaticos; la banda en 1289 cm™, se asigna

al enlace C-F; y, la banda en 1250 cm™ correspondiente al C=0 del carboxilato.

En el espectro del complejo obtenido, se observa la desaparicion de la banda en 1734
cm™ banda que corresponde al C=0 del carboxilato libre. Por otro lado, la banda de
1628 cm™ tiene una disminucién. Con base a estas bandas se apoya la forma en que
proponemos la coordinacién de Enr por el grupo 4 oxo y carboxilato del grupo 3, lo que

sugiere que la férmula propuesta es adecuada. Figura 48.
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Figura 48.- Espectros de IR de los ligantes Enr, Terp y
complejo [Cu(Terp)(Enr)]PFg (H,0)4

6.2.4.1.3. ESPECTROSCOPIA DE MASAS MODO FAB™ COMPLEJO
[Cu(Terp)(Enr)]PFe (H20)4

Al complejo [Cu(Terp)(Enr)]PFs (H20), se le hizo un andlisis de espectroscopia de
masas en modo FAB" en el cual se determind el ion molecular [Cu(Terp)(Enr)]" el cual
tiene un valor tedrico de m/z = 654 concordando con el valor experimental obtenido.
Adicionalmente, se compara la distribucion isotopica tedrica con la obtenida

experimentalmentey se observa una correlacion adecuada entre ellas. Figura 49.
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Figura 49.- Espectro tedrico del ion molecular [Cu(Terp)(Enr)]" (a)
Espectro experimental de masas FAB" del ion molecular
[Cu(Terp)(Enn)]* (b)

Los ensayos efectuados en la sintesis de complejos mixtos con los ligantes 1,10
fenantrolina y terpiridina sirvieron para definir una metodologia de sintesis de
compuestos de ligantes mixtos de éstos con la enrofloxacina. Se definié que la mezcla
Optima de disolventes es de 70:30 MeCN/H,O. La sintesis de los complejos de

coordinacion con el ligante Azabox y Aza-f se efectuaron siguiendo ésta.

6.2.5. COMPLEJO [Zn3(Azabox)s]NO3

Zn(NO,),, NaOH
=== [Zn,(Azabox)JNO,
OH MeCN:H,0

Figura 50.- Ruta de sintesis del complejo [Zn(Azabox)(Enr)]NOz-H,O
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Es importante mencionar que la quimica de coordinacion de la azabis(oxazolina) no ha
sido estudiada hasta la fecha con profundidad y muestra un comportamiento diferente
cuando el ligante esta funcionalizado o no, es decir, el grupo N-H que une a los dos
anillo oxazolinicos se desprotona facilmente en presencia de iones metalicos dando
diferentes formas de coordinaciéon. Se hicieron varios ensayos para obtener el complejo
con los ligantes Azabox y Enr con el Zn?* Figura 50. El resultado de estos ensayos no
fue el complejo de Zn** con los ligantes enrofloxacina y Azabox. EI compuesto obtenido
de esta reaccion fue el complejo [Zn3z(Azabox)s]NOj;. Este compuesto no tiene

presencia de enrofloxacina.

6.2.5.1. CARACTERIZACION DEL COMPLEJO [Zn3(Azabox)s]NO3
6.2.5.1.1. CRISTALOGRAFIA DEL COMPLEJO [Zn3(Azabox)s]NOs

La estructura cristalina del complejo [Zn3(Azabox)s]NO3 fue obtenida por difraccion de

rayos X y se ilustra en la Figura 51.

Figura 51.- Complejo Azabox y zinc
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Como se observa en la estructura es un complejo trimetalico donde la oxazolina
muestra dos formas de coordinacion diferentes, como ligante bidentado con una
distancia de los nitrégenos del anillo oxazolinico al zinc de, 1.98 A, (N-Zn) ver anexo |,
en esta forma de coordinacion el nitrégeno puente queda muy lejos del metal, a una
distancia aproximada de 3.28 A, lo suficiente para no considerarse enlazado. Sin

embargo, de las cinco bis-oxazolinas dos se coordinan a través del nitrégeno puente.

La geometria alrededor del &tomo de zinc central, al que Unicamente se coordinan las
bis-oxazolinas de forma bidentada, es tetraédrica, aunque muy distorsionada, la
coordinacion bidentada de la oxazolina genera angulos de enlace de 93.5 °, mientras
gue el angulo N-Zn-N entre moléculas de bis-oxazolina es de 113.4°. Por otro lado el

angulo entre los nitrégenos puente y el zinc es de 107.8°.

El empaquetamiento del cristal del complejo esta dominado por estructura de capas
(Figura 52).

Figura 52.- Empaquetamiento Complejo azabox y zinc
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El disolvente dentro de la red cristalina no se define bien, esto debido al desorden

propio de éste dentro del cristal, ademas de que se después de algunos dias de

coleccion el cristal se fractura y no es posible tener mayor informacion estructural.

6.2.6. COMPLEJO [Zn(Enr)(Aza-f)]NO3-H,0

:

7

HyCH

LY

o

£

Zn(NO3),NaOH

MeCN/H,0

COOH

T
A4
N

NOy

+NaNO3 + H,0O

Figura 53.- Ruta de sintesis del complejo [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,O

La reacciéon de sintesis del complejo de [Zn(Enr)(Aza-f)]NO3-H,O se presenta en la

Figura 53 y fue descrita en la seccion experimental 5.4.8. Los resultados de la

caracterizacion del compuesto se comentan a continuacion.

6.2.6.1. CARACTERIZACION DE [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3 H,0

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion del complejo obtenido fueron las

siguientes: AE, EAA, RMN de *C, FTIR y espectroscopia de masas modo FAB*.
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6.2.6.1.1. ANALISIS ELEMENTAL y ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCION ATOMICA DE COMPLEJO [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs
H,O

Por otro lado, los resultados de EAA y AE del complejo [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3-H,O se

muestran en la Tabla 19. En esta se observa que hay una correlacion razonable entre

los valores tedricos y experimentales.

Tabla 19.- Resultados de AE y EAA, complejo [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3z-H,0O

Compuesto Teoricos Experimentales
[Zn(Enr)(Aza- C H N Zn C H N Zn
fINO3-H,O

% masa 54.70 | 6.31 | 11.16 | 7.45 | 55.20 | 6.02 | 11.12 7.88
% Error 091 | 4.6 0.36 5.7

6.2.6.1.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DEL COMPLEJO
[Zn(Aza-f)(Enr)]NO3 H,O

En el espectro FTIR del complejo se encontraron bandas caracteristicas de ambos

ligantes.

En los espectros de infrarrojo del complejo de Zn?* con los ligantes Enr y Aza-f (Figura
54), las sefiales de Enr se caracterizan por las siguientes bandas: 3443 cm™ v(O-H);
1736 cm™ v(C=0) grupo COOH; 1628 cm™ v(C=0) cetona; 1508 cm™ v(anillo); 1467
cm™ §(CH2) + v(CC); 1341 cm™ v(CC); 1255 cm™ v(C-0). El de la Aza-f 1690 cm™
v(C=N), sefial similar se ha observado en complejos de cobre con el ligante analogo
bis-oxazolina(170). 1686 cm™ v.s(-C=N) de grupo oxazolinas; 1441 cm™ v(C-N) del
grupo ( "™ ): 1240 cm™ y 1058 cm™ v(C-N) de aminas alifaticas terciarias. En el
espectro del complejo se observan bandas caracteristicas que pertenecen a ambos

ligantes.
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Figura 54.- Espectro de IR de complejo [Zn(Aza-
f)(Enl‘)] NO;-H,0.

Sin embargo, las bandas caracteristicas como la que aparece en 1736 cm™ debido al
COOH no se detecta en el espectro del complejo; esto como resultado de la formacién
de un enlace de coordinacién de C-O- con Zn?*. Por otro lado, Cuando se genera un
grupo carboxilato a partir del acido carboxilico los enlaces C=0 y C-O son remplazados
por 2 enlaces C-O y esto se caracteriza por el desplazamiento de la banda del C=0 del
carboxilo alrededor de 130 cm™ hacia un nimero de onda menor y las vibraciones de
tensién asimétrica que ocurren entre 1440-1335 cm™. Las bandas del carboxilato

aparecen en 1619 cm™ vas(jfff), y la presencia de la banda en 1415cm™ VS(,L, )
sugiere que el grupo puede participar en un enlace con un ion metalico. Por otro lado,
el C=0 cet6énico muestra un desplazamiento de una banda de 1628 cm™ v(C=0)
cetona en Enr libre a una banda 1581 cm™ cuando C=O participa en un enlace de
coordinacion. Estos cambios en el espectro de infrarrojo sugiere que la coordinacion
del ligante Enr es através de un oxigeno del grupo carboxilato y un oxigeno del grupo

piridona.
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6.2.6.1.3. ESPECTROSCOPIA DE MASAS DE COMPLEJO [Zn(Aza-
f)(Enr)]NO3-H,0

En los espectros de masas FAB" se encontro el pico m/z = 777 correspondiente al ion
molecular [Zn(Aza-f)(Enr)]", se corrobora que el patron isotopico en es semejante a la
tedrica, con lo cual, sugiere que la composicién del complejo es la propuesta. Figura
55.
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Figura 55.- Espectro tedrico del ion molecular [Zn(Aza-f)(Enr)]" (a)

+

Espectro experimental de masas FAB" del ion molecular [Zn(Aza-f)(Enr)]

(b)

6.2.6.1.4. RMN *3C DE COMPLEJO [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3 H,0
Se adquirieron espectros de RMN de **C de los ligantes Aza-f, Enr y Com. Las sefiales

mas importantes que sufren modificacion debido al efecto de la coordinacion son: las

sefiales C-2 y C-4 de Enr que desaparecen; adicionalmente, C-1 y C-3 muestran
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similares desplazamiento quimicos con respecto a otros complejos de FQ's(112).
Figura 56 y Tabla 20.

H,C 3
—_\Ha H;
Enr Aza-f

Figura 56.-Estructuras de Enr y Aza-f con asignaciones para **C NMR.
Desplazamientos de **NMR del complejo de [Zn(Aza-f)(Enr)NO3-H,0.

Tabla 20.- Desplazamientos **C para el complejo de Zn.

# Carbono Enr Aza-f [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3-H,O
1 147.56 - 151.11
2 108.20 - -

3 177.23 - 177.98
2a 167.25 - 171.90
4 139.31 - -

[ 59.67 59.61
j 166.74 169.98
k 66.75 65.33

I 69.81 68.42
m 32.29 33.93
n 18.67 19.15
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6.3. COMPLEJOS MIXTOS UTILIZADOS COMO HORMAS

Los complejos del ligante IDAE se obtuvieron y fueron utilizados para efectuar ensayos
de las condiciones de polimerizacion y evaluar propiedades de adsorciéon de los

polimeros obtenidos.

Los complejos de los ligantes 1,10 fenantrolina y terpiridina fueron utilizados para

determinar las condiciones de sintesis de complejos mixtos con Enr.

Los complejos de ligantes mixtos de 1,10 fenantrolina y terpiridina no fueron utilizados
como horma en la sintesis de MIP, ya que, no contaban con un ligante susceptible de

polimerizar para unirse covalentemente a la matriz polimérica.

El complejo de ligantes mixtos de Aza-f y Enr fue utilizado como molécula horma en la

sintesis de MIPc.

6.4.POLIMERIZACION
6.4.1. SINTESIS DE POLIMEROS CON COMPLEJO Na[Cu(Enr)(IDAE)]

Una vez realizada la caracterizacion del complejo de Cu?* con los ligantes Enr e IDAE.
Se hicieron ensayos para determinar las condiciones de sintesis de polimeros
estampados utilizando como molécula plantilla al complejo Na[Cu(IDAE)(Enr)]. Por otro
lado, para comparar el efecto del enlace de coordinacion, se sintetizaron otros dos tipos
de polimeros. Uno utilizando como plantilla a la Enr y otro sin ningun tipo de plantilla.
Se usaron dos monomeros funcionales: estireno y acido metacrilico. Las relaciones
molares utilizadas del monémero funcional fueron (0.5 y 4.0) con respecto al monémero
entrecruzador (EDGMA) (23.5 y 20) respectivamente (Figura 57). En la sintesis de
polimeros estampados un parametro muy importante a considerar es la relacion molar

gue hay entre el monémero:horma:entrecruzador. (M:H:E) debido a que esta relacion
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determinara el desempefio en el reconocimiento molecular del polimero hacia la

molécula horma.

H,C

| | 60°C, 12 h

H,C o ) .

Monémero + ° \H/\\o/\/ \|/\CH3 - Pg:;mn(zcr)o
CH, e} DMSO, sin plantilla

H,C

HsC o | 60°C,12h .
Monémero + \H/\o/\/ \|\/\\CH3 _— P0I||Err111rero
o) DMSO, Enr

’ ) [ o | 60°C,12h Polimero
Monémero  + I | CHg - complejo

DMSO, Na[Cu(IDAE)(Enr)

CH,

Monoémero = > \\
o

Figura 57.- Esquema general de sintesis MIP’s ligante IDAE.

En el caso del monémero funcional se requiere que forme el complejo de pre-
polimerizacién con la molécula horma, por lo que, una relacion baja de mondmero
funcional puede no desplazar el equilibrio a la formacién del complejo de pre-
polimerizacion y una vez obtenido el polimero, éste no cuente con sitios de union
adecuados. Por otro lado, una cantidad alta de mondmero daria un polimero muy
entrecruzado y sin sitios de unién para la molécula de interés. En el caso del
entrecruzador una relacion molar baja da como resultado un polimero muy flexible y por
lo tanto, los sitios de reconocimiento formados colapsan teniendo un polimero con un
desempefio bajo. En el caso de una relacion molar alta da un polimero muy
entrecruzado que no permite la transferencia de la molécula de interés hacia los sitios
de unién. En muchos protocolos de sintesis la relacion (M:H:E) que mas ha sido

utilizada para la sintesis de polimeros no covalentes es (4:1:20). Sin embargo, al ser un

143



punto muy importante en la sintesis de MIP’s se han informado estudios para optimizar
la sintesis de MIP’s.(60, 171, 172)

En la sintesis de los polimeros usando el complejo del ligante IDAE se quiere probar
dos relaciones estequiométricas entre el mondmero funcional y el entrecruzador.

Adicionalmente la presencia del centro metéalico en la matriz polimérica.

Una vez obtenidos los polimeros sintetizados con base en el esquema anterior, éstos
son molidos, cribados a un tamafio de particula de 32um y lavados. Los polimeros
sintetizados con el complejo Na[Cu((IDAE)(Enr)] son procesados de la manera como se

muestra en la Figura 58.

Figura 58.- Esquema general de sintesis, tratamiento y de
MIP’s usando MAA y ES y complejo Na[Cu(IDAE)(Enr)]
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6.4.1.1. CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS

6.4.1.1.1. POLIMEROS LIGANTE IDAE

6.4.1.1.1.1. PRUEBAS DE RETOMA

Una vez que los polimeros se encuentran lavados y en el caso del polimero sintetizado
con el complejo de cobre, se le ha regenerado el centro metalico, se efectian pruebas

lote donde se evalla la union entre Enr y los polimeros.

Las pruebas de retoma por lote se llevan a cabo a través de incubaciones en serie,
donde una cantidad constante de polimero a evaluar se coloca en disoluciones de
concentracion conocida de Enr. Este experimento se realiza durante un periodo de
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio y con la finalidad de conocer la cantidad de

Enr unida al polimero y la cantidad de Enr libre en disolucion.

En este método, la capacidad de union de los polimeros con la Enr esta directamente
determinada en términos de cantidad de huésped unido a los polimeros. Una vez que
la cantidad predeterminada de polimero es agregado a la disolucién de Enr; se
mezclan, se dejan reaccionar por el tiempo suficiente hasta alcanzar el equilibrio. El
polimero es removido de las mezclas; y las concentraciones de Enr en la fase liquida

son determinadas a través de (UV-vis).

En la Tabla 21 se presentan los valores de la cantidad total de enrofloxacina que son
capaces de atrapar los polimeros en g de Enr/100 g de polimero. En la misma se
pueden comparar el efecto del centro metalico de los MIP’s sintetizados con el
complejo Na[Cu(IDAE)(Enr)], polimeros 1, 4, 7 y 10; respecto a los MIP sintetizados con
Enr, polimeros 2,5,8 y 11; vy, sin plantilla, polimeros 3, 6, 9y 12.
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Tabla 21.-Pruebas de retoma con polimeros estampados. Monémeros MAA y estireno.

. Relacién gr Enr/100
Caso Polimero .

molar gr polimero
1 MAA/EGDMA/[Cu(IDAE)(Enr)] 4:20:1 6.37
2 MAA/EGDMA/Enr 4:20:1 5.01
3 MAA/EGDMA/ 4:20 3.31
4 MAA/EGDMA/[Cu(IDAE)(Enn] 0.5:23.5 5.76
5 MAA/EGDMA/Enr 0.5:23.5/1 2.84
6 MAA/EGDMA 0.5:23.5:1 2.85
7 Estireno/EGDMA/[Cu(IDAE)(Enr)] 4:20:1 8.08
8 Estireno/EGDMA/Enr 4:20:1 3.59
9 Estireno/EGDMA 4:20 2.26
10 | Estireno/EGDMA/[CU(IDAE)(Enr)] | 0.5:23.5:1 5.66
11 Estireno/EGDMA/Enr 0.5:23.5/1 1.44
12 Estireno/EGDMA 0.5:23.5:1 =0

Adicionalmente, se compara el efecto del monémero funcional, se prepararon dos
grupos de polimeros utilizando al &cido metacrilico y estireno. También se estudia el
efecto de dos relacionanes molares entre el monémero funcional y el entrecruzador
4:20y 0.5:23.5.

Los polimeros con centro metalico en la relacién molar 4:20 polimero 1y 7 se observa
una mayor cantidad de Enr unida en polimeros preparados con estireno. Este
comportamiento se puede atribuir a que el acido metacrilico se comporta como ligante
e interfiere en la formacion del sitio de reconocimiento molecular. La competencia del
MAA como ligante con Enr e IDAE da como resultado un menor nimero de sitios de
reconocimiento especifico. Por otro lado, el estireno interacciona débilmente con la
enrofloxacina de modo que el polimero 7 se une a ésta mayoritariamente a través de

los sitios metalicos de union.

Los polimeros 7 y 8, sintetizados con estireno, uno preparado con Na[Cu(IDAE)(Enr)] y
el otro con Enr difieren solo en la presencia de sitios metalicos de unién. Se observa un
valor de 8.08 g de Enr/100 g de polimero 7 respecto a un valor de 3.59 g de Enr/100 g
de polimero para el polimero 8. Este resultado muestra el efecto positivo de los sitios

de union metalicos en el reconocimiento del polimero por la enrofloxacina.
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Los polimeros 1 y 2, sintetizados con &cido metacrilico, uno preparado con
Na[Cu(IDAE)(Enr)] y el otro con Enr difieren so6lo en la presencia de sitios metalicos de
unioén. Se observa un valor de 6.37 g de Enr/100 g de polimero 1 respecto a un valor de
5.01 g de Enr/100 g de polimero 2. Este resultado muestra una capacidad de unién
menor con respecto a los polimeros preparados con estireno. Esto se atribuye
nuevamente a que el &cido metacrilico, puede comportase como ligante resultando en

un polimero menos selectivo por la enrofloxacina.

Por otro lado, el agente entrecruzador, es un parametro muy importante en la
capacidad de union. Los polimeros que tienen una relacion estequiometrica 0.5:23.5
monomero funcional: agente entrecruzador. Polimeros 4, 5, 6, 10, 11 y 12, muestran
una reduccion en la cantidad de Enr unida al polimero, esto, sugiere la reduccion de las
interacciones entre los sitios de unién en el polimero y la Enr, como consecuencia
capta menos Enr. Este comportamiento se debe principalmente a una matriz polimerica

mas entrecruzada.

A pesar de observar una gran afinidad entre Enr y los polimeros que cuentan con
centro metélico sintetizados con el ligante IDAE, no fue posible caracterizar
completamente el complejo obtenido. Se ha informado (45) que los complejos de acido
iminodiacético pueden ser muy variados en funcion del pH y la relacion molar de los
reactivos. Muchos de estos complejos son poliméricos y muestran estructuras en
cadenas con ordenamientos en una, dos o tres dimensiones. Esto trae como
consecuencia que los centros de reconocimiento molecular sean heterogéneos. Debido
a que los resultados experimentales no coincidieron con las estructuras propuestas, no
conocemos completamente la estructura del complejo, por lo que la estructura del sitio
activo no esta bien definida resultando en sitios de reconocimiento heterogéneos.
Como consecuencia la capacidad de uniéon y la selectividad del polimero se ven

mermadas.

Como se habia observado en los ensayos de polimerizacion del ligante IDAE, el acido
metacrilico, se puede comportar como ligante e interferir con la estructura del complejo;

por otro lado, en el caso del estireno, las interacciones son débiles y se forman
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polimeros muy poco hidrofilicos, lo cual los hace malos candidatos para generar MIPs

gue funcionen en medios polares.

6.4.2. SINTESIS DE POLIMEROS CON EL COMPLEJO [Zn(Enr)(Aza-f)NO3
H,O

En la Figura 59 se esquematiza la sintesis del polimero con centro metélico utilizando
el complejo [Zn(Enr)(Aza-)NO3; H,0, definido como MIPc. Por otro lado, se preparan
otros dos polimeros con el objetivo de comparar el comportamiento del efecto del

enlace metalico.

I I
Hsch /\/OVK
20 o CH
H H o HZC\/\OH NIP
CHy © AIBN, % = 365 nm,
o‘ ﬁHZ MeOH
H CVK 0
20 Ms H o > \H/\CH3+ 4 HZC\/\ Enr iPe
CH, o OH AIBN, A = 365 nm
MeOH
[ I
20 HSC\H/\O/\/O\H/\CH;;+ 4 HZC\/\ [Zn(Enr)(Aza-f)INO, HZOMIPc
L i OH " AIBN, % = 365 nm
2 MeOH

Figura 59.- Esquema general de sintesis de MIP"s y NIP.

En el polimero denominado MIPe, se utiliza como plantilla tnicamente a la Enr, no tiene
metal por lo que es un polimeros no covalente y NIP es el polimero sintetizado de
forma similar a los MIPc y MIPe con la Unica diferencia de que no se utiliza ninguna

plantilla en su sintesis.
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La sintesis de MIPc es un poco mas compleja que la de MIPe, ya que es necesario

quitar la horma y regenerar el sitio de reconocimiento, esto se ilustra en la Figura 60.

Puente de hidrégeno

N
O p
N
N
F / 20 EGDMA, 4 1) MeOH,
_o AA CH,CI,
o -
Y A AIBN
'CN/ \N\ NOj3 hy 2) NaCN,
O/KN)\O 3)H,0, MetOH

%

Area en negro: matriz
polimerica

D: Disolvente.

Reconocimiento
molecular, Enr.

HyCH,C_
@

Figura 60.- Sintesis y regeneracion de sitio de regeneracion de MIPc.

El mondémero funcional seleccionado para la sintesis de los polimeros estampados de
este estudio fue el alcohol alilico (AA) ya que comparado con el acido metacrilico es
menos coordinante. De esta manera se favorece que el sitio de union en el polimero
MIPc sea formado a través del complejo de zinc y no por sitios no hormados
superficiales que tengan la capacidad de coordinar zinc. Adicionalmente, el AA tiene la
posibilidad de formar puentes de hidrégeno, por esta razén, la matriz polimerica tendra
una naturaleza hidrdfila, lo que le da una posibilidad de interactuar en medios polares.
El entrecruzador utilizado es el etilenglicoldimetacrilato (EDGMA) y el disolvente

porogénico que se usa es el metanol.
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Las relaciones estequiométricas a utilizar son las que utilizan muchos protocolos,

mondmero:horma:entrecruzador (M:H:E) 4:1:20. Esta relacion se mantiene fija.

Con el objeto de observar el efecto de la temperatura en la sintesis de los MIP’s y NIP
se ensayo la reaccion a tres temperaturas: 10, 20 y 30°C.

El método inicial de polimerizacién que se utilizo, fue el de lote, que ha sido por mucho
el mas ampliamente empleado en los trabajos informados en la literatura. Este método
se basa en la obtencion del polimero con la minima cantidad de disolvente. Una vez
obtenido el polimero, se muele y criba a un tamafio de particula de 32 pum. Sin
embargo, también esta informado que este tratamiento, presenta varios
inconvenientes(56). Como el dafio de los sitios de reconocimiento, heterogeneidad
importante en tamafio y forma de las particulas. Estos inconvenientes se aprecian en
las isotermas de enlace, efectuadas entre la Enr con los MIP’s y NIP. Las isotermas de
enlace presentaban mucha variabilidad, sugiriendo la heterogeneidad de los sitios de
reconocimiento en los MIP’s, lo que quiere decir que son materiales con caracteristicas

de reconocimiento molecular modestos.

Con base en lo anterior, el método de polimerizacion por lote tuvo que ser sustituido
por la polimerizacion por precipitacion y asi evitar el proceso de molienda.

Al obtener los polimeros, se lavan con dos disolventes, MeOH y CH,Cl,; esto remueve
del polimero los oligomeros de bajo peso molecular, reactivos sin reaccionar, asi como
residuos de AIBN. Adicionalmente, MIPc se lava con una disolucion acuosa de NaCN
en medio bésico para descoordinar el Zn?* presente en el polimero, posteriormente se
lava nuevamente, varias veces con agua y metanol para quitar completamente residuos
de cianuro. Finalmente, el centro de reconocimiento en MIPc se regenera con Zn*". El
esquema general del proceso descrito para la sintesis de MIPc se presenta en la Figura
60. Los lavados son analizados espectrofotométricamente para asegurar que estos han
sido hechos de forma eficiente, es decir, que se ha removido lo mas posible tanto la

horma como el resto de las sustancias productos de la reaccién de sintesis.
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6.4.2.1. CARACTERIZACION DE POLIMEROS MIPc, MIPe Y NIP

6.4.2.1.1. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Los espectros de infrarrojo obtenidos para los 3 polimeros sintetizados (MIPc, MIPe y

NIP) a 10°C, se presentan en la Figura 61. Los espectros de los polimeros no

mostraron diferencias significativas entre ellos. Las bandas siguientes: 3440 cm™, OH,
estiramiento; 2956 cm™, CH estiramiento, CH alifatico; 1728 cm™, CO estiramiento,
éster, CO y COOH; 1389 cm™, -O-CH, doblamiento; 1263 cm™, C-O doblamiento,
éster; 1160 cm™, doblamiento éster; 955 cm™, C-CHs; balanceo (16, 173) son

representativas del copolimero poli[(AA-co-EDGMA)].

%T

T

1512 cm™

T

1470cm™

— MIPC

T T T T T T T T 1
1600 1500 1400 1300 1200

Numero de onda, cm™

Figura 61.- FTIR polimeros sintetizados a 10°C.

Sin embargo, el espectro del polimero MIPc muestra bandas que se asignan al enlace

C=N (170) del ligante Aza-f y se encuentran localizadas en: 1512 cm™ y 1470 cm™.

Esas bandas son pequefias con respecto a las correspondientes al copolimero poli-
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[(AA-co-EDGMA)], debido a la relacion estequiométrica de los mondmeros con

respecto a la plantilla que es una relacion estequiométrica 5:1.

Los polimeros preparados a 20 y 30°C muestran espectros practicamente idénticos a

los mostrados anteriormente.

6.4.2.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE SOLIDOS **C
CP-MAS NMR DE NIP, MIPe y MIPc

Los espectros de RMN de *3C de sélidos de los materiales analizados (MIPc, MIPe y
NIP) se muestran en la Figura 62. Al comparar los espectros, se observa que los
polimeros que no fueron hormados utilizando el complejo metalico (MIPe y NIP) no
presentan diferencia en los desplazamientos quimicos. Mientras que en el espectro de
MIPc se encuentran sefiales que se pueden asignar al ligante Aza-f. Las sefiales tienen
los siguientes desplazamientos: 127.25 ppm, y 128.53 ppm (-CH- anillo de benceno del
estireno); 133.73 ppm (-C- anillo de benceno), 158.90 ppm (-N-C=N, anillo de la
oxazolina). Este resultado sugiere que el ligante Aza-f se encuentra unido
covalentemente al polimero. Sin embargo, debido a la resolucién de la técnica y que la
mayor parte del polimero proviene del entrecruzador que se encuentra en una relacién
estequiométrica 20:1 con respecto a la bis-oxazolina, las sefiales son pequefias y no
muy claras, no es posible decir con certeza que la bis-oxazolina esta estructuralmente

intacta, es decir, que no ha sufrido ruptura el anillo.
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Figura 62.-*C CP-MAS NMR polimeros sintetizados a 10°C.

6.4.2.1.3. ANALISIS ELEMENTAL DE NIP, MIPe y MIPc

Los resultados obtenidos del AE de los MIP’s y NIP lavados se muestran en la Tabla
22. Mediante AE se estimé la cantidad del ligante Aza-f que se une al polimero a través
de la determinacion cuantitativa de nitrégeno, ya que los polimeros per se no contienen

nitrégeno. (174).

Tabla 22.- Resultados AE de polimeros sintetizados a 10°C lavados.

Polimero | % de Nitrogeno tedrico | % de Nitrégeno | % de Nitrégeno
Polimero Tedrico Experimental
sin lavar Polimero lavado | Polimero lavado

NIP 0 0 0
MIPe 1.05 0 0.198
MIPc 2.09 1.04 1.017

Los datos experimentales fueron comparados con los datos tedricos del contenido de
nitrégeno basado en la estequiometria de nitrdgeno. En el caso del NIP y MIPe, fueron
sintetizados a travées de interacciones no covalentes. Los resultados de estos polimeros
estuvieron de acuerdo a lo esperado. El valor para el NIP fue de 0% de N, debido a que

no tenia ninguna fuente de nitrégeno.
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Por otro lado, en el caso de MIPe, que contenia a la Enr como fuente de N, el
comportamiento esperado era similar a NIP, debido a que las interacciones de Enr con
el polimero son no covalentes, sin embargo, experimentalmente se determin6 0.198 %
de N. Esto se atribuye a la Enr que quedo atrapada en la matriz polimérica y es
inaccesible a las moléculas del disolvente utilizado en los lavados del polimero

(metanol y diclorometano).

En el caso de MIPc lavado, el valor tedrico de nitrogeno es de 1.04%, considerando
solo la Aza-f. El valor experimental obtenido es 98% con respecto al valor tedrico. Este
resultado sugiere que la Enr ha sido removida del polimero con el lavado y que el
ligante Aza-f se encuentra unido a la matriz polimérica. Adicionalmente, se puede inferir
gue el disolvente (metanol y diclorometano) tiene un buen acceso hacia el centro de

reconocimiento.

6.4.2.1.4. CATALISIS

Con la finalidad de probar la integridad estructural del ligante Aza-f en la matriz
polimerica después de los procesos a que han sido sometidos los polimeros y
considerando que un posible problema con el ligante Aza-f es que el anillo oxazolinico
puede ser labil, dependiendo de las condiciones puede abrirse(175) y aun asi quedar
anclados los fragmentos a la red polimérica, de esta manera no se tendria un ligante
funcional, pero la composicion quimica del polimero no cambiaria mucho. Para
demostrar que el ligante Aza-f se encuentra intacto después de haber sido sometido al
proceso de polimerizacion, lavado y la regeneracion de los sitios de reconocimiento se
evaluo la actividad catalitica de MIPc en una reaccion de ciclopropanacién asimétrica

de estireno, Figura 63.

Esta reaccion es una forma conocida de analizar selectividad de isomeria en catalisis
asimétrica, ya que los productos de reaccion son los isémeros cis y trans asi como las
respectivas combinaciones R y S. Si la reaccion se lleva a cabo con un catalizador no

quiral, el resultado es la mezcla racémica al 50%.
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Figura 63.- Reaccion de ciclopropanacion utilizando MIPc.

Para este experimento, se ensayd con MIPc limpio sin metal, se regeneré el centro de
coordinacién con triflato de Cu?* en vez de regenerar el polimero con Zn?*. Esto debido
a que el Cu?* es activo para la reaccién de ciclopropanacion(175).

A pesar de que el centro del MIPc fue moldeado con un complejo de Zn?*, el polimero
logré retomar 9.18 mg Cu?*/g MIPc. El cual es un valor estequiométricamente parecido
al Zn** que es de 9.44 mg Zn**/g MIPc. Los resultados de la catélisis asimétrica del
MIPc reconstituido con Cu?*, empleandolo como catalizador, mostraron un rendimiento
de reaccion del 39% después de 24 h. con los siguientes excesos enatioméricos: un
%ee cis de 28.46 y % ee trans 24.59. Estos resultados no muestran una actividad
catalitica muy alta, pero la enantioselectividad no es mala si se considera que el
complejo [Aza-Cu] en fase homogénea muestra un 54% de % ee y es uno de los
mayores excesos enantioméricos conseguidos con este ligante. Por otro lado, MIPc
tiene una desventaja, para esta reaccion, debido a que no fue disefiado para catalisis
asimétrica, ya que la matriz polimérica tiene grupos —OH, lo que no es muy conveniente
para una reaccion que se lleva a cabo en un medio poco polar como es el CH,Cls.
Adicionalmente, la estructura alrededor del centro catalitico no es la ideal para la
enantioselectividad ya que fue hormada y con otro metal con una geometria diferente a
la necesaria para la catalisis. En principio para que tuviera un efecto mayor en la
velocidad de reaccion y enantioselectividad la geometria de la matriz polimérica
alrededor del metal deberia ser triangular, ya que el intermediario de la reaccion
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catalitica que Ilimita la velocidad de la reaccion es un carbeno coordinado a

(bisazabox)Cu™, y no la estructura tetraédrica que se moldeo.

A pesar de lo anterior, se puede inferir que la integridad del ligante Aza-f en el MIPc es
buena, experimentos donde se ancla la monooxazolina o donde se ancla el precursor
de ozaxolina (donde no se ha ciclado el anillo), catalizan la reacciéon de

ciclopropanacion pero los excesos enantioméricos encontrados son nulos.

6.4.2.1.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La morfologia de los polimeros sintetizados fue estudiada por microscopia electrénica
de barrido (SEM). En la Figura 64, se presentan micrografias obtenidas para NIP, MIPe

y MIPc. Se observan diferencias en términos de tamafio y morfologia.

10sy J0.00

Figura 64.- Microscopia SEM de A) NIP; B) MIPe; C) MIPc. Escala de barras 500 nm
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Los valores de tamario de particula obtenidos a través de la microscopia de barrido se

muestran en la Tabla 23.

Tabla 23.- Resultados tamafio de particula de polimeros

Definido en figura | Polimero Tamafio de particula
nm
A NIP 350
B MIPe 700
C MIPc 200

En reportes publicados (50, 57, 176) sobre polimeros estampados que utilizan como
monomero funcional al &cido metacrilico, MAA, se ha informado que la molécula horma
causa reduccion del crecimiento de la particula en la polimerizacion por precipitacion.
En el caso de sistemas no estampados, el MAA se asocia preferentemente entre si y
forma dimeros; por lo tanto, en la disolucién de pre-polimerizacion puede contener
ambas especies: MAA libre y dimeros de MAA, resultando en polimeros con mayor
tamafio de particula. Por otro lado, en los sistemas estampados, la presencia de la
molécula horma, contribuye con interacciones adicionales en la disolucién de pre-
polimerizacién, entre el MAA y la molécula horma reduciendo el tamafio de particula del

polimero final.

En el caso de nuestros resultados, se puede observar que el tamafio de particula del
polimero sin ningun tipo de horma; NIP, muestra un tamafio de aproximadamente 350
nm. Con respecto a la literatura se esperaria que este polimero tuviera el tamafio de
particula mayor de los tres polimeros; sin embargo, el resultado no fue el esperado. La
explicacion a este resultado se atribuye a las interacciones entre AA y MeOH que no
favorecen la interaccion entre los monomeros funcionales lo que da resultado una

reduccion del tamafio de particula.

El valor de tamafio de particula el polimero en el que se utiliz6 como horma a la
enrofloxacina; MIPe, tienen un tamafo aproximado de 700 nm. Este resultado no es
consistente con lo comentado anteriormente para otros sistemas. Lo que hace sugerir
gue la enrofloxacina al formar el complejo de pre-polimerizacién con los monémeros

forme agregados que resultan en particulas de mayor tamario.
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Finalmente el tamafo de particula de MIPc, es aproximadamente 200 nm de diametro,
este valor es el menor de los tres polimeros preparados, lo cual, esta acorde con lo
reportado en la literatura, debido a la presencia de la molécula horma en la disolucién
de pre-polimerizacion no permite la interaccion mondémero-mondémero 0 mondémero

libre.

6.4.2.1.6. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

No son comunes los estudios de calorimetria diferencial de barrido en el area de
polimeros estampados, tan solo cerca de un 0.3% de los estudios de estos materiales
han hecho DSC. Esto no es casual, ya que en la gran mayoria de los estudios de MIPs,
el efecto del estampado es insignificante con respecto a la estructura general del
polimero. Esto surge del hecho de que aproximadamente entre el 1 al 5% en masa del
polimero es la fraccion asociada al centro de reconocimiento molecular, lo cual no
influye significativamente en propiedades observables en DSC. Adicionalmente, en
general se trata de polimeros muy entrecruzados que no tienen posibilidad de muchos
cambios estructurales en funcion de la temperatura. Sin embargo, es importante
estudiarlas, sobre todo cuando se cuenta con sistemas con centro metalico, es muy
conocido que iones metélicos de transicion pueden interferir en la reaccién de
polimerizacién dando como consecuencia polimeros con estructuras, entrecruzamiento,
peso molecular, etc., diferentes con respecto a los polimeros que se han preparado sin

estos iones.

En la Figura 65 se presentan los termogramas obtenidos para los siguientes polimeros:
NIP, MIPe y MIPc.
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Figura 65.- DSC de polimeros NIP, MIPe y MIPc

Muchos estudios han reportado relajacion entalpica en polimeros sintéticos(177, 178)
sobre todo después de su envejecimiento. Este fendbmeno de relajacidbn se ha
estudiado mediante DSC y a menudo se observa en la region de la transiciéon vitrea,
Tg, durante el calentamiento del material. El proceso de relajacion entalpica o
“envejecimiento fisico” resulta en la disminucién de la energia contenida en el material,

por lo que se observa como una transicién endotérmica.

Debido a gue el sistema que se estudia en este trabajo no se caracteriza por una Tg, y
a que el ménomero mas abundante del sistema es el EDGMA de cuyos homopolimeros
no se reporta Tg, se considerd que el etilmetacrilato es el mondmero mas parecido y
cuyos homopolimeros reportan Tg de 65°C. Bajo esta consideracion, y tomando en
cuenta que el material como se estudia presenta un “envejecimiento fisico” se puede

atribuir la transicién por debajo de los 175°C a un proceso de relajacion entalpica.
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Una posible interpretacién de las transiciones térmicas que ocurren a una temperatura
mayor de 175°C se realizé considerando los trabajos con polimeros no moldeados pero
preparados a partir de etilenglicol dimetacrilato, los cuales han sido estudiados por
Cascaval et. al.(179) Estos autores realizaron un estudio de degradacién térmica, en él
se reportan que los homopolimeros de EDGMA funden a 310 °C, se depolimerizan por
debajo de 400 °C y se descomponen a partir de los 400 °C. En los termogramas
obtenidos para NIP, se observa una desviacion en la curva (transicion endotérmica)
gue ocurre en 275 °C y alcanza su maximo en 318 °C, esto se atribuye a la fusion del
sistema, al incrementar la temperatura aparecen mas transiciones que corresponden a

depolimerizacién y degradacion del copolimero.

El termograma de MIPe presenta un perfil parecido al detallado para NIP con pequefias
diferencias; en este sistema la temperatura de fusion se abate y comienza en 227 °C, el
maximo de esta transicién ocurre en 285 °C, esto pudiera atribuirse a que la estructura
del hormado modifica ligeramente la estructura general del polimero. Al continuar

incrementando la temperatura, se conserva el perfil mencionado.

Finalmente el termograma de MIPc presenta una transicion exotérmica alrededor de
165 °C, no observada en el copolimero AA-EDGMA. Esta transicion se atribuye a
(Com) presente en el sistema y se asigna principalmente a las moléculas de agua(141).
Al incrementar la temperatura la curva presenta una transicion endotérmica que

corresponde a fusion del sistema y finalmente depolimerizacién y descomposicion.

Adicionalmente, a través de DSC se analizaron los siguientes reactivos: AA, EDGMA y
Enr. Los cuales fueron empleados en la sintesis de los MIP. De los termogramas se
obtuvo sélo una transicion endotérmica para cada uno de los compuestos que
corresponde al punto de ebullicion o fusion, estos se tomaron en el inicio de transicién,

los resultados se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24.- Resultados de DSC. AA, EDGMA y Enr

T de fusién 6 ebullicién T de fusiéon 6 ebullicibn
Compuesto :
experimental reportada
AA 87 °C 96-98 °C
EDGMA 94 °C 98-100 °C
Enr 220 °C 226 °C
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6.4.2.1.7. CINETICAS DE ADSORCION DE ENROFLOXACINA EN
MIPc SINTETIZADOS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Con la finalidad de conocer si hay una influencia de la temperatura con respecto a la
capacidad de union de los polimeros que utilizan el enlace de coordinacién como sitios
de reconocimiento. Se determin6 la cantidad de enrofloxacina adsorbida por los
polimeros MIPc preparados a tres temperaturas diferentes (10°C, 20°C y 30°C).

También se definié el tiempo en el que se llega al equilibrio.

En la Figura 66 se muestran los resultados de la evaluaciéon de la cinética de unién de
los polimeros sintetizados a diferentes temperaturas. De estos ensayos se encontro
que el polimero sintetizado a 10°C, presenté mejor capacidad de union para la Enr, es
decir acepta mayor cantidad de la FQ, y no se observan diferencias en la velocidad con
la que llega al equilibrio cada caso. Este resultado es acorde a lo esperado, ya que a
temperaturas menores se favorece el ordenamiento en la etapa de pre-polimerizacion;
Por lo tanto, el polimero resulta con mejores sitios de unidn. Este resultado esta acorde

a lo informado en trabajos similares(16, 71)
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Figura 66.- Cinética de unién de MIPc para Enr.
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Se encontré que las velocidades de adsorcidon son rapidas y que se ha llegado al

equilibrio después de 20 minutos. En la figura 67 se observa la cantidad de Enr unida
Vs tiempo.

1.0x10™ 1 o )
Cinética de unién de MIPc (10°C) vs Enr
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0.0 4 ]
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Figura 67.- Cantidad de Enr unida en MIPc (10°C) vs tiempo.

6.4.2.1.8. CINETICAS DE ADSORCION DE NIP, MIPe Y MIPc
Se realizaron estudios de cinéticas de adsorcién con los tres tipos de polimeros

lavados, y en el caso del MIPc se regenero el centro metélico, para ello se gréfica la
cantidad de Enr libre vs tiempo (Figura 68).
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Figura 68.- Cinéticas de adsorcion de polimeros sintetizados 10°C.

De acuerdo a las cinéticas de adsorcion, se encontrdé que la cantidad de Enr adsorbida
es mayor por parte de MIPc, este resultado es acorde a lo esperado, debido a que el
MIPc tiene sitios mas fuertes de reconocimiento, si la FQ se adsorbe principalmente en
sitios fuertes, es de esperar que los sitios de un polimero de coordinacion aumenten el
numero de sitios, sobre todo si consideramos que el estudio se hizo en medio polar, por
lo que la Enr se unira preferentemente a sitios fuertes, es decir, a sitios cuya

interaccion sea mayor que la interaccion Enr-disolvente.

La cantidad de Enr adsorbida es 5 veces mayor respecto a NIP y 2.5 veces mas
respecto a MIPe. Este resultado sugiere que la cantidad de sitios de reconocimiento
fuertes esta en proporcion con la fuerza del enlace. Por lo tanto, la cantidad de sitios de
unién son mayores con el polimero con centro metalico esto probablemente se asocia a
gue son mas fuertes que las interacciones no covalentes y en la cinética de adsorcion

se observa principalmente los sitios fuertes.

6.4.2.1.9. ESTUDIOS DE AFINIDAD

Las pruebas de en retoma por lote se llevan a cabo a través de incubaciones en serie,

donde una cantidad constante de polimero a evaluar se coloca en disoluciones
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crecientes de concentracion conocida de enrofloxacina, durante un periodo de tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio, con la finalidad de conocer la cantidad unida de

antibidtico al polimero y la cantidad libre de enrofloxacina en disolucion.

El polimero que muestre una mayor afinidad hacia la enrofloxacina sera el que a bajas
concentraciones de enrofloxacina adsorba casi la totalidad del antibiotico y la cantidad

gue permanezca en disolucion sea menor.

Se hizo la estimacion de las propiedades de enlace de los polimeros y la Enr a través
de ensayos estaticos de adsorcion. Las isotermas de adsorcidon, Figura 69, muestran
que el MIPc, tiene més sitios de reconocimiento para la Enr, respecto a los polimeros
MIPe y NIP.
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Figura 69.- Isotermas de unién de los polimeros NIP,
MIPe y MIPc.

Se han hecho gran numero de trabajos donde se estudian diferentes modelos(180) de
isotermas de enlace, sin embargo, en este trabajo se ha elegido para cuantificar la
unién Enr-polimero es el analisis Scatchard, ya que es un analisis muy simple que

puede brindar mucha informacién acerca del tipo diferentes de sitios del material, tiene
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la restriccion de debe ajustarse al modelo linealizado. Con él se estiman los siguientes
parametros de unién: Ky; constante de disociacion; B, Cantidad de molécula de interés
unida por unidad de peso de polimero; Bnax, Cantidad maxima de molécula de interés
unida por unidad de peso de polimero; [Enr], concentracion de Enr libre, representado

por el equilibrio:
Ecuacion Scatchard: B/[Enr] = (Bmax — Q)/ Kg (6)

Que representa el siguiente equilibrio:

Ka

Pol + Enr

Pol-Enr ©

() (dis)

(7)
Kqy tiene unidades de concentracion y en un comportamiento ideal de un MIP, el valor
de Kq debe ser pequefio para la molécula plantilla, lo cual indicaria una unién selectiva

y fuerte hacia ésta.

Bmax; €S la maxima cantidad de Enr unida por unidad de peso de polimero (Bmax = Bunida

+ Biibre)

En la Figura 70 se grafic6 Q/[Enr] vs Q, donde Q es la cantidad de Enr unida a los
polimeros al equilibrio, Qmax €s la capacidad maxima de union, [Enr] es la
concentracion libre de Enr y K4 es la constante de disociacion. Los valores de Ky Y Qmax
pueden ser calculados de la pendiente y de la ordenada en el origen determinada del
ajuste lineal en Q/[Enr] vs Q. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 25, a) NIP,
b) MIPe y c) MIPc.
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Figura 70.-Andlisis Scatchard NIP (a), MIPe (b) y MIPc (c).

Tabla 25.- Parametros Scatchard calculados.

Sitios de Ecuaciones Scatchard r Kq (MmoIL™ | Qnax (Mmolg™)
union

NIP

Sitios no Q/[Enr] =-2.097Q + 50.011 | 0.9891 0.4768 0.0238
especificos

MIPe

Sitios de Q/[Enr] = -49.3601Q + 0.9901 0.020 0.005
alta afinidad | 258.37

Sitios de Q/[Enr] = -0.28856Q + 0.9667 3.4654 0.1384
baja 39.951

afinidad

MIPc

Sitios de Q/[Enr] =-149.36Q + 0.999 0.0067 0.0337
alta afinidad | 5039.34

Sitios de Q/[Enr] =-0.2123Q + 75.30 | 0.9059 4.7103 0.3547
baja

afinidad
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Los resultados muestran que el comportamiento de unién de Enr con los polimeros es
diferente en cada caso. El polimero NIP muestra un solo tipo de sitios de enlace
correspondiente a sitios de reconocimiento no especificos, esto debido a que solo se

encuentra una recta en el intervalo de concentraciones estudiado y normalmente se




asocia el numero de rectas a los diferentes grupos de sitios que hay en el material.

También, la pendiente de las rectas es proporcional a la fuerza de asociacion(180).

Para el caso del NIP, la cantidad de Enr unida es la menor de los tres tipos de
polimeros, este comportamiento es acorde a lo esperado en un sistema no estampado.
Esto se puede observar en la Ky obtenida, la cual tiene un valor de 0.4768 mmolL™;
comparando los valores de Ky de los polimeros obtenidos en los sitios de alta afinidad
con respecto al valor K4 (constante de disociacion) de NIP, es el mas alto obtenido de
los analisis de Scatchard, lo que demuestra que tiene una baja afinidad por Enr, es

importante considerar que Ky se refiere a una constante de disociacion.

Por otro lado; MIPe, polimero hormado via no covalente con Enr, muestra dos sitios de
reconocimiento, uno de baja afinidad y otra de alta afinidad, correspondientes a las dos
rectas de diferente pendiente. Los sitios de baja afinidad son similares en comparacion
con los sitios de NIP, correspondiente probablemente a la unién de la estructura no
especifica del polimero con la Enr. Los sitios de alta afinidad muestran un Ky que es
menor en 25 veces al obtenido en NIP, este resultado indica que MIPe tiene sitios de
reconocimiento para Enr, este resultado es similar a otros MIP’s no covalentes con
fluoroquinolonas(53, 54, 157, 160).

En el caso de MIPc, también muestra dos tipos de sitio de union, de alta y baja
afinidad. El valor de Kq4 en los sitios de alta afinidad es 71 veces menor con respecto a
los sitios no especificos. Este resultado es debido a la formacién del enlace de
coordinacion entre la Enr y el sitio de reconocimiento presente en el polimero. La gran
fuerza del enlace de coordinacién conduce a que el polimero tenga sitios de unién mas
fuertes si se compara con respecto al no covalente que Unicamente son interacciones

no enlazantes.

Al comparar los resultados de los andlisis Scatchard obtenidos con MIPc, con el trabajo
informado por Lv, et.al. (37) En el cual se informa la sintesis de un MIP para Enr,
basado en el enlace de coordinacién entre el Co** y Enr, utilizando como mondémero
funcional a la 4-vinilpiridina. En ambos polimeros se muestra un comportamiento similar

con respecto a los sitios de unidn, ambos, presentan dos sitios, uno de alta afinidad y

168



otro de baja afinidad. Sin embargo, en el sitio de alta afinidad, para MIPc, los valores de
Ka Y Qmax €stimados, son 115 veces y 3 veces méas bajos que los informados en el
polimero informado por Lv, es decir, la afinidad del polimero informado en este trabajo
es notoriamente mayor con respecto al publicado en la literatura. Esta diferencia puede
ser atribuida al método especifico de generacion de los sitios de reconocimiento en los
polimeros. Ya que mientras en MIP1, el complejo metélico de Co** es formado in situ
en la disolucion de pre-polimerizacion dando como resultado una estructura de pre-
organizacion del complejo no bien definida. En cambio en el MIPc, se obtienen mejores
sitios de reconocimiento probablemente debido a que el complejo utilizado como
plantilla fue sintetizado y caracterizado antes del proceso de polimerizacion, por lo que
Su estructura es definida, no se trata de mezclas de posibles complejos.

Por otro lado, en el trabajo reportado por Qu et al. (163) estudian la influencia del
centro metalico en el reconocimiento de FQ’s con MIP’s. Sintetizan un polimero con
centro metalico, utilizando ciprofloxacina (CIP), y &cido itaconico (ITA) los cuales son la
molécula horma y el monémero funcional respectivamente. Se reporta la sintesis de un
complejo de ligantes mixtos Fe**-ITA-CIP. También, hacen estudios para determinar la
capacidad de unién del MIP por la CIP, utilizando como disolvente el agua. Los datos
obtenidos son analizados por los autores a través de las graficas Scatchard. Los

resultados obtenidos muestran dos tipos de sitios, de alta y baja afinidad.

Haciendo comparaciones con base en los sitios de alta afinidad, el valor K4 estimado de
MIPc preparado en este trabajo es 18 veces menor al reportado por Qu (163). Este
resultado sugiere que MIPc es un material que funciona en disolventes polares y tiene
una mayor afinidad con respecto al material preparado por Qu. Se debe considerar que
la Enr es muy similar estructuralmente, respecto a la CIP, Unicamente se sustituye un —

H por un —CH,CHj3 en el extremo opuesto donde ocurre la coordinacion

Por otro lado, comparando los valores de Ky obtenidos en el polimero MIPe se puede
observar la ventaja de utilizar la polimerizacion por precipitacion con respecto a otros
MIP’s sintetizados utilizando la polimerizacion en lote. Para estos polimeros,
comparando la Ky obtenida en los sitios de alta afinidad, presentan valores

aproximadamente de 5 veces mas grande respecto a la obtenida en MIPe. Con lo cual,
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se ajusta con las desventajas mencionadas en la bibliografia de utilizar el método de

polimerizacion en lote.

En el trabajo realizado Papaioannou y colaboradores(38) se informan valores de Kq4
obtenidos al evaluar la capacidad de union de los polimeros (Fe-NTA, Ni-NTA y Cu-
NTA) con el péptido (CCK-5). Este grupo reporta que los polimeros con los iones y
orden mencionados presenta valores bajos de Kg, lo cual, muestra una union fuerte con
el huésped. Los valores reportados de Kg son: 1.78 mmolL™, 1.98 mmolL™ y 1.99
mmolL™ respectivamente. Sin embargo, en este trabajo no hay un conocimento

profundo de la estructura del complejo formado previo al proceso de polimerizacion.

Lo anterior origina que aunque el efecto del ion metélico en la unién del péptido con el
polimero se observa con respecto a los polimeros sin centro metélico, estos valores al
compararlo con los Kd obtenidos en el polimero MIPc en los sitios de alta afinidad los
valores sea aproximadamente 250 veces mas pequefa respecto al Kq4 del polimero Fe-
NTA.

6.4.2.1.10. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD

La selectividad del polimero MIPc, se ensay6 con diferentes FQ’s, las cuales fueron:
flumequina (Flume); ofloxacina (Oflo); y Enr. Se hicieron las isotermas de enlace para
las tres fluoroquinolonas, ya que el modelo de Scatchard no se ajusta adecuadamente
para flume y oflo. Cabe destacar que la afinidad de MIPc por estas moléculas es peor y

esto trae como consecuencia mayor dispersion en los resultados experimentales.

El modelo Langmuir-Freundlich(180), Ecuacién. 10, describe la relacion de equilibrio
entre la concentraciéon de plantilla unida (B) y la concentracion de plantilla al equilibro
en disolucion (C). Donde Ny, el numero total de sitios de union; K,, afinidad media de

unién; m, indice de heterogeneidad.

B=N,K'C™/1+ KI'C™ (10)
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Las isotermas de adsorcién obtenidas con estas tres FQ’'s se ajustaron al modelo
Langmuir-Freundlich, Figura 71. Los valores obtenidos a partir de los ajustes a la
ecuacién Ec 10 fueron los siguientes: Enr mostr6 un valor de K, = 21.38 mM™y ntmero
de sitios (N;) = 58.89 pmol/g; Oflo, K, = 2.2 x 10 mM™ y N; = 11010.07 pmol/g; Flume,
Ko = 1.6 x 10° mM* y N; = 76378.25 umol/g. Estos resultados demuestran la

selectividad de MIPc por Enr.
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Figura 71.- Selectividad de FQ’s de MIPc.

La asociacion entre Flume y Oflo y MIPc es muy pobre ya que las constantes de
asociacién son al menos cinco 6rdenes de magnitud menores con respecto a la Enr.
Este resultado puede ser debido a que la mayoria de los sitios de interaccion en MIPc
poseen la estructura complementara a la Enr que fue la horma, y las otras FQ’s tienen
una estructura que muestra un impedimento estérico mayor que impida la accesibilidad

al centro metélico.
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron los ligantes susceptibles de polimerizar
utilizados en la sintesis de complejos de ligantes mixtos. Ligante derivado del
acido iminodiacético funcionalizado con estireno (IDAE) y azabis(oxazolina)

funcionalizada con estireno (Aza-f).

Complejos de ligantes mixtos. Acido iminodiacético y enrofloxacina. Los
compuestos de coordinacién con los iones metdlicos de Cu?* y zn* no se
pudieron caracterizar. Los valores de AE y EAA presentan una diferencia mayor

del 10% de error entre los valores tedricos y experimentales.

Complejos de ligantes mixtos entre el ligante derivado del 4cido iminodiacético
funcionalizado con estireno y enrofloxacina. Los compuestos de coordinacion
con los iones metélicos de Zn** no se pudieron caracterizar. Los valores de AE y
EAA presentan una diferencia mayor del 10% de error entre los valores tedricos
y experimentales. Por otro lado, el complejo de Cu®" Los resultados
experimentales obtenidos de AE y EAA se ajustan a los valores teéricos. Se
propone la estructura Na[Cu(Enr)(IDAE)].

Los compuestos de coordinacién sintetizados a partir de los ligantes 1,10
fenantrolina y terpiridina. [Cu(Fen)(Enr)(H20)]PFg-H20 y
[Cu(Terp)(Enr)]PFg-(H20)4. Sirvieron para la determinar las condiciones de la
sintesis de complejos mixtos con enrofloxacina. Se determin6 que el disolvente
més adecuado es una mezcla de 70:30 v/iv MeCN/H,O. Estas condiciones
fueron aplicadas a la sintesis de complejos de coordinaciéon con el ligante

Azabox y Aza-f.
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Se propone la sintesis de un complejo de ligantes mixtos entre los ligantes
Azabox, enrofloxacina y el ion metalico Zn**. Sin embargo, el complejo obtenido
es [Zn3(Azabox)s]NOs3.

Se efectla la sintesis y caracterizacion de un complejo de ligantes mixtos entre
los ligantes Aza-f, enrofloxacina y el ion metdlico Zn**. El complejo sintetizado es
[Zn(Enr)(Aza-f)]NO3-H,O el cual es utilizado como horma en la sintesis de MIP’s

con centro metélico.

Se sintetizaron los siguiente polimeros estampados utilizando como horma en
una relacién estequiometrica de 1 a las siguientes moléculas hormas: 1)
complejo Na[Cu(Enr)(IDAE)], 2) enrofloxacina y 3)polimero sin horma. En una
relacion estequiométrica  4:20 entre el acido metacrilico y
etilenglicoldimetacrilato. Al comparar la capacidad de union de los polimeros por
la enrofloxacina en g Enr/100 g de polimero. El polimero sintetizado con
Na[Cu(Enr)(IDAE)] muestra una capacidad 1.27 veces mayor respecto al

polimero preparado con enrofloxacina.

Se sintetizaron los siguiente polimeros estampados utilizando como horma en
una relacién estequiometrica de 1 a las siguientes moléculas hormas: 1)
complejo Na[Cu(Enr)(IDAE)], 2) enrofloxacina y 3)polimero sin horma. En una
relacion estequiométrica 4:20 entre el estireno y etilenglicoldimetacrilato. Al
comparar la capacidad de union de los polimeros por la enrofloxacina en g
Enr/100 g de polimero. El polimero sintetizado con Na[Cu(Enr)(IDAE)] muestra
una capacidad 2.25 veces mayor respecto al polimero preparado con

enrofloxacina.

Se sintetizaron los siguiente polimeros estampados utilizando como horma en
una relacion estequiometrica de 1 a las siguientes moléculas hormas: 1)
complejo Na[Cu(Enr)(IDAE)], 2) enrofloxacina y 3)polimero sin horma. En una

relacion estequiométrica 0.5:23.5 entre el (acido metacrilico o estireno) y
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etilenglicoldimetacrilato. Al comparar la capacidad de union de los polimeros por
la enrofloxacina en g Enr/100 g de polimero se observa una reduccién en la
capacidad de unirse a la enrofloxacina respecto a los polimeros sintetizados con
una menor relacion estequiometrica de etilenglicoldimetacrilato. Este
comportamiento se explica debido a que la matriz polimerica se encuentra mas

entrecruzada y con sitios de union mas inaccesibles.

Se sintetizaron los siguiente polimeros estampados utilizando como horma en
una relacién estequiometrica de 1 a las siguientes moléculas hormas: 1)
complejo [Zn(Enr)(Aza-f)INO3-H,O;MIPc, 2) enrofloxacina; MIPe, y 3)polimero
sin horma; NIP. En una relacién estequiométrica 4:20 entre el alcohol alilico y
etilenglicoldimetacrilato. Los polimeros obtenidos fueron caracterizados a través
de *C CP-MAS NMR, AE, FTIR y con la finalidad de comprobar la viabilidad del
ligante Aza-f en el polimero MIPc fue probado en una reaccion catalitica de
ciclopropanacion asimétrica de estireno. El resultado muestra la integridad del

ligante Aza-f.

A través de analisis Scatchard se determinan los siguientes parametros:
constante de disociacion, Kg; cantidad de molécula de interés unida por unidad
de peso de polimero; B, cantidad maxima de molécula de interés unida por

unidad de peso de polimero, Bnax de los polimero NIP, MIPe y MIPc.

En analisis Scatchard muestra los siguientes resultados: NIP, se encontré un
solo tipo de sitios de unidn, el cual, se relaciona con los sitios de interaccion no
especificos; mientras, que los polimeros MIPe y MIPc muestran dos tipos de
sitios de union, los cuales se relacionan como sitios de union de alta y baja

afinidad.

Los valores de Kd de los polimeros NIP, MIPe y MIPc son los siguientes: NIP,
Kd = 0.4768; MIPe, Kd = 0.020 y MIPc, Kd = 0.0067 (mmol™). Los valores de

MIP’s corresponden a los sitios de alta afinidad. El resultado muetra la
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generacion de sitios de reconocimiento (estampado) en MIPe y MIPc.
Adicionalmente, se observa una mayor asoacién del MIPc para la enrofloxacina,
esto como efecto del enlace de coordinacion presente en MIPc.

e Los andlisis de cinética de enlace muestran que MIPc alcanza el equilibrio antes
gue MIPe y NIP. Adicionalmente, la cantidad adsorbida de enrofloxacina es 5

veces mas respecto a MIPe y NIP.

e El polimero MIPc muestra una mayor afinidad por la enrofloxacina con respecto
a otras fluoroquinolonas evaluadas (flumequina y ofloxacina). Se atribuye la alta

afinidad a la presencia de los centros metélicos en los sitios de reconocimiento.

Se concluye que después del trabajo efectuado se ha conseguido un polimero (MIPc)
con sitios de reconocimiento hacia la enrofloxacina basados en la formacion de un
enlace de coordinacion, lo cual, le proporciona una mayor fuerza de unién y
selectividad hacia la enrofloxacina en comparacién a polimeros que no cuentan con

este tipo de enlace.
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Anexo |

Datos cristalograficos y parametros de refinamiento de la estructura del
compuesto [Cu(Fen)(Enr)(H2O]NO3:(H.0),

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longuitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen
Z

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Intervalo de 6 para la coleccion de
datos (grados)

Intervalos de indices
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad a 6 = 29.00°

Maximo y minimo de transmision
Método de refinamiento

F2

Datos / restricciones / parametros

Bondad de ajuste en F2
indice R final [I>2sigma(l)]
indice R (Todos los datos)

Maximo y minimo residuales

C31 H35 CuF Ne Og

718.19

298 K

0.71073 A

Triclinico

P-1

a=10.819 A a= 76.75°.
b=12.019 A B=87.91°.
c=12.968 A y = 80.37°.

1618.3 A3
2

1.474 Mg/m3

0.744 mm-1
746

1.61 to 29.00°.

-1<=h<=14, -15<=k<=15, -17<=I<=17

9765

8483 [R(int) = 0.0462]

98.4 %

0.8416 and 0.8244

Minimos cuadrados en la matriz completa de

8483/0/434

0.969
R1 =0.0740, wR2 = 0.1040
R1 =0.2115, wR2 = 0.1413

0.310 and -0.346 e.A-3




Tabla 1. Coordenadas atémicas (x 104) y parametros de desplazamiento
isotropico (A2x 103) para compuesto [Cu(Fen)(Enr)(H,O]NOs-(H,0)»

X y z U(eq)
C(1) 2008(4) 6638(4) 9223(3) 42(1)
C(2) 3103(5) 7025(4) 9413(4) 53(1)
C(3) 3056(5) 7815(4) 10040(4) 58(1)
C(4) 1916(5) 8229(4)  10477(4) 46(1)
C(5) 1743(6) 9061(4) 11131(4) 61(2)
C(6) 612(6) 9412(4) 11518(4) 61(2)
C(7) -488(5) 8978(4) 11301(4) 48(1)
C(8) -1710(6) 9307(4) 11672(4) 58(2)
C(9) -2684(6) 8835(5) 11390(4) 64(2)
C(10) -2461(5) 8064(4) 10723(4) 56(1)
C(11) -346(5) 8164(4) 10648(3) 39(2)
C(12) 856(4) 7793(4) 10231(3) 37(1)
C(13) -2644(4) 4646(4) 7421(3) 39(2)
C(14) -2075(4) 5104(3) 8122(3) 34(2)
C(15) -746(4) 4976(4) 8120(3) 33(2)
C(16) -76(4) 4355(4) 7369(3) 33(2)
C(@17) -735(4) 3882(3) 6698(3) 32(2)
C(18) -74(4) 3235(4) 6008(3) 39(2)
C(19) 1224(4) 3052(4) 5973(3) 37(2)
C(20) 1845(4) 3581(4) 6633(4) 43(2)
C(21) 1232(4) 4216(4) 7296(3) 40(1)
C(22) 2726(5) 2939(4) 4549(4) 49(2)
C(23) 3639(4) 2084(4) 4084(4) 49(1)
C(24) 2246(5) 699(4) 4540(4) 53(2)
C(25) 1301(4) 1550(4) 4970(4) 48(1)
C(26) 3850(5) 497(4) 3183(4) 65(2)
C(27) 4434(5) 1063(5) 2166(4) 82(2)
C(28) -2761(4) 3705(4) 5946(4) 45(1)
C(29) -2825(5) 2460(4) 6044(4) 63(2)
C(30) -3958(5) 3280(5) 6265(5) 77(2)
C(31) -2916(5) 5673(4) 8861(4) 41(1)
Cu(1) -794(1) 6592(1) 9424(1) 40(2)
F(1) 3121(2) 3391(3) 6634(2) 64(1)
N(1) 904(3) 7006(3) 9619(3) 37(2)
N(2) -1329(4) 7709(3) 10378(3) 42(1)
N(3) -2046(3) 4051(3) 6738(3) 35(2)
N(4) 1947(3) 2339(3) 5382(3) 38(2)
N(5) 2982(4) 1309(3) 3667(3) 44(1)
N(6) 8155(5) 1902(5) 3300(3) 65(1)
0(1) -88(3) 5349(2) 8732(2) 41(2)

0(2) -2439(3) 6183(3) 9487(2) 49(1)



0(3)
O(4)
O(5)
O(6)
O(7)
0(8)
0(9)

-4056(3)

8492(4)
7045(5)
8971(5)
5753(4)
5720(4)

-1096(3)

5647(3)
2820(4)
1804(5)
1112(4)
5834(3)
4214(4)
7946(3)

8854(3)
3381(4)
3387(4)
3136(4)
1306(3)
3483(4)
7894(2)

63(1)
103(2)
119(2)
102(2)

85(1)
117(2)

62(1)




Tabla 2. Distancia de enlace [A] y angulos selectos [°] para compuesto

[Cu(Fen)(Enr)(H20]NO3-(H20).

C(1)-N(1)
C(1)-C(2)
C(1)-H(1)
C(2)-C(3)
C(2)-H(2)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(12)
C(4)-C(5)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(6)-C(7)
C(6)-H(6)
C(7)-C(8)
C(7)-C(11)
C(8)-C(9)
C(8)-H(8)
C(9)-C(10)
C(9)-H(9)
C(10)-N(2)
C(10)-H(10)
C(11)-N(2)
C(11)-C(12)
C(12)-N(1)
C(13)-N(3)
C(13)-C(14)
C(13)-H(13)
C(14)-C(15)
C(14)-C(31)
C(15)-O(1)
C(15)-C(16)
C(16)-C(21)
C(16)-C(17)
C(17)-N(3)
C(17)-C(18)
C(18)-C(19)
C(18)-H(18)
C(19)-N(4)
C(19)-C(20)
C(20)-C(21)
C(20)-F(1)
C(21)-H(21)
C(22)-N(4)
C(22)-C(23)

1.331(5)
1.392(6)
0.9300

1.378(6)
0.9300

1.401(7)
0.9300

1.412(6)
1.439(6)
1.344(7)
0.9300

1.438(7)
0.9300

1.415(7)
1.421(6)
1.374(7)
0.9300

1.394(6)
0.9300

1.325(6)
0.9300

1.364(6)
1.431(6)
1.361(5)
1.345(5)
1.375(5)
0.9300

1.421(6)
1.498(6)
1.283(5)
1.460(5)
1.399(6)
1.414(5)
1.399(5)
1.415(5)
1.385(6)
0.9300

1.403(5)
1.421(6)
1.361(5)
1.361(5)
0.9300

1.475(5)
1.516(6)

C(22)-H(22A)
C(22)-H(22B)
C(23)-N(5)
C(23)-H(23A)
C(23)-H(23B)
C(24)-N(5)
C(24)-C(25)
C(24)-H(24A)
C(24)-H(24B)
C(25)-N(4)
C(25)-H(25A)
C(25)-H(25B)
C(26)-N(5)
C(26)-C(27)
C(26)-H(26A)
C(26)-H(26B)
C(27)-H(27A)
C(27)-H(27B)
C(27)-H(27C)
C(28)-N(3)
C(28)-C(30)
C(28)-C(29)
C(28)-H(28)
C(29)-C(30)
C(29)-H(29A)
C(29)-H(29B)
C(30)-H(30A)
C(30)-H(30B)
C(31)-0(3)
C(31)-0(2)
Cu(1)-0(2)
Cu(1)-0(1)
Cu(1)-N(1)
Cu(1)-N(2)
Cu(1)-0(9)
N(6)-O(5)
N(6)-O(6)
N(6)-O(4)
O(7)-H(7A)
O(7)-H(7B)
0(8)-H(8A)
O(8)-H(8B)
0(9)-H(9A)
0(9)-H(9B)

0.9700
0.9700
1.464(5)
0.9700
0.9700
1.485(5)
1.507(6)
0.9700
0.9700
1.468(5)
0.9700
0.9700
1.470(5)
1.507(7)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.479(5)
1.481(6)
1.487(6)
0.9800
1.502(7)
0.9700
0.9700
0.9700
0.9700
1.239(5)
1.290(5)
1.918(3)
1.950(3)
2.022(4)
2.029(4)
2.254(3)
1.225(6)
1.234(6)
1.246(6)
0.8585
0.8449
0.8815
0.9103
0.8363
0.8442



N(1)-C(1)-C(2)
N(1)-C(1)-H(1)
C(2)-C(1)-H(1)
C(3)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-H(2)
C(1)-C(2)-H(2)
C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)
C(3)-C(4)-C(12)
C(3)-C(4)-C(5)
C(12)-C(4)-C(5)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-H(>)
C(4)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(7)
C(5)-C(6)-H(6)
C(7)-C(6)-H(6)
C(8)-C(7)-C(11)
C(8)-C(7)-C(6)
C(11)-C(7)-C(6)
C(9)-C(8)-C(7)
C(9)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
C(8)-C(9)-C(10)
C(8)-C(9)-H(9)
C(10)-C(9)-H(9)
N(2)-C(10)-C(9)
N(2)-C(10)-H(10)
C(9)-C(10)-H(10)
N(2)-C(11)-C(7)
N(2)-C(11)-C(12)
C(7)-C(11)-C(12)
N(1)-C(12)-C(4)
N(1)-C(12)-C(11)
C(4)-C(12)-C(11)
N(3)-C(13)-C(14)
N(3)-C(13)-H(13)
C(14)-C(13)-H(13)
C(13)-C(14)-C(15)
C(13)-C(14)-C(31)
C(15)-C(14)-C(31)
O(1)-C(15)-C(14)
O(1)-C(15)-C(16)
C(14)-C(15)-C(16)
C(21)-C(16)-C(17)
C(21)-C(16)-C(15)

122.5(4)
118.7
118.7
119.4(5)
120.3
120.3
120.3(5)
119.9
119.9
116.2(4)
125.6(5)
118.3(5)
121.7(5)
119.2
119.2
121.9(5)
119.1
119.1
117.0(5)
125.4(4)
117.6(5)
119.3(4)
120.3
120.3
119.7(5)
120.2
120.2
123.1(5)
118.5
118.5
122.6(4)
116.9(4)
120.6(5)
123.6(4)
116.4(4)
120.0(4)
125.5(4)
117.2
117.2
118.4(4)
116.9(4)
124.7(4)
125.4(4)
117.5(4)
117.1(4)
118.4(4)
120.8(4)

C(17)-C(16)-C(15) 120.7(4)
N(3)-C(17)-C(16)  118.9(4)
N(3)-C(17)-C(18)  120.8(4)
C(16)-C(17)-C(18) 120.2(4)
C(19)-C(18)-C(17) 121.1(4)
C(19)-C(18)-H(18) 119.4
C(17)-C(18)-H(18) 119.4
C(18)-C(19)-N(4)  124.4(4)
C(18)-C(19)-C(20) 116.6(4)
N(4)-C(19)-C(20)  118.9(4)
C(21)-C(20)-F(1)  118.7(4)
C(21)-C(20)-C(19) 123.4(4)
F(1)-C(20)-C(19)  117.8(4)
C(20)-C(21)-C(16) 120.0(4)
C(20)-C(21)-H(21) 120.0
C(16)-C(21)-H(21) 120.0
N(4)-C(22)-C(23)  111.3(4)
N(4)-C(22)-H(22A) 109.4
C(23)-C(22)-H(22A) 109.4
N(4)-C(22)-H(22B) 109.4
C(23)-C(22)-H(22B) 109.4
H(22A)-C(22)-H(22B)108.0
N(5)-C(23)-C(22)  111.2(4)
N(5)-C(23)-H(23A) 109.4
C(22)-C(23)-H(23A) 109.4
N(5)-C(23)-H(23B) 109.4
C(22)-C(23)-H(23B) 109.4
H(23A)-C(23)-H(23B)108.0
N(5)-C(24)-C(25)  110.9(4)
N(5)-C(24)-H(24A) 109.5
C(25)-C(24)-H(24A) 109.5
N(5)-C(24)-H(24B) 109.5
C(25)-C(24)-H(24B) 109.5
H(24A)-C(24)-H(24B)108.1
N(4)-C(25)-C(24)  109.8(4)
N(4)-C(25)-H(25A) 109.7
C(24)-C(25)-H(25A) 109.7
N(4)-C(25)-H(25B) 109.7
C(24)-C(25)-H(25B) 109.7
H(25A)-C(25)-H(25B)108.2
N(5)-C(26)-C(27)  113.9(4)
N(5)-C(26)-H(26A) 108.8
C(27)-C(26)-H(26A) 108.8
N(5)-C(26)-H(26B) 108.8
C(27)-C(26)-H(26B) 108.8
H(26A)-C(26)-H(26B)107.7
C(26)-C(27)-H(27A) 109.5



C(26)-C(27)-H(27B) 109.5
H(27A)-C(27)-H(27B)109.5
C(26)-C(27)-H(27C) 109.5
H(27A)-C(27)-H(27C)109.5
H(27B)-C(27)-H(27C)109.5

N(3)-C(28)-C(30)
N(3)-C(28)-C(29)

C(30)-C(28)-C(29)

N(3)-C(28)-H(28)

C(30)-C(28)-H(28)
C(29)-C(28)-H(28)
C(28)-C(29)-C(30)

119.0(4)
119.5(4)
60.8(3)
115.5
115.5
115.5
59.4(3)

C(28)-C(29)-H(29A) 117.8
C(30)-C(29)-H(29A) 117.8
C(28)-C(29)-H(29B) 117.8
C(30)-C(29)-H(29B) 117.8
H(29A)-C(29)-H(29B)115.0

C(28)-C(30)-C(29)

59.8(3)

C(28)-C(30)-H(30A) 117.8
C(29)-C(30)-H(30A) 117.8
C(28)-C(30)-H(30B) 117.8
C(29)-C(30)-H(30B) 117.8
H(30A)-C(30)-H(30B)114.9

0(3)-C(31)-0(2)
0(3)-C(31)-C(14)
0(2)-C(31)-C(14)
0(2)-Cu(1)-0(1)
O(2)-Cu(1)-N(1)
O(1)-Cu(1)-N(1)
0(2)-Cu(1)-N(2)
O(1)-Cu(1)-N(2)

121.5(4)
119.1(4)
119.4(4)
92.82(12)
170.42(14)
93.01(13)
91.15(15)
169.27(15)

Vi

N(1)-Cu(1)-N(2)
0(2)-Cu(1)-0(9)
O(1)-Cu(1)-0(9)
N(1)-Cu(1)-O(9)
N(2)-Cu(1)-O(9)
C(1)-N(1)-C(12)
C(1)-N(1)-Cu(1)
C(12)-N(1)-Cu(l)
C(10)-N(2)-C(11)
C(10)-N(2)-Cu(1)
C(11)-N(2)-Cu(1)
C(13)-N(3)-C(17)
C(13)-N(3)-C(28)
C(17)-N(3)-C(28)
C(19)-N(4)-C(25)
C(19)-N(4)-C(22)
C(25)-N(4)-C(22)
C(23)-N(5)-C(26)
C(23)-N(5)-C(24)
C(26)-N(5)-C(24)
0(5)-N(6)-O(6)
O(5)-N(6)-O(4)
0(6)-N(6)-O(4)
C(15)-0(1)-Cu(1)
C(31)-0(2)-Cu(1)
H(7A)-O(7)-H(7B)
H(8A)-O(8)-H(8B)
Cu(1)-0(9)-H(9A)
Cu(1)-0(9)-H(9B)
H(9A)-O(9)-H(9B)

81.83(15)

96.08(14)

94.07(12)

91.09(14)

95.43(14)
118.1(4)
129.2(3)
112.7(3)
118.3(4)
129.6(3)
112.1(3)

119.3(3)

120.5(4)
119.8(3)
116.8(3)
115.0(3)
110.5(3)
111.9(4)
108.3(3)
112.1(4)
122.2(6)
120.0(6)
117.9(6)
121.9(3)
127.5(3)
103.9

97.8
112.9
127.8
107.2



Tabla 3. Parametros de desplazamiento anisotrépico (A2x 10%) para compuesto
[CU(FEH)(EHI’)(HzO]NOg'(Hzo)z.

ull u22 u33 u23 ul3 ul2
C(1) 43(3) 44(3) 40(3) -12(2) 4(2) -6(2)
C(2) 41(3) 53(3) 63(3) -8(3) 6(3) -8(3)
C(3) 48(3) 57(3) 69(4) -8(3) -13(3) -19(3)
C(4) 46(3) 41(3) 50(3) -6(2) -13(3) -10(3)
C(5) 79(4) 55(4) 60(4) -23(3) -18(3) -24(3)
C(6) 91(5) 47(3) 50(3) -22(3) -9(3) -9(3)
C(7) 73(4) 32(3) 39(3) -13(2) -8(3) -2(3)
C(8) 82(4) 43(3) 49(3) -22(3) 5(3) 7(3)
C(9) 67(4) 62(4) 65(4) -32(3) 9(3) 8(3)
C(10) 54(4) 53(3) 63(4) -22(3) 6(3) 1(3)
C(11) 48(3) 35(3) 33(3) -7(2) -4(2) 0(2)
C(12) 49(3) 32(3) 30(2) -6(2) -3(2) -7(2)
C(13) 26(3) 41(3) 51(3) -13(2) 6(2) -9(2)
C(14) 32(3) 32(2) 39(3) -10(2) 3(2) -3(2)
C(15) 39(3) 32(3) 31(2) -11(2) 0(2) -5(2)
C(16) 32(3) 37(3) 32(2) -9(2) 1(2) -8(2)
C(17) 34(3) 28(2) 34(2) -9(2) 4(2) -8(2)
C(18) 41(3) 44(3) 37(3) -16(2) -2(2) -11(2)
C(19) 41(3) 37(3) 36(3) -12(2) 3(2) -8(2)
C(20) 26(3) 51(3) 55(3) -21(3) 6(2) -8(2)
C(21) 36(3) 48(3) 41(3) -21(2) 2(2) -11(2)
C(22) 54(3) 47(3) 49(3) -16(3) 15(3) -13(3)
C(23) 46(3) 54(3) 50(3) -17(3) 13(3) -12(3)
C(24) 71(4) 38(3) 51(3) -18(2) 11(3) -9(3)
C(25) 53(3) 43(3) 53(3) -24(2) 12(3) -12(3)
C(26) 70(4) 54(3) 73(4) -33(3) 15(3) 8(3)
C(27) 76(4) 89(5) 85(4) -41(4) 35(4) 1(4)
C(28) 45(3) 55(3) 40(3) -19(2) -7(2) -13(3)
C(29) 68(4) 61(4) 72(4) -30(3) -2(3) -25(3)
C(30) 42(3) 120(5) 97(5) -72(4) 10(3) -30(4)
C(31) 39(3) 39(3) 47(3) -16(2) -4(2) -4(2)
Cu(l) 39(1) 43(1) 44(1) -23(1) 3(1) -6(1)
F(1) 30(2) 102(2) 79(2) -60(2) 6(2) -10(2)
N(1) 39(2) 36(2) 39(2) -14(2) -1(2) -3(2)
N(Z2) 41(3) 40(2) 45(2) -17(2) 5(2) 0(2)
N(3) 35(2) 38(2) 37(2) -15(2) 0(2) -7(2)
N(4) 41(2) 38(2) 41(2) -17(2) 8(2) -12(2)
N(5) 51(3) 36(2) 46(2) -16(2) 3(2) -2(2)
N(6) 67(4) 73(4) 48(3) 2(3) 0(3) -15(3)
O(1) 38(2) 45(2) 47(2) -26(2) 5(2) -7(2)
0(2) 39(2) 61(2) 56(2) -31(2) 11(2) -13(2)
O(3) 33(2) 85(3) 83(3) -47(2) 11(2) -11(2)

Vil



O(4)
O(5)
0(6)
O(7)
0(8)
0(9)

107(4)
65(3)
102(4)
88(3)
104(4)
57(2)

78(3)
157(5)
95(3)
115(3)
114(4)
77(3)

129(4)
125(4)
124(4)
69(3)
121(4)
50(2)

-24(3)

4(4)

-58(3)
-41(2)
-20(3)

-9(2)

-10(3)

-5(3)
23(3)
18(2)

-21(3)

1(2)

-24(3)
-36(3)
-13(3)
-39(3)

10(3)

-12(2)

Vil



Datos cristalogréaficos y parametros de refinamiento de la estructura para

compuesto [Zn3(Azabox)s]NOs.

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longuitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen
Z

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafo de cristal / forma / color
Intervalo de 6 para la coleccion
de datos (grados)

Difractrometro /modo de adquisicion
areal escaneo omega

Intervalos de indices

Reflecciones colectadas
Reflecciones independientes
Integridad de 6 = 25.00°

Correccion de absorcion

Maximo y minimo de transmision
Método de refinamiento

F2

Datos / restricciones / parametros

Bondad de ajuste en F2

indices finales de R [I>2sigma(l)]
indices de R (Todos los datos)
Pardmetro absoluto de estructura

Cs7 H112 N17 O11 Zn3
1527.85

298(2) K

0.71073 A
Monoclinic

C2
a=25.6216(17) A
b =11.3910(8) A
c = 13.9809(9) A
3824.5(4) A3

2

1.327 Mg/m3

0.999 mm-1
1622

a=90°.
B=110.3980(10)°.
v = 90°.

0.40 x 0.16 x 0.15 mm / Prisma/ incoloro

1.86 to 25.00°

Bruker Smart APEX AXS CCD detector de

-30<=h <=30, -13<= k <=13, -16<=1<=16

15571

6714 [R(int) = 0.0454]

99.9 %
Analytical
0.8552 and 0.6891

Minimos cuadrados en la matriz completa de

6714 /134 /503
0.886

R1 =0.0418, wR2 = 0.0813
R1 =0.0536, wR2 = 0.0847

-0.002(12)

Méaximo y minimo residuales 0.587 and -0.281 e.A-3

Dos grupos isopropilos estan distorsionados. El disolvente CH3;CN esta distorsionado y
ha sido refinado en dos mayores contriyentes. El disolvente acetona esta en una
posicion especial y ha sido refinada como un componente.



Tabla 1 Coordenadas atémicas (x 10%4) y parametros de desplazamiento
isotropico (A2x 103) para compuesto [Zns(Azabox)s|NO;

X y Z U(eq)
Zn(1) 1402(1) 6518(6) 2562(1) 42(1)
Zn(2) 0 3422(6) 0 41(1)
Oo(1) 486(1) 5613(6) -432(2) 55(1)
0(2) 721(1) 3178(6) 2205(2) 48(1)
0(3) 2912(1) 7610(7) 4559(3) 74(1)
0(4) 1386(2) 9857(6) 3635(3) 81(1)
O(5) 444(2) 408(7) -1118(3) 83(1)
N(1) 1039(1) 6397(7) 1042(2) 42(1)
N(2) 1106(2) 4940(7) 2714(3) 37(1)
N(3) 2206(1) 6713(7) 3374(3) 49(1)
N(4) 1199(2) 8055(7) 2964(3) 49(1)
N(5) 619(1) 4492(7) 947(3) 38(1)
N(6) 2125(2) 8650(7) 3997(4) 68(1)
N(7) 332(2) 2221(7) -631(3) 46(1)
N(8) 0 521(8) 0 72(2)
C(1) 1038(2) 7286(7) 280(4) 62(2)
C(2) 621(3) 6757(8) -702(4) 84(2)
C(3) 733(2) 5517(7) 588(3) 41(1)
C(4) 828(2) 4278(7) 1957(3) 37(1)
C(5) 1017(2) 3044(7) 3291(3) 50(1)
C(6) 1189(2) 4302(7) 3670(3) 43(1)
C(7) 2667(2) 5832(7) 3669(4) 54(1)
C(8) 3159(2) 6636(8) 4294(4) 74(2)
C(9) 2373(2) 7655(7) 3925(4) 54(1)
C(10) 1582(2) 8778(7) 3518(4) 62(2)
C(11) 806(2) 9895(7) 3012(5) 72(2)
C(12) 654(2) 8611(7) 2751(4) 52(1)
C(13) 1609(3) 7556(8) 257(5) 103(2)
C(14) 1806(4) 6440(13) -101(13) 117(4)
C(15) 1663(4) 8546(11) -363(7) 114(4)
C(14A) 2027(8) 6740(20) 170(30) 130(6)
C(15A) 1840(7) 8530(15) 976(12) 111(6)
C(16) 853(2) 4862(7) 4270(4) 53(1)
C(17) 227(2) 4799(7) 3712(5) 75(2)
C(18) 1002(3) 4331(8) 5322(4) 85(2)
C(19) 2780(2) 5232(8) 2786(4) 67(2)
C(20) 2316(2) 4418(8) 2210(5) 100(2)
C(21) 3321(2) 4534(9) 3180(5) 109(2)
C(22) 328(2) 8027(7) 3348(4) 51(1)
C(23) 632(2) 8081(8) 4498(4) 78(2)

C(24) -259(2) 8500(7) 3064(4) 61(1)



C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
C(29A)
C(30A)
C(32)
C(31)
N(9)
C(32A)
C(31A)
N(9A)
C(33)
0(6)
C(34)
C(35)

641(2)
675(3)
241(2)
1198(3)
1453(5)
1591(4)
1660(20)
1440(20)
2385(9)
1984(10)
1633(6)
2238(11)
2386(12)
2277(12)
-35(5)
-289(4)
-197(7)
494(4)

2389(8)

1137(8)

1111(8)

3022(7)

3217(11)
2309(16)
3640(50)
2080(60)
6220(30)
6370(20)
6396(17)
6290(30)
5940(30)
5830(20)
1419(9)

1522(11)
1708(13)
1220(12)

-1333(4)
-1694(5)

-547(4)
-837(5)

-1678(11)

71(9)

-1120(70)

0(60)

-3555(16)
-3006(13)
-2659(10)
-3925(15)
-2812(18)
-2058(18)

5014(10)
5501(8)
4068(8)
5368(13)

64(2)
95(2)
56(2)
104(2)
133(4)
145(4)
121(8)
114(9)
179(8)
167(6)
188(6)
128(8)
182(8)
219(10)
52(2)
89(2)
86(3)
84(4)

Xl



Tabla 2. Distancia de enlace [A] y &ngulos selectos [°] para compuesto

[Zn3(Azabox)s]NO3

Zn(1)-N(4) 1.964(4) C(13)-C(15A) 1.476(9)
Zn(1)-N(3) 1.989(3) C(13)-C(14) 1.516(9)
Zn(1)-N(2) 1.991(4) C(16)-C(18) 1.512(7)
Zn(1)-N(2) 2.005(3) C(16)-C(17) 1.523(7)
Zn(2)-N(7)#1 1.973(4) C(19)-C(20) 1.501(7)
Zn(2)-N(7) 1.973(4) C(19)-C(21) 1.526(7)
Zn(2)-N(5) 2.071(3) C(22)-C(24) 1.514(6)
Zn(2)-N(5)#1 2.071(3) C(22)-C(23) 1.525(7)
0(1)-C(3) 1.348(5) C(25)-C(26) 1.526(8)
0O(1)-C(2) 1.432(6) C(25)-C(28) 1.534(8)
0(2)-C(4) 1.354(5) C(28)-C(30) 1.546(6)
0(2)-C(5) 1.450(5) C(28)-C(29A) 1.546(6)
0(3)-C(9) 1.357(5) C(28)-C(29) 1.546(6)
0(3)-C(8) 1.390(6) C(28)-C(30A) 1.546(6)
0(4)-C(10) 1.360(6) C(32)-C(31) 1.492(17)
0(4)-C(11) 1.436(6) C(31)-N(9) 1.161(17)
0(5)-C(27) 1.356(6) C(32A)-C(31A) 1.520(18)
0(5)-C(26) 1.421(7) C(31A)-N(9A) 1.19(2)
N(1)-C(3) 1.295(6) C(33)-0(6) 1.101(9)
N(1)-C(1) 1.468(6) C(33)-C(34) 1.283(10)
N(2)-C(4) 1.292(5) C(33)-C(35) 1.289(10)
N(2)-C(6) 1.469(5) N(4)-Zn(1)-N(3) 93.51(16)
N(3)-C(9) 1.303(6) N(4)-Zn(1)-N(2) 128.77(14)
N(3)-C(7) 1.495(6) N(3)-Zn(1)-N(2) 113.43(15)
N(4)-C(10) 1.308(6) N(4)-Zn(1)-N(2) 107.08(17)
N(4)-C(12) 1.466(6) N(3)-Zn(1)-N(1) 128.12(14)
N(5)-C(3) 1.344(6) N(2)-Zn(1)-N(2) 89.92(15)
N(5)-C(4) 1.347(5) N(7)#1-Zn(2)-N(7) 92.3(2)
N(6)-C(9) 1.319(6) N(7)#1-Zn(2)-N(5) 118.38(15)
N(6)-C(10) 1.325(6) N(7)-Zn(2)-N(5) 109.90(15)
N(7)-C(27) 1.299(6) N(7)#1-Zn(2)-N(5)#1 109.90(15)
N(7)-C(25) 1.471(6) N(7)-Zn(2)-N(5)#1 118.38(15)
N(8)-C(27)#1 1.322(6) N(5)-Zn(2)-N(5)#1 107.85(19)
N(8)-C(27) 1.322(6) C(3)-0(1)-C(2) 106.5(4)
C(1)-C(13) 1.505(8) C(4)-0O(2)-C(5) 106.6(3)
C(1)-C(2) 1.538(7) C(9)-0O(3)-C(8) 108.1(4)
C(5)-C(6) 1.538(6) C(10)-0O(4)-C(11) 107.6(4)
C(6)-C(16) 1.534(6) C(27)-O(5)-C(26) 108.0(5)
C(7)-C(19) 1.523(7) C(3)-N(1)-C(1) 109.2(4)
C(7)-C(8) 1.556(7) C(3)-N(2)-zZn(2) 123.4(3)
C(11)-C(12) 1.525(7) C(1)-N(1)-Zn(2) 127.2(3)
C(12)-C(22) 1.524(7) C(4)-N(2)-C(6) 108.7(4)
C(13)-C(14A) 1.458(10) C(4)-N(2)-Zn(2) 124.1(3)
C(13)-C(15) 1.458(8) C(6)-N(2)-Zn(2) 127.1(3)
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C(9)-N(3)-C(7)
C(9)-N(3)-Zn(1)
C(7)-N(3)-Zn(1)
C(10)-N(4)-C(12)
C(10)-N(4)-Zn(1)
C(12)-N(4)-Zn(1)
C(3)-N(5)-C(4)
C(3)-N(5)-Zn(2)
C(4)-N(5)-Zn(2)
C(9)-N(6)-C(10)
C(27)-N(7)-C(25)
C(27)-N(7)-Zn(2)
C(25)-N(7)-Zn(2)
C(27)#1-N(8)-C(27)
N(1)-C(1)-C(13)
N(1)-C(1)-C(2)
C(13)-C(1)-C(2)
O(1)-C(2)-C(1)
N(1)-C(3)-N(5)
N(1)-C(3)-O(1)
N(5)-C(3)-O(1)
N(2)-C(4)-N(5)
N(2)-C(4)-0(2)
N(5)-C(4)-0(2)
0(2)-C(5)-C(6)
N(2)-C(6)-C(16)
N(2)-C(6)-C(5)
C(16)-C(6)-C(5)
N(3)-C(7)-C(19)
N(3)-C(7)-C(8)
C(19)-C(7)-C(8)
O(3)-C(8)-C(7)
N(3)-C(9)-N(6)
N(3)-C(9)-0(3)
N(6)-C(9)-0(3)
N(4)-C(10)-N(6)
N(4)-C(10)-O(4)
N(6)-C(10)-O(4)

108.9(4)
119.4(3)
130.2(3)
108.3(4)
120.8(3)
130.9(3)
119.3(4)
119.4(3)
120.0(3)
120.3(4)
109.9(5)
121.0(4)
128.6(3)
119.0(7)
113.6(5)
101.7(4)
116.0(5)
106.1(4)
131.6(4)
115.9(4)
112.5(4)
131.2(4)
115.7(4)
113.2(4)
104.2(3)
111.1(4)
102.4(3)
115.3(4)
115.6(4)

99.6(4)
112.0(4)
105.4(4)
133.2(5)
113.9(5)
112.9(4)
132.0(5)
114.0(5)
114.0(5)

O(4)-C(11)-C(12)
N(4)-C(12)-C(22)
N(4)-C(12)-C(11)
C(22)-C(12)-C(11)

C(14A)-C(13)-C(15A)

C(14A)-C(13)-C(1)
C(15)-C(13)-C(1)
C(15A)-C(13)-C(1)
C(15)-C(13)-C(14)
C(1)-C(13)-C(14)
C(18)-C(16)-C(17)
C(18)-C(16)-C(6)
C(17)-C(16)-C(6)
C(20)-C(19)-C(7)
C(20)-C(19)-C(21)
C(7)-C(19)-C(21)
C(24)-C(22)-C(12)
C(24)-C(22)-C(23)
C(12)-C(22)-C(23)
N(7)-C(25)-C(26)
N(7)-C(25)-C(28)
C(26)-C(25)-C(28)
0(5)-C(26)-C(25)
N(7)-C(27)-N(8)
N(7)-C(27)-O(5)
N(8)-C(27)-O(5)
C(25)-C(28)-C(30)
C(25)-C(28)-C(29A)
C(25)-C(28)-C(29)
C(30)-C(28)-C(29)
C(25)-C(28)-C(30A)

C(29A)-C(28)-C(30A)

N(9)-C(31)-C(32)

N(9A)-C(31A)-C(32A)

0(6)-C(33)-C(34)
0(6)-C(33)-C(35)
C(34)-C(33)-C(35)

103.9(4)
111.4(4)
102.7(4)
115.5(4)
113.8(11)
128.2(11)
117.7(7)
107.6(8)
109.9(9)
106.0(6)
110.0(5)
111.6(4)
113.1(4)
112.0(5)
108.8(5)
110.3(5)
112.6(4)
110.9(4)
112.5(4)
101.9(5)
113.1(4)
116.0(5)
106.0(5)
132.9(6)
113.9(5)
113.2(5)
111.1(6)
141(3)
107.3(7)
111.9(7)
94(3)
111.9(7)
172(2)
152(3)
124.2(12)
123.4(13)
111.1(11)

Operacion de simetria empleada para generar los atomos: #1 -X,y,-z
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Tabla 3. Parametros de desplazamiento anisotrépico (A2x 103) para compuesto

[Zn3(Azabox)s]NO3

U11 U22 U33 U23 U13 U12
Zn(l) 40(1) 40(1) 44(1) -6(1) 12(1) -6(1)
Zn(2) 39(1) 41(1) 38(1) 0 6(1) 0
O(1) 63(2) 60(2) 37(2) 10(2) 8(2) -12(2)
0o(2) 61(2) 38(2) 37(2) 5(2) 4(2) -5(2)
O(33) 48(2) 84(3) 76(3) -29(2) 2(2) -6(2)
o) 71(3) 46(2) 118(3) -28(2) 25(2) -7(2)
o) 97(3) 56(3) 109(4) -26(3) 54(3) -10(2)
N(1)  45(2) 38(2) 42(2) 0(2) 15(2) -8(2)
N(2) 38(2) 39(2) 32(2) 1(2) 8(2) -5(2)
N@B) 37(2) 54(3) 50(2) -5(2) 8(2) -2(2)
N(4)  44(3) 38(3) 67(3) -13(2) 21(2) -4(2)
N(5)  36(2) 39(2) 34(2) 4(2) 7(2) -2(2)
N(6)  48(3) 57(3) 91(3) -24(3) 14(2) -12(2)
N(7)  43(3) 51(3) 41(2) -1(2) 10(2) 2(2)
N(@8)  80(5) 41(4) 101(5) 0 41(4) 0
C(1l) 75(4) 49(3) 61(4) 6(3) 24(3) -13(3)
C(2) 103(5) 79(5) 60(4) 30(4) 17(3) -25(4)
C(3) 35(3) 50(3) 36(3) 3(2) 8(2) 1(2)
C4) 29(2) 37(3) 42(3) 0(2) 8(2) 3(2)
C(5) 63(3) 40(3) 40(3) 8(2) 9(3) 6(2)
C(6)  43(3) 47(3) 35(3) 4(2) 8(2) -2(2)
C(7)  45(3) 55(3) 56(3) 4(3) 11(3) 2(3)
C(8)  49(3) 77(4) 74(4) -17(4) -6(3) A(4)
C(9)  40(3) 53(3) 62(3) -16(3) 8(3) -14(3)
C(10) 60(4) 42(3) 82(4) -17(3) 22(3) -9(3)
C(11) 62(4) 52(4) 103(5) -14(3) 28(4) 2(3)
C(12) 50(3) 44(3) 55(3) -5(3) 11(2) 2(2)
C(13) 99(5) 132(6) 88(5) 1(4) 46(4) -57(4)
C(14) 59(7) 163(7)  141(10) 24(8) 50(7) -19(8)
C(15) 83(6) 148(7) 109(8) 45(7) 33(6) -28(7)
C(14A) 62(12)  193(13) 146(14) 14(12)  53(12) -49(9)
C(15A) 92(12)  134(12) 90(12) 21(8) 9(9) -92(9)
C(16) 60(3) 55(3) 48(3) 2(3) 24(3) 1(3)
C(17) 69(4) 74(4) 97(5) 15(4) 47(4) 13(3)
C(18) 105(5) 98(5) 65(4) 1(4) 46(4) 16(4)
C(19) 53(3) 72(4) 69(4) -12(3) 11(3) 14(3)
C(20) 66(4) 105(5) 115(5) -44(5) 12(4) 9(4)
C(21) 58(4) 140(7) 114(5) -21(5) 12(4) 26(4)
C(22) 52(3) 53(3) 48(3) -7(2) 16(3) 5(2)
C(23) 66(4) 99(5) 62(4) -14(3) 16(3) 13(3)
C(24) 53(3) 64(3) 64(3) -6(3) 18(3) 10(3)
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C(25) 60(4)
C(26) 100(5)
C(27) 50(3)
C(28) 92(5)
C(29) 131(7)
C(30) 49(6)
C(29A)107(13)
C(30A) 55(16)
C(33) 62(5)
0O(6) 102(6)
C(34) 121(9)
C(35) 58(5)

70(4)
95(6)
52(4)
85(5)
91(7)
229(11)
90(15)
149(15)
32(4)
76(6)
59(8)
48(8)

64(4)
104(5)
65(4)
172(6)
235(9)
137(6)

213(16)
144(15)

67(4)
111(6)
66(5)

135(10)

3(3)

-46(4)
-10(3)
-38(4)
-32(7)
-59(6)
-52(13)
-28(10)
-18(8)

8(7)

-12(6)

5(7)

27(3)
53(4)
18(3)
90(4)
137(7)
8(5)
115(13)
40(13)
31(4)
66(5)
17(5)
21(6)

11(3)

-15(4)

5(3)

-19(4)
-36(6)
-21(6)
-27(12)
-35(13)

22(8)
19(7)
1(8)
9(6)
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Tabla 4 Coordenadas de atomos de hidrégeno (x 104) y parédmetros de
desplazamiento isotrépico (A2x 103) para compuesto [Zns(Azabox)s]NO;

X y z U(eq)
H(1) 879 8012 437 74
H(2A) 289 7240 -953 100
H(2B) 786 6703 -1227 100
H(5A) 1342 2547 3418 60
H(5B) 778 2706 3625 60
H(6) 1586 4313 4089 52
H(7) 2598 5239 4118 65
H(8A) 3398 6233 4900 89
H(8B) 3380 6867 3886 89
H(11A) 749 10354 2400 87
H(11B) 586 10230 3385 87
H(12) 441 8546 2020 62
H(13) 1854 7703 960 124
H(13A) 1512 7967 -397 124
H(14A) 1792 5801 336 176
H(14B) 2182 6543 -79 176
H(14C) 1570 6269 -788 176
H(15A) 1547 9252 -121 170
H(15B) 1433 8415 -1062 170
H(15C) 2044 8621 -315 170
H(14D) 1852 6154 -334 195
H(14E) 2205 6357 820 195
H(14F) 2301 7154 -18 195
H(15D) 1546 9059 965 167
H(15E) 2113 8944 778 167
H(15F) 2012 8222 1653 167
H(16) 955 5695 4359 63
H(17A) 135 5155 3051 113
H(17B) 39 5209 4099 113
H(17C) 110 3992 3634 113
H(18A) 874 3533 5264 127
H(18B) 827 4774 5712 127
H(18C) 1398 4350 5660 127
H(19) 2817 5837 2316 81
H(20A) 2225 3920 2683 150
H(20B) 2432 3946 1752 150
H(20C) 1994 4870 1828 150
H(21A) 3627 5061 3483 163
H(21B) 3377 4126 2622 163
H(21C) 3301 3977 3681 163
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H(22)

H(23A)
H(23B)
H(23C)
H(24A)
H(24B)
H(24C)
H(25)

H(26A)
H(26B)
H(28)

H(29A)
H(29B)
H(29C)
H(30A)
H(30B)
H(30C)
H(29D)
H(29E)
H(29F)
H(30D)
H(30E)
H(30F)
H(32A)
H(32B)
H(32C)
H(32D)
H(32E)
H(32F)
H(34A)
H(34B)
H(34C)
H(35A)
H(35B)
H(35C)

294
1012

454

622
-247
-474
-427

410

464
1059
1128
1803
1203
1509
1935
1663
1418
1991
1538
1743
1836
1321
1301
2758
2350
2305
2560
2113
1946
-592
-105

-13

604

690

580

7194
7843
7565
8870
9271
7989
8541
2855
1063

921
3788
3616
3685
2473
2726
1557
2202
3706
4413
3194
2122
1316
2217
6194
6872
5504
6210
7090
5788
1829
1091
2419
1009
1914

588

3159
4654
4832
4732
3349
3329
2335
-1917
-2418
-1574
-586
-1393
-2215
-1948
369
-167
573
-523
-1379
-1631
251
-286
548
-3070
-4010
-3939
-4120
-4014
-4343
3818
3685
3994
6076
5299
4994

61
116
116
116

91

91

91

76
114
114
125
199
199
199
217
217
217
181
181
181
172
172
172
269
269
269
191
191
191
129
129
129
126
126
126
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A molecularly imprinted polymer with a metallic center (MIPc) was prepared and characterized. The tem-
plate molecule for MIPc was a complex [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0, Com, based on the ligands: enrofloxacin
(Enr) and azabis(oxazoline) functionalized with styrene. Com was characterized before preparing MIPc.
Moreover, the polymer prepared via non-covalent (MIPe) was prepared using Enr as the template mole-
cule while no template molecules were used to prepare the non-imprinted polymer (NIP).

MIPc was characterized using different spectroscopic techniques. In addition, the polymer molecular
recognition capacity was studied by using rebinding kinetic studies. The kinetics shows that MIPc reach
the equilibrium before the MIPe and NIP and the amount of Enr adsorbed is approximately 5 times higher
that MIPe and NIP.

Scatchard plots analysis for NIP, MIPe and MIPc shows K, = 0.4768, 0.020, 0.0067 (mmol L™!) respec-
tively. In comparison with the MIPe the binding affinity is nearly 100 times higher taking into account
the high affinity sites. The selectivity of MIPc for Enr was higher than that for ofloxacin or flumequin, iso-
therms were fit to the Langmuir-Freundlich model, and the Enr showed a value of K, =21.38 mM~!,
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while the ofloxacin had a value of 2.2 x 1078 mM~' and the flumequin of 1.6 x 10> mM~.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years, the contamination by antibiotic residues in ani-
mal meat for human consumption [1], has become a serious health
concern. Quinolones (Qs) are a widely used broad-spectrum antibi-
otic family in order to prevent and treat a wide variety of diseases
in both human and veterinary medicine. The majority of Qs for
clinical use belongs to the fluoroquinolone group [2] (FQ).

In addition, the interest in the determination of antibiotic, in
particular FQs [3], residues in the environment arises from the fact
that they are suspected of being responsible for the appearance of
antibiotic-resistant bacterial strains [4-6]. There is also concern
that FQs may inhibit photosynthesis in plants [7].

The FQs and their metabolites [8] have already been identified
as risky and persistent pollutants in water, sludge, soils and sedi-
ments [9-11]. FQs have been found in hospital wastewaters [12]
(at concentrations ranging from approximately 60-120,000 ng/L),
in wastewater treatment plant effluents (~2-580 ng/L) and in sur-
face waters (~5-1300 ng/L) throughout the world. The persistence
[13] of the antibacterial agents like enrofloxacin (ENR), flumequine
(FLU), sarafloxacin (SAR), could be a serious problem, for instance,

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223637.
E-mail address: jgracia@unam.mx (J. Gracia Mora).

1381-5148/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.reactfunctpolym.2013.04.002

in marine sediments where the initial concentrations of these com-
pounds remain almost intact after 180 days, whereas the residues
in the top layer of the sediment depurated more rapidly.

For these reasons, it is important to develop analytical methods
for detecting these drugs. However, most of the analytical methods
established for the FQ detection or separation are not efficient at
directly detecting or removing the trace drug amount. Current
methods for the FQ analysis in biological matrices are based on li-
quid chromatography; mainly ultraviolet (LC-UV) [14], fluores-
cence (LC-FD) [15], or mass spectrometry (MS) [16,17].

Molecular imprinting [18] allows the formation of specific rec-
ognition sites in synthetic polymers through the use of templates.
The template molecule organizes functional and cross-linking
polymerizable monomers during the polymerization. Subsequently
it is extracted from the insoluble network. Then, domains of com-
plementary size, shape, and functional group orientation are cre-
ated. On the other hand, the most widely used technique for
preparing MIPs is the non-covalent, in which template and func-
tional monomer form a pre-organized structure through weak
interactions [19]. This method is used with aprotic and low polar-
ity organic solvents; however, this causes a poor level of recogni-
tion of the template in aqueous environments. The polar
solvents, especially water, could destroy the imprinted recognition
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site, which obviously should limit their further application in envi-
ronmental and biological fields. To improve the affinity of MIP in
aqueous environment, porogenic solvent such as CH30H was rec-
ommended in MIP preparation [20].

The formation of a template-monomer complex under aqueous
conditions is not efficient enough, owing to the fact that the hydro-
gen-bonding interactions between template and monomers can be
interrupted by the polar solvent. In order to avoid the disturbance,
the metal ion was introduced as a mediator during the pre-poly-
merization to form the complex of template-metal ion-monomer.
In fact, coordination interaction is a strong interaction and metal
ion MIP has been demonstrated to have high selectivity and used
in several types of selective recognition systems [21-23].

Several studies of MIPs for FQ have been reported, however
most of them were focused on non-covalent MIPs [5,24-30]. The
affinity in polar solvents could be increased by introducing stron-
ger interactions, such as those exhibited by metal coordination
centers. For instance, Hart and Shea [31] reported synthetic pep-
tide receptors based on imprinted Ni(Il)-nitrilotriacetic acid com-
plexes, which have affinity to N-terminal histidine (His) residues.
Subat et al. [32] reported imprinting of zinc (II) cyclen complexes
yielding MIPs with affinity for imides in aqueous solution.

It is important to highlight the work of Lv et al. [33], who stud-
ied the synthesis of imprinted polymers (MIP1) templated with
Enr. The recognition between MIP and Enr occurs by means of a
coordination bond in a protic solvent. The MIP was developed by
copolymerization of Co(II)-Enr complex that was formed in situ
with 4-vinylpyridne (4-Vpy) and EDGMA.

The binding studies were performed, and the binding parame-
ters were obtained through Scatchard plots suggesting that the
binding sites in MIP1 are heterogeneous with respect to the affinity
for [(Co)-Enr]?*. The MIP1 has two kinds of sites with specific bind-
ing properties. K; and Q. of higher affinity binding sites can be
calculated to be 0.770 umol mL~! and 102.762 pmol g~'. K; and
Qmax Of lower affinity binding sites were 0.295 pmol mL™! and
65.225 umol g1, respectively.

In this paper, we report the synthesis and characterization of
Enr imprinted polymers by using the coordination interaction for
recognition of Enr in protic solvents. The MIPc was synthesized
using a mixed complex of zinc (II), Com. as a template molecule.
The template molecule was synthesized and characterized before
preparing polymers in order to have homogeneous recognition
sites, which should lead to materials with improved binding and
specificity characteristics.

2. Experimental
2.1. Materials

Enrofloxacin, C;9H,FN303, (1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-
1-y1)-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-3-carboxylic acid),
(Enr, 98%); was bought of Fluka. Zn(NOs),-6H,0 (98%); CH3CN
(98%); allyl alcohol (AA; 98.5%), ethylene glycol dimethacrylate
(EDGMA, 98%); CH30H and CH,Cl, were purchased from Aldrich.
2,2'-azo-bis-isobutyronitrile, (AIBN, 98%) was kindly donated by
AKZO NOBEL. Water was purified by Milli-Q system. On the other
hand, azabis(oxazoline) was functionalized C;;H;9N30,, ((4S)-4-
isopropyl-N-[(4R)-4-isopropyl-4,5-dihydro-1,3-oxazol-2-yl]-N-(4-
vinylbenzyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazol-2-amine) (Aza-f, 85% w:v),
was synthetized in accordance with reports by Reiser et al.
[34-36].

2.2. Synthesis of [Zn(Aza-f)(Enr)][NOs-H,0

The complex [Zn(Aza-f)(Enr)[NO3-H,O was synthesized based
the following procedure: 200 pL of Enr (0.2028 mmol, 74.4 mg)

solution is prepared by using NaOH 1 M as solvent (solution A).
After, a solution of Aza-f (0.2028 mmol, 85 mg) in 10 mL of CHs;_
CN/H,0 (70:30, v:v) is prepared (solution B) and then, solution B
was added on solution A, mixing during 5 min. Subsequently, a
solution of Zn(NOs),-6H,0 (0.2028 mmol, 61 mg) was added to
the last mixture. Finally a white powder was obtained.

2.3. Characterization of [Zn(Aza-f)(Enr)]NO3s-H>0

IR spectra were recorded with a Perkin Elmer spectrophotome-
ter. Solid '3C high performance decoupling magic angle spinning
nuclear magnetic resonance (HPDEC MAS NMR) was carried out
with NMR Brucker Avance-Il 300 spectrometer operating at
75.46 MHz. The characterization of the Com solution was done
using a Varian NMR, 300 MHz in CH30H-d,4 solution. The elemental
analysis of the Com was done using Fisons EA1108.

2.4. Preparation of molecularly imprinted polymer with metallic center
(MIPc), and Enr (MIPe) and non-imprinted polymer (NIP)

The procedure for the preparation of MIPs or NIP was adapted
from the method of precipitation polymerization reported by Ye
et al. [37]. AA (0.81 mmol, 48 mg), EGDMA (4.056 mmol, 820 mg)
and AIBN (0.21 mmol, 35 mg) were mixed together in 12 mL of
CH30H. The template molecule was different for each polymer;
MIPc, (Com, 232.7mg, 0.2028 mmol); MIPe, (Enr, 74.4 mg,
0.2028 mmol); and, NIP, without template molecule.

The reaction mixture was purged with N, and sonicated for
10 min in a sealed glass tube. Then, the tube was placed in a
10°C water bath. The polymerization reaction was initiated
with a mercury lamp at /=365nm, and maintained for 24 h.
Afterwards, all the polymers were washed in a Soxhlet appara-
tus with two solvents: CH3OH and CH,Cl, for 12 h with each
solvent.

Additionally, 4.0 g of MIPc was washed with 50 mL of 0.2 M
NaCN solution for 12 h, and then rinsed with water and EtOH sev-
eral times. Finally, the metallic center was regenerated with 25 mL
of aqueous solution 0.06 M Zn(NOs),, 6H,0. The synthesis scheme
is illustrated in Fig. 1.

2.5. Characterization of the MIPc, MIPe and NIP

IR spectra were recorded with a Perkin Elmer spectropho-
tometer. Solid '>C high performance decoupling magic angle
spinning nuclear magnetic resonance (HPDEC MAS NMR) was
carried out with NMR Brucker Avance-II 300 spectrometer oper-
ating at 75.46 MHz. The polymer morphology was studied by
using a JEOL-5900LV scanning electron microscope. The samples
of polymers were Au sputter-coated for 40 s at 20 mA. The SEM
micrographs were acquired with a SEI (detector of secondary
electrons) using an acceleration voltage of 20 kV or 10 kV. The
elemental analysis of polymers was done using a Fisons
EA1108.

2.6. Evaluation of binding properties of the polymers

Kinetic studies were performed to determine the time to attain
the binding equilibrium. 10 mg of polymer was added to 1.125 mL
CH;OH solution of Enr (3.7 x 1074 M). The vial was sealed and
maintained at 25 °C in a controlled water bath. The drug adsorp-
tion at different times (0-300 min) was determined by UV-spectro-
photometry at 280 nm.

In order to determine the binding capacity of MIPs in protic sol-
vents, equilibrium measurement were made using UV-spectros-
copy. The experiment was carried out by adding 10 mg of MIPs
or NIP in a glass tube containing 1.125 mL of Enr solution with
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Fig. 1. Preparation of MIPc for Enr (a), washing (b), regeneration metallic center of polymer using Zn(NOs), (c) and Enr recognition of MIPc (d).

concentrations varying from 0.0176 to 12 mmol L~! which was
prepared in 70:30 v:v CH30H/H,0. The solutions were placed in
the dark for 15 min at 25 °C, then centrifuged, filtered and mea-
sured by UV spectrophotometry at 280 nm.

To estimate the binding properties of the polymers and Enr, a
static adsorption experiment was conducted. The obtained data
were processed by Scatchard analysis according to Eq. (1) [38].
Then binding parameters were calculated, shown in Table 4.

Scatchard equation : Q/[Enr] = (Quax — Q)/K4 (1)

where Q is the Enr bound to the polymers at equilibrium, Quax is the
maximum binding capacity, [Enr] is the free Enr concentration and
Kj is the dissociation constant. The values of K; and the Qu,ax can be
calculated from the slope and the intercept of the linear fitting in Q/
[Enr] vs. Q, respectively.

2.7. Evaluation of selectivity properties of the polymers

The experiment was carried out by adding 10 mg of MIPc in a
glass tube containing 1.125 mL of Enr, Flume or Oflo stock solution
with concentrations varying from 0.02 to 0.65 mmol L~! which
was prepared in 70:30 v:v CH30H/H,0. The solutions were placed
in the dark for 15 min at 25 °C, then centrifuged, filtered and mea-
sured by UV spectrophotometry at 280 nm for Enr, 338 nm for
Flume and 298 nm for Oflo.

3. Results and discussion
3.1. Preparation and characterization of Com

Com was synthesized with good yield (75%) by the reaction of
equimolar quantities of Zn?*, Aza-f ligand and Enr. The product re-
sulted in a white solid powder, soluble in a CH;0H/H,0 mixture
and DMF. The elemental analysis data were as follows: found
(%): C=58.05, H=6.37, N=11.09; and calculated (%): C=58.85,
H=6.79, N = 10.31. These are in agreement with a general formula
[Zn(Aza-f)(Enr)]NO5-H,0.

The IR spectrum of Enr shows the carboxylate stretch at
1736 cm™! while the pyridine carbonyl can be seen at
1628 cm~'. Upon zinc complexation Com the former is split into
a doublet at 1619 cm™! and 1415 cm™!, suggesting the carboxylic
group deprotonation and its participation in the metal coordina-
tion bond, while the latter is shifted to lower wavenumber
1581 cm™'. These trends are similar to those reported for com-
plexes with other FQs [39-42]. On the other hand, Mendoza-Diaz
et al. [43,44] have studied mixed ligand complexes of the type
Cu(Zn)-nal-phen(bipy). The solid-state IR spectra showed bands
corresponding to both ligands. The bands of 4-oxo and 3-carboxyl
appeared in the 1800-1300 cm ™' region.

Furthermore, the most significant band of the Aza-f ligand is the
C=N stretch, which appears at 1690-1640 cm~'. The same band is
observed in the spectra of the complex at 1686 cm~!. Similar
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n
CH,

Enr Aza-f

Fig. 2. Enr and Aza-f structures showing '>C NMR peak assignments.

Table 1
13C NMR shifts for the zinc complex.

# Carbon Enr Aza-f [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0
1 147.56 - 151.11
2 108.20 - -

3 177.23 - 177.98
2a 167.25 - 171.90
4 139.31 - -

i 59.67 59.61
j 166.74 169.98
k 66.75 65.33
1 69.81 68.42
m 32.29 33.93
n 18.67 19.15

behavior was observed in the copper complexes with analogous li-
gand, bis(oxazoline) [45].

The '3C-NMR spectra of the pure Enr, Aza-f and of the Com were
recorded. The data and their assignments are summarized in Fig. 2
and Table 1, indicating that the most important signals, respect to
the coordination effect, of both ligands were observed. In addition
the complex has similar signals to the other related mixed com-
plexes [44].

The signals of Enr, C-2 and C-4 disappear in the complex spectra
due to the effect of coordination with Zn?*. In addition, the C-1 and
C-3 show common displacements in comparison with other com-
plexes of FQs [44].

The mass spectrum FAB* of Com shows intense peaks centered
at 100% at m/z 777, also the isotopic abundance corresponds to the
[Zn(Aza-f)(Enr)]" ion, Fig. 3.

The entire characterization data of the metal complex suggest
that the compound has the formula [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0, and
the structure could be similar to that illustrated in Fig. 1.

3.2. Characterization of the polymers

3.2.1. Spectroscopic characterization

The IR spectra of all washed polymers (MIPs and NIP) were re-
corded. MIPe and NIP do not show significant differences. The sig-
nals are representative of the copolymer AA-EGDMA. However, the
polymer MIPc spectra show bands which can be assigned to the li-
gand Aza-f, namely at 1630cm ™', 1512cm™! and 1470 cm ™, all
belonging to the C=N bond. These bands are smaller than those
of the copolymer AA-EGDMA due to the stoichiometric ratio of
the monomers.

Additionally, the '3C CP-MAS NMR spectra were recorded. The
shifts related to Aza-f in MIPc were as follows: C=127.25 ppm
and 128.53ppm (—CH—, benzene ring of styrene);
C=133.73 ppm (—C—, benzene ring); C=158.90 ppm (—N—C=N
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T
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=
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o
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o
c
©
2
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a
<C
20- ‘
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m/z
Fig. 3. Mass spectra FAB* of complex [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0.
Table 2
13C CP-MAS assignations of ligand Aza-f in MIPc.
# Carbon Aza-f
d, e 128.53
fg 127.25
h 133.73
j 158.90
Table 3

Data from polymer elemental analysis.

Polymer % N calculated % N calculated % N experimental
polymer without polymer with polymer with wash
wash wash

NIP 0 0 0

MIPe 1.05 0 0.1985

MIPc 2.09 1.04 1.0174

in the ring of oxazoline group), Fig. 2. This indicates that Aza-f li-
gand is covalently bonded to the polymer (Table 2).

3.2.2. Elemental analysis

To evaluate the degree of Aza-f incorporation, the elemental
analysis of washed imprinted polymers was performed and the re-
sults are shown in Table 3 [46].

The experimental data were compared to the theoretical data
for the nitrogen content based on nitrogen stoichiometry. In the
case of the NIP and MIPe, i.e., the polymers synthesized through
non-covalent interactions and later washed, the results were in
accordance with expectations, since the value of % N in NIP was
0% N, due to that it has not any source of nitrogen. Although for
washed MIPe, a similar behavior was expected, because the inter-
actions of the Enr with the matrix polymer are non-covalent,
0.1985% N was experimentally observed. It is probably due to the
fact that Enr was entrapped in the polymer matrix in locations
inaccessible to the solvent molecules. On the other hand, the MIPc
polymer has two sources of nitrogen, Enr and Aza-f, and a theoret-
ical value of % N of 1.04% was estimated, based only on the ligand
Aza-f N content. The experimental value was 98% with respect to
the theoretical value. This result suggests that all Enr was removed
from the polymer. In conclusion, the result indicates that the Aza-f
ligand is attached to the polymer matrix and the solvent has good
access to the recognition center.
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Table 4
Calculated Scatchard parameters.

Binding sites Scatchard equations r Ky (mmol L) Qmax (mmol g~ 1)
NIP

Non specific sites Q/[Enr] = —2.097Q + 50.011 0.9891 0.4768 0.02384

MIPe

High affinity sites Q/[Enr] = —49.3601Q + 258.37 0.9901 0.020 0.005

Low affinity sites Q/[Enr] = —0.28856Q + 39.951 0.9667 3.4654 0.1384

MIPc

High affinity sites Q/[Enr] = —149.36Q + 5039.34 0.999 0.0067 0.03374

Low affinity sites Q/[Enr] = —-0.2123Q + 75.30 0.9059 4.7103 0.3547

FR-USAI

FR-USAI

Fig. 4. SEM micrographs of (a) NIP, (b) MIPe and (c) MIPc. Scale bars: 500 nm.

3.2.3. SEM

The morphology of the produced polymers has been studied
using scanning electron microscopy. From these images shown in
Fig. 4, some relevant differences among MIPc, MIPe and NIP could
be clearly identified in terms of size and morphology.

In reports previously published [47-49], for the polymers with
methacrylic acid, MAA, as a functional monomer the presence of
template molecule caused the reduction of the particle growth
during the polymerization and precipitation. In the pre-polymeri-
zation solution of non-imprinted system, MAA can form hydro-
gen-bonded dimers. Therefore, the pre-polymerization solution
may contain both species: free MAA and MAA dimers. On the other
hand, in the imprinted system, the presence of the template mole-
cule contributed an additional intermolecular interaction between
MAA and the template, which might somehow affect the growth of
the cross-linked polymer nuclei to result in smaller polymer
particles.

The polymers NIP, MIPe and MIPc studied in this work were
compared to the polymers reported in the literature [47-49] and
the following conclusions were reached. In the case of MIPc, aggre-
gates can be observed with smaller particle size than those seen in
NIP and MIPe, this result being consistent with other reports in the
literature. However, it was observed that the particles of NIP as
compared with MIPe were smaller in size. This result is not consis-
tent with other reports, but might be caused by the interaction be-
tween AA and MeOH, which does not promote dimer formation.
This could explain the smaller particle size.

3.3. Binding study

3.3.1. Adsorption kinetics

The results of Enr adsorption kinetics studies of all washed
polymers are shown in Fig. 5 where the amount of free Enr is plot-
ted vs. time. As can be seen, all polymers reach the adsorption
equilibrium at around 60 min, with MIPc being the first one to
reach the equilibrium.
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B 85_
©
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i} AL A
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Fig. 5. Binding kinetics for Enr and the different polymers.

The amount of Enr adsorbed is higher for the MIPc, the polymer
which is expected to have more and stronger binding sites. The
MIPc takes up approximately 5 times more Enr than NIP and 2.5
times more than MIPe. This result suggests the amount of strong
binding sites is in proportion with the strength of binding force.
Therefore, the metallic binding site is stronger than those due to
non-covalent interactions.

3.3.2. Affinity and selectivity studies

Adsorption isotherms, Fig. 6, shows that MIPc had a higher
number of sites for Enr with respect to MIPe or NIP.

The obtained data were plotted using the Scatchard analysis to
estimate the binding parameters of MIPc, MIPe and NIP. The results
are shown in Fig. 7. It is clear that the binding behavior of the Enr
with the polymers is different in each case. The NIP, Fig. 7a, shows
only one type of binding sites corresponding to non-specific sites,
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Fig. 6. Adsorption isotherms of Enr on MIPc ([Zn(Aza-f)(Enr)]NO5-H,0), MIPe and
corresponding NIP.

and the amount of Enr attached to the NIP is the lowest, which is
typical for non-imprinted polymers. On the other hand, MIPe syn-
thesized via a non-covalent procedure, Fig. 7b, shows two different
sites, one of low affinity and another of higher affinity. The low
affinity sites are similar as compared to those in NIP, corresponding
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probably to the non-specific polymer structure for the Enr. The
high affinity sites show K, that is 25 times lower than that of the
NIP. This result indicates that the polymer was effectively im-
printed. This result is similar to other MIP systems synthesized
with FQ without the metallic center [27-30].

MIPc also has two binding sites, of low and high affinity, Fig. 7c.
The high affinity polymer sites in MIPc show 71 times lower K,
than the non-specific polymer sites. This result is due to the forma-
tion of a coordination bond between Enr and Zn?" in the polymer,
the high coordination bond energy drive to a polymer with stron-
ger binding sites.

The values of K; and Qmax of 4.7103mmolL~! and
0.3547 mmol g, respectively, correspond to the low affinity or
non-specific sites. On the other hand, the values for high affinity
sites were Ky and Quax of 0.0067 mmol L~! and 0.03374 mmol g,
respectively.

The results for MIPc are compared with those reported by Lv
et al. [33] for MIP1, since these two polymers are similar in behav-
ior, and have two kinds of binding sites, the lower and higher affin-
ity sites. However, the values of K; and Qu.x for the high affinity
sites in MIPc are 115 and 3 times lower than those observed for
MIP1. These results show that MIPc has a higher affinity for Enr
in comparison with MIP1. This difference could be attributed to
the specific method of generating the recognition sites in the poly-
mers. During the synthesis of MIP1, the metal complex of Co(Il) is
formed in situ in the pre-polymerization solution and apparently
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7. Scatchard analysis curve of NIP(a), Enr (b) and MIPc (c).
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the structure of the preorganization complex is not well defined. In
the case of MIPc, the complex synthesized before the polymeriza-
tion process has a well-defined structure for obtaining a MIP with
better recognition sites.

The work reported by Qu et al. [50] also studied the influence of
the metal center on the molecular recognition of FQs for the syn-
thesis of a MIP using ciprofloxacin (CIP) and itaconic acid (ITA),
which are the template and functional monomer, respectively.
They used Fe*" as for a metal center in order to synthesize the
mixed complex, Fe**-ITA-CIP. For this MIP they conducted studies
of binding capacity in water to determine the final concentration of
CIP in contact with the MIP. Through these values, obtained using
the Scatchard analysis, they obtained the values of K, for the high
recognition site. Comparing these values with the value of K, of
MIPc, it was observed that the value of K; on MIPc was 18 times
lower than the value of K, for MIP reported by Qu et al. [50]. This
result suggests that MIPc is a material that functions in polar envi-
ronments and shows that MIPc has a higher affinity for FQ which is
structurally similar with Enr.

There are other published reports about MIPs targeting to FQs
obtained via bulk polymerization [27-30]. For this MIP the value
of K, reported for the strong recognition sites was approximately
5 times greater as compared to MIPe. This result suggest the
advantage of not using the polymerization bulk method due to fact
that in the MIPe prepared by precipitation polymerization method,
the disadvantages reported in the literature were reduced [37].

With regard to the number of recognition sites present in the
polymers, the amount of Enr bound to the polymers was very dif-
ferent in each case, with NIP showing the lowest capacity. If we
compare the total number of sites, MIPc has 16 times as many sites
as either NIP or MIPe. This means that greater number of sites can
be related to higher bond strength of these sites. These results are
in agreement with studies that indicate that the amount of Enr
remaining in inaccessible sites is higher in a non-covalent polymer
than in a coordination polymer.

The selective bonding of the MIPc was evaluated with three
FQs: Enr, Oflo and Flume. Enr and Oflo were structurally analogous.
On the other hand, Flume was used to probe a ligand without the
piperazine ring.

Fig. 8 shows the binding isotherms of MIPc with three different
FQs, i.e., Enr, Oflo and Flume. MIPc shows very good selectivity for
Enr, while the other two ligand interact weakly with the polymer
and do not fit the Scatchard model. The isotherms were fit to the
Langmuir-Freundlich model, and the Enr showed a value of
K,=21.38 mM~!, while the Oflo had a value of 2.2 x 10~ mM!
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Fig. 8. Adsorption isotherms of Enr, ofloxacin and flumequin on MIPc.

and the Flume of 1.6 x 10° mM~". It is evident that the affinity
for Enr is much higher.

4. Conclusions

Mixed ligand metallic complex, as a template, was synthesized
and characterized before the polymerization step in order to gen-
erate improved recognition sites in the polymer. The MIP with
and without the metal center in the recognition sites and NIP have
been prepared and characterized. Studies employing MIPc sug-
gested that the recognition sites in the polymer matrix are in ac-
cord with the proposal structure. Scatchard plot analysis revealed
two different binding sites in the imprinted polymers, while a un-
ique type of site is observed for NIP. The results show that MIPs
have a higher association constant than the non-specific sites,
and that MIPc shows higher interaction and higher site number
than MIPe. The MIPc has a high affinity for Enr with respect to an-
other FQ in a CH30H/H,0 system, this affinity provided by metallic
centers as the recognition sites.

Mixed ligand metallic complex [Zn(Aza-f)(Enr)]NOs-H,0, was
synthesized and characterized, and used as a template, before the
polymerization step in order to generate improved recognition
sites in the imprinted polymer. The MIP with and without the me-
tal center in the recognition sites and NIP have been prepared and
characterized. Studies of NMR, elemental analysis, IR, MIPc sug-
gested that the recognition sites in the polymer matrix are in ac-
cord with the proposal structure.

The kinetics rebinding studies shows that MIPc reaches the
equilibrium before the MIPe and NIP and the amount of Enr ad-
sorbed is 5 time higher that MIPe and NIP.

Scatchard plot analysis revealed two different binding sites in
the imprinted polymers, while a unique type of site is observed
for NIP. It was found that NIP shows K; = 0.4768, MIPe K; = 0.020,
and MIPc K;=0.0067 (mmol L™!). In comparison with the MIPe
the binding affinity is nearly 100 times higher taking into account
the high affinity sites.

The selectivity of MIPc for Enr was higher than for ofloxacin or
flumequin, isotherms were fit to the Langmuir-Freundlich model,
and the Enr showed a value of K, = 21.38 mM~!, while the ofloxa-
cin had a value of 22 x10¥mM! and the flumequin of
1.6 x 107>, The MIPc has a high affinity for Enr with respect to an-
other FQ in a CH30H/H,0 system, this affinity provided by metallic
centers as the recognition sites.
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The asymmetric unit of the title complex, aqua[1-cyclopropyl-
7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-
3-carboxylato](1,10-phenanthroline)copper(11) nitrate
dihydrate, [Cu(C,9H,;FN505)(C,HgN,)(H,0)]NO3-2H,0,
contains one [Cu(erx)(phen)(H,0O)]" cation, one NO3~ anion
and two solvent water molecules (erx is enrofloxacin and phen
is 1,10-phenanthroline). The Cu" ion adopts a slightly
distorted square-pyramidal geometry, coordinated by two O
atoms of the erx ligand and two N atoms of the phen ligand in
the basal plane, and by a water molecule in the apical position.
The Cu'' ion deviates from the basal plane by 0.1439 (7) A.
The piperazine ring belonging to erx has a slightly twisted
chair conformation. Coordinated and uncoordinated water
molecules participate in a hydrogen-bonding network
including both cations and anions, to produce a three-
dimensional supramolecular structure.

Related literature

A similar arrangement to that of the title compound has been
observed in [Cu(erx)(phen)Cl] (Efthimiadou ez al., 2006),
where erx and phen occupy the four positions in the basal
plane, while the Cl atom is in the apical position. Metal-to-
ligand distances are also similar to those found in related
compounds with cinoxacin (Mendoza-Diaz et al, 1987) and
ciprofloxacin (Saha et al, 2005; Drevensek et al., 2003). A
trigonality index may by computed for Cu'"" (Addison et al.,
1984). Quinolone-metal complexes have been studied in
relation to their biological activity and structural properties
(Mendoza-Diaz & Ireta-Moreno, 1994; Turel et al., 1997;
Wallis et al., 1996).

NO,

2H,0

Experimental

Crystal data

[Cu(CyoH,FN;03)(C1,HsN,)- B=28791(3)°
(H,0)]NO;-2H,0 y = 8037 (2)°

M, = 7182 V =16183 (12) A®

Triclinic, P1 Z=2

a=10819 (4) A Mo Ka radiation

b =12.019 (5) A =074 mm™!
¢ =12.968 (6) A T =298 (2) K

a =76.75 (3)° 0.27 x 0.24 x 0.22 mm

Data collection

Siemens P4 diffractometer
Absorption correction: ¥ scan
(XSCANS; Siemens, 1993)
Tmin = 0.824, Ty = 0.853

6697 measured reflections
5711 independent reflections

3170 reflections with I > 20(1)
Rine = 0.035
3 standard reflections
every 97 reflections
intensity decay: 3.6%

Refinement

R[F? > 26(F?%)] = 0.061
wR(F?) = 0.129

S =103

5711 reflections

434 parameters

H-atom parameters constrained
Apmax =029¢ A7°

APmin = —030e A7

Table 1

Hydrogen-bond geometry (A, °).

D—H.--A D—H H--A D---A D—H---A
O1W—HI1D---003 0.84 2.10 2.879 (7) 155
O2W—H2C---001 0.88 2.37 3.194 (7) 157
O2W—H2C---002 0.88 2.28 3.031 (8) 144
O2W—H2D---03W 0.88 2.26 3.066 (7) 152
O3W—H3C---02" 0.86 2.17 3.005 (5) 166
O3W—H3D---03" 0.85 2.00 2.845 (6) 179

Symmetry codes: (i) —x+1,—y+2,—z+1; (ii)) x — 1, y, z.

Data collection: XSCANS (Siemens, 1993); cell refinement:
XSCANS; data reduction: XSCANS; program(s) used to solve
structure: SHELXS97 (Sheldrick, 1997); program(s) used to refine
structure: SHELXL97 (Sheldrick, 1997); molecular graphics:
ORTEP-3 for Windows (Farrugia, 1997); software used to prepare
material for publication: WinGX (Farrugia, 1999).
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A copper(II) complex of 1,10-phenanthroline and enrofloxacin

J. Recillas-Mota, M. Flores-Alamo, R. Moreno-Esparza and J. Gracia-Mora

Comment

The quinolones complexation with metal ions is known to enhance biological activities of the quinolone antibiotics, probably
because of the higher liposolubility leading to greater intracellular accumulation (Mendoza-Diaz & Ireta-Moreno, 1994).
The study of mixed-ligands coordination compounds with enrofloxacin is thus relevant, in order to improve the activity of
this antibiotic used in veterinary medicine. Several fluoroquinolones-metal complexes have been isolated and their crystal
structures reported (Mendoza-Diaz et al., 1987; Wallis et al., 1996; Turel ef al., 1997), most of them with ciprofloxacin. As
part of our studies on different bioactive antibiotics, the title compound, (I), is a mixed-ligands metal complex, which, besides
enrofloxacin (erx), includes the N,N'-bidentate ligand 1,10-phenanthroline (phen). It could contribute to the development

of a new type of drug with biological activity.

The asymmetric unit of (I) consists of one [Cu(erx)(phen)(Hzo)]Jr cation, one NO3 anion and two lattice water molecules
(Fig. 1). The Cu'l ion is coordinated by two enrofloxacin O atoms and two N atoms of 1,10 phenanthroline in the basal
plane, and by a H>O molecule in the axial position. It adopts a slightly distorted square-pyramidal geometry [trigonality
index (Addison et al., 1984): T =0.02] with an O1—Cu—O02 angle of 92.94 (14)° and a N1—Cu—N2 angle of 82.08 (17)°.
The Cu'" ion deviates from the basal plane by 0.1439 (7) A. The apical site is occupied by a water molecule, with a bond
length Cul—O1w of 2.253 (4) A and an angle of 89.69 (12)° with the best plane of four atoms at the base of the pyramid.

The uncoordinated carboxylate atom O3 [Cul--03 = 4.020 (4) A] lies above the basal plane of the pyramid. The trans atom
system of the basal plane gives angles O1—Cu—N1 = 169.36 (16)° and O2—Cu—N2 = 170.46 (16)°.

An arrangement similar to that of (I) has been observed in [Cu(erx)(phen)Cl] (Efthimiadou ef al., 2006), where the en-
rofloxacin and the phenanthroline occupy the four positions in the basal plane, while the apical position is occupied by

a Cl ion. Metal-to-ligand distances in (I) are also similar to those found in related compounds with cinoxacin [1-ethyl-
1,4-dihydro-4-oxo-1,3-dioxolo[4,5¢g]cinnoline-3-carboxylic acid, cnx], namely [Cu(phen)(cnx)(H>,O)]NO32H,0 (Mend-
oza-Diaz et al., 1987), or ciprofloxacin [ 1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-quinoline carboxyl-
ic acid, ¢/ H] (Saha et al., 2005; Drevensek ef al., 2003) all of them presenting small trigonality indexes.

The crystal structure of (I) is dominated by layered structures. All units are connected via O—H---O hydrogen bonds
(Table 1), forming an infinite one-dimensional chain along [001]. Additionally, complex cations are also connected through

weak n— interactions, completing the three-dimensional supramolecular arrangement.

Experimental

Enrofloxacin (360 mg, 1 mmol) was dissolved in CH3CN—H>0 (3:2, 15 ml) and NaOH (40 mg, 1 mmol) was added.
After 20 min. of stirring, Cu(NO3),-5H>0 (240 mg, 1 mmol) in CH3CN—H>0O (20 ml) and phen (180 mg, 1 mmol) in

CH3CN—H,0 (10 ml) were added dropwise. The reaction mixture was stirred for 50 min. The green solution was reduced

sup-1
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in volume and left for slow evaporation. Green crystals of (I) deposited over a few days. Yield: 646 mg, 90%. A suitable
green single-crystal was carefully selected out of the mother liquor and mounted with mineral oil in a glass capillary for

subsequent data collection. The crystals decompose rapidly by contact with air, with probable release of water.

Refinement

H atoms bonded to O atoms were found in a difference map and their coordinates refined with O—H bond lengths con-
strained to 0.84-0.88 A and Ujg, = 1.5 Ueq(carrier O). H atoms attached to C atoms were placed in geometrically idealized

positions, and refined as riding on their parent atoms, with C—H distances fixed to 0.93 (aromatic CH), 0.96 (methyl CH3),
0.97 (methylene CHj) or 0.98 A (methine CH), and with Ui, = 1.5 Ueq(C) for the methyl group and Ujso(H) = 1.2Ueq(C)

otherwise.

Figures

Fig. 1. The molecular structure of (I), with atom labels and 50% probability displacement el-
lipsoids for non-H atoms. The anion and solvent molecules were omitted for clarity.

aqua[1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-1-yl)-6-fluoro-4-oxo-1,4- dihydroquinoline-3-carboxylato](1,10-
phenanthroline)copper(ll) nitrate dihydrate

Crystal data

[Cu(C19H21FN303)(C12HgN2)(H201)INO32H,0 - Z=2

M,.=718.2 Fooo =746

Triclinic, PT Dy=1474Mgm >
Mo Ka radiation

a=10.819 (4) A A=0.71073 A

b=12.019(5) A Cell parameters from 50 reflections

c=12.968 (6) A 0 =3.8-23.9°
a=76.75 (3)° w=0.74 mm '
B=8791(3)° T=298 (2)K
y=280.37 (2)° Block, green

V=1618.3 (12) A> 0.27 x 0.24 x 0.22 mm

Data collection

ditactometer i = 0.035
Radiation source: fine-focus sealed tube Omax = 25.1°
Monochromator: graphite Omin = 1.6°

T=29822)K h=-1-12
20/w scans k=-14—14
Absorption correction: y scan 1= 15515

(XSCANS; Siemens, 1993)
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Tinin = 0.824, Tiax = 0.853 3 standard reflections
6697 measured reflections every 97 reflections
5711 independent reflections intensity decay: 3.6%

3170 reflections with /> 2c(/)

Refinement

Refinement on F~ Secondary atom site location: difference Fourier map

Hydrogen site location: inferred from neighbouring

Least-squares matrix: full .
sites

R[F? > 26(F?)] = 0.061 H-atom parameters constrained
w=1/[c2(Fy?) + (0.0373P)% + 0.4734P]

WR(F?) =0.129 s s
where P = (F," + 2F:.%)/3

§=1.03 (A/0)max < 0.001
5711 reflections ApPmax =029 ¢ A3
434 parameters Apmin=-0.30¢ A
Primary atom site location: structure-invariant direct

Extinction correction: none
methods

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (A’Z )

X y z Uiso*/Ueq

Cl 0.7460 (6) 0.6938 (5) 0.4278 (4) 0.0567 (16)
H1 0.8137 0.7218 0.449 0.068*

2 0.7685 (6) 0.6165 (5) 0.3609 (5) 0.0646 (18)
H2 0.8489 0.597 0.3356 0.078*

C3 0.6713 (6) 0.5696 (5) 0.3330 (4) 0.0597 (17)
H3 0.6855 0.5166 0.29 0.072%*

c4 0.5490 (6) 0.6022 (4) 0.3700 (4) 0.0492 (15)
Cs 0.4388 (7) 0.5585 (5) 0.3482 (5) 0.0618 (18)
H5 0.4461 0.5044 0.3064 0.074%*

C6 0.3262 (6) 0.5939 (5) 0.3867 (5) 0.0626 (18)
H6 0.2574 0.5639 0.3704 0.075%*

C7 0.3083 (5) 0.6771 (5) 0.4525 (4) 0.0470 (14)
Cs8 0.1942 (6) 0.7186 (5) 0.4960 (5) 0.0583 (16)
HS8 0.1214 0.6926 0.4827 0.07*

C9 0.1895 (5) 0.7977 (5) 0.5584 (4) 0.0537 (15)
HO9 0.1139 0.8252 0.5873 0.064*

C10 0.2993 (5) 0.8361 (4) 0.5778 (4) 0.0437 (13)
H10 0.2951 0.8894 0.6202 0.052%*

Cll1 0.4145 (5) 0.7207 (4) 0.4766 (4) 0.0383 (13)
c12 0.5349 (5) 0.6835 (4) 0.4353 (4) 0.0399 (13)
C13 0.7644 (5) 1.0355 (4) 0.7580 (4) 0.0390 (13)
H13 0.8515 1.0247 0.758 0.047*
Cl4 0.7075 (5) 0.9895 (4) 0.6880 (4) 0.0351 (12)
C15 0.5749 (5) 1.0025 (4) 0.6883 (4) 0.0345 (12)
C16 0.5078 (4) 1.0642 (4) 0.7631 (4) 0.0329 (11)
C17 0.5737 (5) L1117 (4) 0.8305 (4) 0.0329 (12)
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C18 0.5072 (5) 1.1760 (4) 0.8994 (4) 0.0394 (13)
HI8 0.5515 1.2064 0.9435 0.047*

C19 0.3777 (5) 1.1947 (4) 0.9025 (4) 0.0376 (12)
€20 0.3156 (5) 1.1416 (4) 0.8364 (4) 0.0423 (13)
C21 0.3771 (5) 1.0788 (4) 0.7702 (4) 0.0403 (13)
H21 0.3321 1.0452 0.7293 0.048*

22 0.7761 (5) 1.1298 (5) 0.9055 (4) 0.0459 (14)
H22 0.7736 1.0835 0.9781 0.055%

23 0.7825 (6) 1.2536 (5) 0.8956 (5) 0.0641 (17)
H23A 0.782 1.2813 0.9603 0.077*
H23B 0.7402 1.309 0.8358 0.077*

24 0.8955 (6) 1.1718 (6) 0.8735 (5) 0.077 (2)
H24A 0.9216 1.1779 0.8004 0.093*
H24B 0.9633 1.1502 0.9248 0.093*

25 0.7914 (5) 0.9325 (4) 0.6140 (4) 0.0411 (13)
26 0.3700 (5) 1.3449 (4) 1.0030 (4) 0.0481 (14)
H26A 0.4181 1.3862 0.9468 0.058*
H26B 0.4276 1.3007 1.0589 0.058*

27 0.2754 (5) 1.4304 (4) 1.0459 (4) 0.0531 (15)
H27A 0.3186 1.4831 1.0718 0.064*
H27B 0.2191 1.4757 0.9895 0.064*

C28 0.1357 (5) 1.2918 (5) 1.0910 (4) 0.0499 (14)
H28A 0.0774 1.3376 1.0364 0.06*
H28B 0.088 1.2501 1.1472 0.06*

29 0.2275 (5) 1.2062 (4) 1.0451 (4) 0.0491 (15)
H29A 0.2812 1.1562 1.1011 0.059*
H29B 0.1816 1.158 1.0155 0.059*
C30 0.1149 (6) 1.4505 (5) 1.1817 (5) 0.0653 (18)
H30A 0.0488 1.4898 11313 0.078*
H30B 0.16 1.5088 1.1959 0.078*

C31 0.0562 (6) 1.3940 (6) 1.2832 (5) 0.082 (2)
H31A -0.0021 1.348 1.2677 0.123*
H31B 0.0129 1.4527 1.3168 0.123*
H31C 0.1204 1.3454 1.3297 0.123*

Cul 0.57945 (6) 0.84081 (6) 0.55762 (5) 0.0410 (2)
F1 0.1881 (3) 1.1611 (3) 0.8365 (2) 0.0651 (10)
NO1 0.3156 (6) 0.6901 (5) 0.8300 (4) 0.0649 (14)
N1 0.6331 (4) 0.7290 (3) 0.4623 (3) 0.0416 (11)
N2 0.4095 (4) 0.7998 (3) 0.5383 (3) 0.0380 (11)
N3 0.7045 (4) 1.0947 (3) 0.8261 (3) 0.0356 (10)
N4 0.3054 (4) 1.2660 (3) 0.9618 (3) 0.0397 (10)
N5 0.2019 (4) 1.3690 (3) 1.1333 (3) 0.0453 (11)
001 0.3491 (5) 0.7816 (5) 0.8383 (4) 0.1054 (18)
ol 0.5090 (3) 0.9650 (3) 0.6268 (3) 0.0418 (9)
02 0.7439 (3) 0.8813 (3) 0.5512 (3) 0.0485 (10)
002 0.2046 (5) 0.6808 (5) 0.8384 (5) 0.121 (2)
01w 0.6097 (4) 0.7053 (3) 0.7104 (3) 0.0628 (11)
HIC 0.6676 0.6892 0.7558 0.094*
HID 0.5437 0.6983 0.7454 0.094*
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003
03
o2wW
H2C
H2D
O3wW
H3C
H3D

0.3973 (5)
0.9053 (3)
0.0721 (5)
0.1372
0.0777
0.0751 (4)
0.1166
0.0237

0.6117 (5)
0.9349 (3)
0.9211 (4)
0.8658
0.9454
1.0871 (4)
1.0938
1.0423

Atomic displacement parameters (142 )

Cl1
C2
c3
C4
Cs5
C6
C7
C8
C9
C10
Cl1
Cl12
Cl3
Cl4
Cl15
Cl6
C17
CI8
C19
C20
C21
Cc22
C23
C24
C25
C26
Cc27
C28
C29
C30
C31
Cul
F1
NO1
N1
N2

Ull
0.056 (4)
0.068 (5)
0.085 (5)
0.073 (4)
0.090 (5)
0.082 (5)
0.047 (4)
0.050 (4)
0.042 (4)
0.044 (3)
0.051 (4)
0.051 (4)
0.028 (3)
0.034 (3)
0.042 (3)
0.033 (3)
0.037 (3)
0.043 (3)
0.042 (3)
0.028 (3)
0.039 (3)
0.047 (4)
0.070 (4)
0.045 (4)
0.040 (4)
0.056 (4)
0.074 (4)
0.048 (4)
0.058 (4)
0.071 (4)
0.080 (5)
0.0408 (4)
0.0330 (18)
0.069 (4)
0.043 (3)
0.042 (3)

U22
0.052 (4)
0.060 (4)
0.042 (3)
0.033 (3)
0.047 (4)
0.054 (4)
0.042 (3)
0.056 (4)
0.052 (4)
0.045 (3)
0.032 (3)
0.033 (3)
0.041 (3)
0.031 (3)
0.033 (3)
0.036 (3)
0.029 (3)
0.043 (3)
0.038 (3)
0.049 (3)
0.049 (3)
0.055 (4)
0.061 (4)
0.118 (6)
0.038 (3)
0.045 (3)
0.038 (3)
0.054 (4)
0.046 (3)
0.055 (4)
0.087 (5)
0.0434 (4)
0.102 (3)
0.072 (4)
0.040 (3)
0.036 (3)

0.8137 (4) 0.1022 (17)

0.6145 (3) 0.0630 (11)

0.8484 (4) 0.1185 (19)

0.8557 0.178*

0.7795 0.178*

0.6304 (3) 0.0894 (15)

0.5724 0.134%

0.6254 0.134%
U33 U12 U13 U23
0.064 (4) 0.000 (3) 0.006 (3) ~0.024 (3)
0.067 (4) 0.006 (4) 0.010 (4) ~0.029 (4)
0.050 (4) 0.007 (4) 0.005 (4) ~0.021 (3)
0.041 (3) ~0.001 (3) ~0.007 (3) ~0.013 (3)
0.055 (4) ~0.009 (4) ~0.008 (4) ~0.025 (3)
0.062 (4) ~0.026 (4) ~0.020 (4) ~0.021 (3)
0.051 (3) ~0.008 (3) ~0.013 (3) ~0.006 (3)
0.070 (4) ~0.021 (3) ~0.013 (3) ~0.006 (3)
0.065 (4) ~0.008 (3) 0.008 (3) ~0.011 (3)
0.043 (3) ~0.008 (3) 0.004 (3) ~0.014 (3)
0.032 (3) ~0.006 (3) ~0.005 (3) ~0.007 (2)
0.034 (3) ~0.001 (3) ~0.005 (3) ~0.007 (2)
0.050 (3) ~0.010 (2) 0.005 (3) ~0.014 (3)
0.041 (3) ~0.005 (2) 0.003 (2) ~0.011 (2)
0.030 (3) ~0.007 (3) ~0.003 (2) ~0.011 (2)
0.032 (3) ~0.009 (2) 0.000 (2) ~0.009 (2)
0.034 (3) ~0.009 (2) 0.004 (2) ~0.008 (2)
0.038 (3) ~0.012 (3) ~0.002 (3) ~0.018 (3)
0.035 (3) ~0.008 (3) 0.003 (2) ~0.012 (2)
0.056 (3) ~0.010 (3) 0.006 (3) ~0.022 (3)
0.041 (3) ~0.012 (3) 0.000 (3) ~0.020 (3)
0.042 (3) ~0.013 (3) ~0.006 (3) ~0.020 (3)
0.073 (4) ~0.026 (4) ~0.002 (4) ~0.028 (3)
0.097 (5) ~0.029 (4) 0.010 (4) ~0.071 (5)
0.048 (3) ~0.005 (3) ~0.004 (3) ~0.015 (3)
0.052 (3) ~0.015 (3) 0.012 (3) ~0.025 (3)
0.051 (3) ~0.011 (3) 0.013 (3) ~0.018 (3)
0.052 (3) ~0.014 (3) 0.011 (3) ~0.019 (3)
0.048 (3) ~0.016 (3) 0.015 (3) ~0.016 (3)
0.073 (4) 0.006 (3) 0.015 (4) ~0.033 (3)
0.084 (5) ~0.003 (4) 0.035 (4) ~0.042 (4)
0.0450 (4) ~0.0071 (3) 0.0033 (3) ~0.0229 (3)
0.080 (2) ~0.0126 (18) 0.0059 (16) ~0.060 (2)
0.048 (3) ~0.015 (4) 0.002 (3) 0.002 (3)
0.044 (3) ~0.003 (2) 0.004 (2) ~0.018 (2)
0.037 (2) ~0.003 (2) 0.000 (2) ~0.012 (2)
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N3
N4
N5
001
0O1
02
002
Oo1w
003
03
o2wW
O3wW

Geometric parameters (4, °)

Cl—NI1
Cl—C2
Cl—H1
C2—C3
C2—H2
C3—C4
C3—H3
C4—C12
C4—Cs
C5—C6
C5—HS5
C6—C7
C6—H6
C7—C8
C7—C11
C8—C9
C8—H8
C9—C10
C9—H9
C10—N2
C10—H10
CI11—N2
Cl11—C12
CI12—N1
CI13—N3
C13—Cl14
C13—H13
C14—CI15
C14—C25
C15—O01
C15—Cl16
Cl16—C21
C16—C17
C17—N3

0.036 (3)
0.044 (3)
0.053 (3)
0.111 (4)
0.040 (2)
0.039 (2)
0.067 (4)
0.061 (3)
0.106 (4)
0.035 (2)
0.106 (4)
0.094 (4)

0.037 (2)
0.039 (2)
0.037 (3)
0.079 (4)
0.045 (2)
0.061 (2)
0.158 (6)
0.075 (3)
0.093 (4)
0.083 (3)
0.116 (4)
0.128 (4)

1.321 (6)
1.398 (7)
0.93

1.369 (8)
0.93

1.413 (8)
0.93

1.420 (6)
1.442 (8)
1.339 (8)
0.93

1.442 (7)
0.93

1.400 (7)
1.413 (7)
1.376 (7)
0.93

1.395 (7)
0.93

1.325 (6)
0.93

1.368 (6)
1.432(7)
1.364 (6)
1.341 (5)
1.376 (6)
0.93

1.418 (6)
1.498 (6)
1.290 (5)
1.454 (6)
1.397 (6)
1.417 (6)
1.397 (6)

0.037 (2)
0.043 (3)
0.047 (3)
0.131 (5)
0.047 (2)
0.056 (2)
0.128 (5)
0.050 (2)
0.121 (4)
0.085 (3)
0.122 (4)
0.070 (3)

~0.008 (2)
~0.013 (2)
~0.002 (2)
-0.027 3)
~0.0076 (17)
~0.0132 (19)
~0.039 (4)
-0.012 (2)
-0.016 (3)
-0.012 (2)
0.009 (4)
~0.058 (3)

C23—C24
C23—H23A
C23—H23B
C24—H24A
C24—H24B
C25—03
C25—02
C26—N4
C26—C27
C26—H26A
C26—H26B
C27—N5
C27—H27A
C27—H27B
C28—N5
C28—C29
C28—H28A
C28—H28B
C29—N4
C29—H29A
C29—H29B
C30—N5
C30—C31
C30—H30A
C30—H30B
C31—H31A
C31—H31B
C31—H31C
Cul—O02
Cul—O1
Cul—N2
Cul—N1
Cul—O1W
N01—002

0.001 (2)
0.008 (2)
0.004 (2)
~0.010 (3)
0.0045 (17)
0.0109 (18)
~0.004 (3)
~0.002 (2)
0.025 (3)
0.010 (2)
~0.020 (3)
0.019 (3)

~0.016 (2)
-0.019 (2)
-0.017 (2)
-0.024 (3)
~0.0246 (18)
-0.032 (2)
0.004 (4)
~0.009 (2)
~0.055 (3)
-0.048 (2)
-0.021 (4)
-0.044 (3)

1.498 (8)
0.97
0.97
0.97
0.97
1.238 (6)
1.293 (5)
1.468 (6)
1.511 (6)
0.97
0.97
1.487 (6)
0.97
0.97
1.469 (6)
1.516 (6)
0.97
0.97
1.474 (6)
0.97
0.97
1.473 (6)
1.507 (8)
0.97
0.97
0.96
0.96
0.96
1.915 (3)
1.949 (3)
2.021 (4)
2.029 (4)
2.253 (4)
1.223 (6)

sup-6



supplementary materials

C17—CI18
C18—C19
CI18—H18
C19—N4
C19—C20
C20—C21
C20—F1
C21—H21
C22—C24
C22—C23
C22—N3
C22—H22
N1I—C1—C2
N1—C1—H1
C2—C1—H1
C3—C2—C1
C3—C2—H2
Cl—C2—H2
C2—C3—C4
C2—C3—H3
C4—C3—H3
C3—C4—C12
C3—C4—C5
C12—C4—Cs
C6—C5—C4
C6—C5—H5
C4—C5—H5
C5—Co6—C7
C5—C6—H6
C7—C6—H6
C8—C7—Cl11
C8—C7—C6
C11—C7—C6
CO—C8—C7
C9—C8—HS
C7—C8—HS
C8—C9—C10
C8—C9—H9
C10—C9—H9
N2—C10—C9
N2—C10—H10
C9—C10—H10
N2—C11—C7
N2—C11—C12
C7—C11—C12
N1—C12—C4
N1I—C12—C11
C4—C12—C11
N3—C13—C14

1.413 (6)
1.382 (7)
0.93

1.404 (5)
1.425 (6)
1.356 (6)
1.360 (5)
0.93

1.476 (7)
1.477 (7)
1.484 (6)
0.98

123.1 (6)
118.4
118.4
119.4 (6)
120.3
120.3
119.7 (5)
120.2
120.2
116.8 (5)
125.5 (5)
117.7 (5)
121.7 (5)
119.2
119.2
122.1 (6)
119

119
116.4 (5)
125.8 (5)
117.8 (5)
120.2 (5)
119.9
119.9
119.4 (5)
120.3
120.3
122.7 (5)
118.6
118.6
123.3 (5)
116.5 (5)
120.3 (5)
122.7 (5)
116.9 (4)
120.4 (5)
125.4 (5)

N01—002
N01—003
N01—003
N01—O001
N01—O001
O1W—HIC
O1W—HI1D
02W—H2C
O2W—H2D
O3W—H3C
O3W—H3D

03—C25—C14
02—C25—C14
N4—C26—C27
N4—C26—H26A
C27—C26—H26A
N4—C26—H26B
C27—C26—H26B
H26A—C26—H26B
N5—C27—C26
N5—C27—H27A
C26—C27—H27A
N5—C27—H27B
C26—C27—H27B
H27A—C27—H27B
N5—C28—C29
N5—C28—H28A
C29—C28—H28A
N5—C28—H28B
C29—C28—H28B
H28A—C28—H28B
N4—C29—C28
N4—C29—H29A
C28—C29—H29A
N4—C29—H29B
C28—C29—H29B
H29A—C29—H29B
N5—C30—C31
N5—C30—H30A
C31—C30—H30A
N5—C30—H30B
C31—C30—H30B
H30A—C30—H30B
C30—C31—H31A
C30—C31—H31B
H31A—C31—H31B
C30—C31—H31C
H31A—C31—H31C

1.223 (6)
1.230 (6)
1.230 (6)
1.242 (6)
1.242 (6)
0.8422
0.8373
0.8754
0.8768
0.8564
0.8496

119.2 (4)
119.6 (5)
109.9 (4)
109.7
109.7
109.7
109.7
108.2
110.6 (4)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
110.8 (4)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
111.3 (4)
109.4
109.4
109.4
109.4
108
113.9 (5)
108.8
108.8
108.8
108.8
107.7
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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N3—C13—H13
C14—C13—H13
C13—C14—CI15
C13—C14—C25
C15—C14—C25
01—C15—C14
01—C15—Cl16
C14—C15—C16
C21—C16—C17
C21—C16—Cl15
C17—C16—CI15
N3—C17—C18
N3—C17—C16
C18—C17—C16
C19—C18—C17
C19—C18—H18
C17—C18—H18
C18—C19—N4
C18—C19—C20
N4—C19—C20
C21—C20—F1
C21—C20—C19
F1—C20—C19
C20—C21—C16
C20—C21—H21
Cl16—C21—H21
C24—C22—C23
C24—C22—N3
C23—C22—N3
C24—C22—H22
C23—C22—H22
N3—C22—H22
C22—C23—C24
C22—C23—H23A
C24—C23—H23A
C22—C23—H23B
C24—C23—H23B

H23A—C23—H23B

C22—C24—C23

C22—C24—H24A
C23—C24—H24A
C22—C24—H24B
C23—C24—H24B

H24A—C24—H24B

03—C25—02

N1I—C1—C2—C3
Cl—C2—C3—C4
C2—C3—C4—C5
C3—C4—C5—C6

117.3
117.3
118.2 (4)
117.0 (4)
124.8 (4)
125.1 (4)
117.4 (4)
117.5 (4)
118.3 (4)
121.2 (4)
120.6 (4)
121.2 (4)
118.7 (4)
120.1 (4)
121.4 (4)
119.3
119.3
124.4 (4)
116.6 (4)
118.9 (4)
119.2 (4)
123.2 (5)
117.5 (4)
120.4 (4)
119.8
119.8
61.0 (4)
118.9 (5)
119.6 (5)
115.5
115.5
115.5
59.5 (4)
117.8
117.8
117.8
117.8
115

59.5 (3)
117.8
117.8
117.8
117.8
115
121.2 (5)
-33(9)
1.6 (9)
~179.0 (6)
179.8 (6)

H31B—C31—H31C
02—Cul—O1
02—Cul—N2
01—Cul—N2
02—Cul—N1
01—Cul—N1
N2—Cul—N1
02—Cul—O1W
01—Cul—O1W
N2—Cul—OI1W
NI1—Cul—OI1W
002—N01—003
002—N01—003
002—N01—003
002—N01—003
002—N01—001
002—N01—001
003—N01—001
003—N01—001
002—N01—001
002—N01—001
003—N01—001
003—N01—001
C1—NI—CI2
C1—NI—Cul
C12—NI1—Cul
C10—N2—Cl1
C10—N2—Cul
C11—N2—Cul
C13—N3—Cl17
C13—N3—C22
C17—N3—C22
C19—N4—C26
C19—N4—C29
C26—N4—C29
C28—N5—C30
C28—N5—C27
C30—N5—C27
C15—01—Cul
C25—02—Cul
Cul—OIW—HIC
Cul—OIW—HID
HIC—OIW—HID
H2C—02W—H2D
H3C—03W—H3D
02—Cul—N1—C1
01—Cul—N1—C1
N2—Cul—NI—Cl
OIW—Cul—NI1—Cl

109.5
92.94 (14)
170.46 (16)
92.85 (15)
90.95 (16)
169.36 (16)
82.08 (17)
96.03 (15)
94.13 (14)
91.11 (15)
95.31 (15)
122.7 (7)
122.7 (7)
122.7 (7)
122.7 (7)
119.7 (7)
119.7 (7)
117.6 (6)
117.6 (6)
119.7 (7)
119.7 (7)
117.6 (6)
117.6 (6)
118.3 (4)
129.6 (4)
112.1 (3)
118.0 (4)
129.5 (3)
112.4 (3)
119.6 (4)
120.4 (4)
119.6 (4)
116.7 (4)
115.1 (4)
110.4 (4)
111.8 (4)
108.2 (4)
111.8 (4)
122.0 (3)
127.3 3)
131.2

113

105.3
96.6
104.8
8.1(5)
119.6 (9)
~178.4 (5)
~88.0 (5)
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C5—C6—C7—C8
C6—C7T—C8—C9
C6—C7T—C11—N2
C8—C7—C11—C12
C5—C4—C12—N1
C3—C4—C12—C11
C5—C4—C12—C11
N2—C11—C12—N1
C7—C11—C12—N1
N2—C11—C12—C4
C7—C11—C12—C4
N3—C13—C14—C15
N3—C13—C14—C25
C13—C14—C15—01
C25—C14—C15—01
C13—C14—C15—C16
C25—C14—C15—C16
01—C15—C16—C21
C14—C15—C16—C21
01—C15—C16—C17
Cl14—C15—C16—C17
C21—C16—C17—N3
C15—C16—C17—N3
C21—C16—C17—C18
C15—C16—C17—C18
N3—C17—C18—C19
C16—C17—C18—C19
C17—C18—C19—N4
C17—C18—C19—C20
C18—C19—C20—C21
N4—C19—C20—C21
C18—C19—C20—F1
N4—C19—C20—F1
F1—C20—C21—C16
C19—C20—C21—C16
C17—C16—C21—C20
C15—C16—C21—C20
N3—C22—C23—C24
N3—C22—C24—C23
C13—C14—C25—03
C15—C14—C25—03
C13—C14—C25—02
C15—C14—C25—02
N4—C26—C27—N5
N5—C28—C29—N4
C2—C1—N1—C12
C2—C1—N1—Cul
C4—C12—N1—C1
C11—C12—N1—Cl1

~179.9 (6)
179.6 (5)
~179.9 (4)
~179.8 (5)
178.9 (5)
~179.6 (5)
—0.6(7)
0.8 (7)
~179.7 (5)
~179.6 (4)
-0.2(7)
~1.5(7)
176.4 (4)
179.3 (4)
1.6 (8)
0.1(7)
~177.7 (4)
2.0 (7)
~178.7 (5)
~177.6 (4)
1.7 (7)
178.2 (4)
-22(7)
-2.6(7)
177.1 (4)
178.8 (5)
~0.4(7)
~174.1 (4)
2.7(7)
-22(8)
174.8 (5)
~178.5 (5)
~1.5(7)
175.5 (5)
~0.7 (8)
3.1(7)
~176.6 (5)
~108.7 (6)
109.8 (6)
-4.0(7)
173.8 (5)
175.6 (5)
—6.7 (8)
60.1 (6)
~57.1 (6)
3.1(8)
~179.3 (4)
~1.4(8)
178.1 (5)

02—Cul—N1—C12
01—Cul—N1—C12
N2—Cul—N1—C12
O1W—Cul—N1—C12
C9—C10—N2—C11
C9—C10—N2——Cul
C7—C11—N2—C10
C12—C11—N2—C10
C7—C11—N2—Cul
C12—C11—N2——Cul
01—Cul—N2—C10
NI—Cul—N2—C10
O1W—Cul—N2—C10
01—Cul—N2—C11
NI—Cul—N2—Cl11
O1W—Cul—N2—C11
C14—C13—N3—C17
C14—C13—N3—C22
C18—C17—N3—C13
C16—C17—N3—C13
C18—C17—N3—C22
C16—C17—N3—C22
C24—C22—N3—C13
C23—C22—N3—C13
C24—C22—N3—C17
C23—C22—N3—C17
C18—C19—N4—C26
C20—C19—N4—C26
C18—C19—N4—C29
C20—C19—N4—C29
C27—C26—N4—C19
C27—C26—N4—C29
C28—C29—N4—C19
C28—C29—N4—C26
C29—C28—N5—C30
C29—C28—N5—C27
C31—C30—N5—C28
C31—C30—N5—C27
C26—C27—N5—C28
C26—C27—N5—C30
C14—C15—01—Cul
C16—C15—01—Cul
02—Cul—O01—C15
N2—Cul—O01—C15
NI—Cul—O1—C15
O1W—Cul—01—C15
03—C25—02——Cul
C14—C25—02—Cul
01—Cul—02—C25

~1742 (3)
—62.7 (10)
-0.7(3)
89.7 (3)
—0.4(7)
~178.8 (4)
0.6 (7)
180.0 (4)
179.2 (4)
~1.4(5)
9.8 (4)
179.6 (5)
84.3 (4)
171.7 3)
1.1 (3)
—94.1 (3)
1.1(7)
173.7 (5)
~178.4 (4)
0.8 (7)

8.9 (7)
~171.8 (4)
40.1 (7)
111.2 (6)
~147.3 (5)
~76.2 (6)
14.4 (7)
~162.4 (5)
~117.5 (5)
65.7 (6)
169.1 (4)
-56.9 (5)
~169.6 (4)
55.6 (6)
~178.1 (4)
58.3(5)
69.4 (6)
~169.0 (5)
—60.4 (5)
176.0 (5)
21.5(7)
~159.3 (3)
-30.0 (4)
157.6 (4)
~141.3 (8)
66.2 (4)
166.3 (4)
~13.3(7)
26.9 (4)
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C4—C12—N1—Cul ~179.4 (4)
C11—C12—N1—Cul 0.2 (5)

Hydrogen-bond geometry (4, ©)

D—H-A

OlW—HID
02W—H2C-
02W—H2C-
02W—H2D:
03W—H3C-

O3W—H3D--
Symmetry codes: (i) —x+1, —y+2, —z+1; (ii) x—1, y, z.

003
001
002
03W
02!
O3ii

0.84
0.88
0.88
0.88
0.86

0.85

NI—Cul—02—C25
O1W—Cul—02—C25

H--4
2.10
2.37
2.28
2.26
2.17

2.00

DA
2.879 (7)
3.194 (7)
3.031 (8)
3.066 (7)
3.005 (5)

2.845 (6)

~163.0 (4)
—67.6 (4)

D—H+A
155
157
144
152
166

179
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Fig. 1

(1]
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