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RESUMEN

En este trabajo de tesis se estudia la sintesis de ligandos quimicos con propiedades
antioxidantes y sensoras de cationes inorgdnicos en medios liquidos, y su posibilidad de
soportarlos sobre materiales mesoporosos y nanoparticulados.

Los sistemas moleculares capaces de actuar como antioxidantes y detectar iones son de
gran interés, debido a su presencia en diversos sistemas biolégicos, asi como también en el
medio ambiente. Por estos motivos, es de singular importancia disponer de sistemas que
cuenten con capacidad de actuar como antioxidantes y/o quimiosensores selectivos ante
determinados cationes inorganicos.

Los compuestos derivados de productos naturales provenientes de la biomasa son
candidatos atractivos para su transformaciéon en moléculas activas. En este sentido, se
extrajeron de diferentes fuentes vegetales, vainillina, eugenol y cinamaldehido, y a partir de
los mismos se sintetizaron compuestos biciclicos y/o hidrazonas/semicarbazonas. Estos
compuestos fueron caracterizados por diferentes técnicas de manera de evaluar sus
propiedades antioxidantes y/o cromogénicas-fluorogénicas.

Entre los compuestos sintetizados, bis-vainillina, bis-eugenol y nicotino hidrazona
derivada del cinamaldehido, presentaron una destacable actividad antioxidante, del orden al
presentado por el antioxidante comercial butilhidroxitolueno.

De los demds compuestos sintetizados, tres de ellos presentaron destacada actividad
sensora de cationes: la nicotino hidrazida doble derivada de bis-vainillina actia como sensor
cromogénico frente a cationes AI**, Cr** y Fe3+, y como sensor fluorogénico para Cr* y Fe’*;
la benzotiazol hidrazona doble derivada de bis-vainillina actia como sensor cromogénico
frente a cationes Cu?*; y la hidralazona doble derivada de bis-vainillina es capaz de actuar
como sensor cromogénico de los cationes AI**, Cr** y Fe®*, y como sensor fluorogénico del
Cr**. En los tres sensores, la estequiometria metal-ligando fue 1:1.

En una segunda etapa se sintetizaron compositos por anclaje de estos ligandos quimicos
sobre silice, alimina y magnetita, utilizando un proceso de impregnacion asistido por
microondas. En todos los casos, la actividad antioxidante y sensora de estos compositos fue
superior a la observada por los ligandos libres, lo cual se justifica por la interaccion quimica

de los ligandos con los soportes.






OBJETIVOS

Seguidamente se detallan los objetivos de este trabajo de tesis.

1.

Obtener las moléculas plataforma (vainillina, eugenol, cinamaldehido) que serdn
utilizadas en la sintesis de moléculas activas con propiedades antioxidantes y/o sensora
ante determinados cationes, a partir del residuo de la industria maderera y a partir de
biomasa de origen vegetal.
Evaluar distintos métodos de extraccion para obtener aceites esenciales, de los cuales
se aislard su componente mayoritario (eugenol o cinamaldehido dependiendo de la
matriz vegetal), de manera de encontrar las mejores condiciones operatorias. Los
métodos a aplicar seran: destilacion por arrastre de vapor, hidrodestilacién, extraccidon
s6lido-liquido, extraccidn asistida por microondas.
Evaluar distintas técnicas de aislacion del compuesto de interés: vainillina, eugenol,
cinamaldehido, para garantizar la obtencién del mayor rendimiento de los mismos. Las
técnicas a aplicar serdn: cromatografia en columna, condensacidon bisulfitica y
extraccion quimica.
Sintetizar moléculas activas a partir de las moléculas plataformas aisladas:
e Mediante reacciones de acoplamiento radicalario para la vainillina y el eugenol.
e Mediante reacciones de condensacién con compuestos nitrogenados para la
vainillina y el cinamaldehido.
Obtener ligandos quimicos con propiedades antioxidantes a partir de las moléculas
activas sintetizadas. Evaluar dichas propiedades mediante el método del
fosfomolibdeno.
Obtener ligandos quimicos con propiedades sensoras cromogénicas y/o fluorogénicas a
partir de las moléculas activas sintetizadas. Evaluar dichas propiedades mediante
espectrometria UV-Vis y de fluorescencia.
Sintetizar materiales mesoporosos y nanoparticulados (silice, alimina, magnetita) a
partir de métodos de referencia, para utilizarlos como soporte de los ligandos quimicos

obtenidos.



8.

10.

A partir de los ligandos quimicos y soportes sintetizados previamente, desarrollar
materiales compuestos (compositos) que presenten propiedades antioxidantes y/o
sensoras de iones contaminantes.

Estudiar diversas rutas de anclaje de los ligandos quimicos al material de soporte:
impregnacioén a humedad incipiente, fusiéon, impregnacion asistida por microondas.
Caracterizar los materiales sintetizados mediante diversas técnicas: espectroscopia de
infrarrojo, difraccién de rayos X, andlisis elemental, microscopia electrénica de
transmision, sortometria, resonancia magnética nuclear, difraccién de rayos X a bajo
angulo, espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X, resonancia magnética

nuclear.
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Introduccion CAPITULO I

L.1 Introduccion

Los ligandos quimicos, moléculas objeto en este trabajo, fueron sintetizados a partir de
compuestos orgdnicos provenientes de aceites esenciales de recursos vegetales. Una vez
sintetizados los mismos, fueron soportados en materiales nanométricos y mesoporosos. En
el presente capitulo se describen los conceptos introductorios relacionados a la quimica
supramolecular; los aceites esenciales, las plantas aromdticas de las que provienen, se citan
los datos de produccién a nivel mundial y nacional, sus componentes principales,
propiedades y posibles rutas de valorizacion de los mismos.

A continuacién, se describen los conceptos generales relacionados al tema de
investigacion, de manera de guiar la lectura hacia lo que se desarrollard en los sucesivos

capitulos.

I.2. Quimica Supramolecular

El Dr. Lehn, ganador del premio Nobel en 1987, definié la quimica supramolecular
como la quimica detrds de la molécula. De esta manera, se definié6 como supermolécula a
una entidad organizada y compleja que se crea a partir de la asociacion de dos o mas
especies quimicas unidas por fuerzas intermoleculares!. Lo atractivo de este campo, es que
implica un disefio, ya sea usando moléculas existentes o sintetizando otras nuevas, para
preparar ensamblajes moleculares que tienen cualidades particularmente deseables. Tales
cualidades pueden incluir la deteccién de especies biolégicamente importantes en un
entorno hospitalario, el monitoreo de agroquimicos en cursos de agua, la liberacion
controlada de productos farmacéuticos en un paciente o incluso la capacidad de una
interaccion supramolecular para actuar como un “bit” de informacién en un chip de
computadora quimica. Un buen ejemplo del impacto de la investigacion supramolecular
estd en el diseno y sintesis de moléculas que responden a un analito particular. Para
dirigirse exitosamente a una especie quimica especifica, es necesario que coincida su
tamafio y sus preferencias de uniéon con la molécula receptora, la cual unird el analito de
interés con preferencia respecto a otros>.

La naturaleza, tal como la conocemos, tiene la capacidad de autoensamblar
precursores moleculares pequefios en biomoléculas mucho mas complejas. Estos
ensambles supramoleculares son muy importantes para los procesos biolégicos®. Dichas
estructuras pueden permanecer unidas de diversas maneras, por ejemplo, mediante enlaces
de hidrégeno, interacciones hidrofébicas o enlaces coordinados. Es por ello que el

principal desafio de la quimica supramolecular es el de dilucidar y conseguir el control del
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enlace intermolecular®. En el desarrollo de ésta tesis se aplica dicha disciplina en la
construccion de moléculas soportadas con capacidades tales como sensores quimicos y

antioxidantes’®.

I.3. Quimica Verde

Hace tiempo se reconoce que existe una creciente necesidad de procesos mds
aceptables para el medio ambiente en la industria quimica. Esta tendencia hacia lo que se
conoce como Quimica Verde o Tecnologia Sostenible requiere un cambio de paradigma de
los conceptos tradicionales de eficiencia de procesos, que se centran principalmente en el
rendimiento quimico, a uno que asigna valor econémico a la eliminacién de residuos y
evita el uso de sustancias toxicas y/o peligrosas. Asi, el término Quimica Verde se define
como la quimica que utiliza de manera eficiente las materias primas preferiblemente
renovables, elimina los desechos y evita el uso de reactivos y solventes téxicos y/o
peligrosos en la fabricacidn y aplicacion de productos quimicos. Naci6 alrededor del aio
1990, pero fue en 1992, con la invencidn del factor E por Roger Sheldon, que por primera
vez los quimicos tuvieron una métrica para evaluar el impacto ambiental de sus procesos.
El factor E se definié como la relacion de masa de residuo respecto a la masa del producto
deseado (Ecuacién 1.1)°.

masa de residuo .
Factor E = (Ecuacién 1.1)
masa de producto

El término alternativo, Tecnologias Sostenibles, actualmente favorecido por la
industria quimica se defini6 como la satisfaccion de las necesidades de la generacién actual
sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras®.

El concepto de Quimica Verde se materializa en los 12 principios establecidos:
— Prevencion de residuos en lugar de remediacion.
— Eficiencia atémica.
— Productos quimicos menos peligrosos/toxicos.
— Disefio de productos mds seguros.
— Disolventes y auxiliares inocuos.
— Disminucién del consumo energético.
— Utilizacion de materias primas renovables.
— Sintesis mds cortas (evitar derivatizacion).

— Reactivos cataliticos en lugar de estequiométricos.
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— Disefio de productos biodegradables.
— Metodologias analiticas para la prevencion de la contaminacion.

— Procesos inherentemente mas seguros'®.

L.4. Biomasa vegetal

En concordancia con los principios de la Quimica Verde, los compuestos derivados de
productos naturales provenientes de la biomasa son candidatos atractivos para su
transformacion en moléculas activas.

Se entiende por biomasa a un conjunto de materia orgdnica, plantas terrestres y
acudticas junto con sus residuos o derivados y subproductos de origen animal, que pueden
ser aprovechados para obtener energia en distintas presentaciones a través de distintos
procesos tecnoldgicos. Actualmente, se considera biomasa a un grupo de productos
energéticos y materias primas de tipo renovable que se originan a partir de materia
orgénica formada por via bioldgica. Siendo la biomasa vegetal aquella biomasa de origen
vegetal.

La misma se encuentra en abundancia en Argentina y especialmente en Santa Fe, a
partir de residuos de recursos agricolas y forestales tales como cereales, madera y frutos. El
polo mas productivo de harina y aceite de soja del pais se ubica en la provincia de Santa
Fe, lo cual genera una gran produccién de biomasa vegetal de descarte junto con los
provenientes de las industrias madereras y citro-horticulas, de gran desarrollo regional. Por
estos motivos, existe un interés creciente en el reciclaje de biomasas de origen
agroindustrial a través de los procesos de extraccion de los componentes activos
procedentes de tales recursos renovables y su aplicacién potencial en nuevos usos.

Los mayores componentes activos de los residuos vegetales estdn formados por
polimeros tales como celulosa, hemicelulosa, lignina, peptina y moléculas simples con
caricter estructural alifdtico y/o aromadtico conteniendo las funciones alcohol, aldehido,
cetona y dcido carboxilico. Lo expresado motiva a buscar nuevas aplicaciones para
transformar los desechos generados en estos procesamientos e industrias en productos de
mayor valor agregado. En este contexto, en la presente tesis se estudid, desde una
aproximacion basada en quimica orgénica, el desarrollo de nuevos materiales funcionales a
partir de moléculas simples derivadas de la biomasa vegetal residual local.

Los productos naturales presentan las ventajas de ser biodegradables, biocompatibles,

de fécil disponibilidad y extraccion. En este sentido, se extraen compuestos de diferentes
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tipos de biomasa vegetal a saber, aserrin, canela, clavo de olor, pimienta de Jamaica,
cascara de banana.

La biomasa cubre un amplio espectro de materiales organicos, y por tal motivo, es
considerada una mezcla compleja de polimeros de carbohidratos conocidos como celulosa,
hemicelulosa, lignina y pequefias cantidades de otras sustancias contenidas en la pared
celular de las plantas'!!2,

La calidad de los extractos naturales, relacionada con la composicién y la actividad
bioldgica, estd fuertemente asociada al proceso de extraccion, el solvente utilizado, las
caracteristicas de la matriz vegetal, su condicién de almacenamiento y el tratamiento
previo aplicado. Las técnicas de extraccion y los disolventes utilizados deben elegirse

cuidadosamente para optimizar el equilibrio entre maximizar los rendimientos y la

selectividad!’.

L.5. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son una mezcla liquida de compuestos volatiles obtenidos
preferentemente de plantas aromdticas'®, los cuales son muy complejos y se caracterizan
por tener dos o tres componentes mayoritarios de relativamente altas concentraciones en
relacién a otros componentes presentes en cantidades traza'>. Los AE estdn compuestos
por una mezcla de terpenos, terpenoides (principalmente por monoterpenos y
sesquiterpenos), alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, Oxidos, fenoles, que
determinan el aroma caracteristico de la planta'é. Estos componentes son insolubles en
agua, y pueden ser degradados facilmente por la luz, el oxigeno, altas temperaturas y pH
extremos!”!8,

En las plantas, los AE estan presentes en diferentes dreas, tales como, hojas, cortezas,
tallos, raices, flores y frutos!®. La presencia de terpenoides en las plantas les proporciona
un método de defensa contra plagas de insectos herbivoros y hongos patégenos®.

Las plantas aromdticas y sus aceites esenciales han sido usados desde la antigiiedad
por sus olores y sabores, como condimentos o especias; en medicina, como agentes
antimicrobianos e insecticidas; para repeler insectos y para proteger productos
almacenados®’. Actualmente han ganado un renovado interés en varias dreas, tales como en
la industria cosmética, alimenticia, farmacéutica y en aromaterapia. También se utilizan en
la industria textil para otorgar fragancias més duraderas. Como productos naturales, tienen

caracteristicas fisicoquimicas con alto valor agregado®'~?*. En especial, es de destacar el

poder antioxidante que presentan los AE extraidos de plantas arométicas'’.
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Las tecnologias tradicionales relacionadas con el procesamiento del AE son de gran
importancia y atn se utilizan en muchas partes del mundo. La hidrodestilacién, destilacion
por arrastre de vapor, la maceracion, extraccion con solventes y el enfleurage son los
métodos tradicionales mds comuinmente utilizados. Entre estos métodos, el método
econdmico mds popular para extraer y aislar la fraccion valiosa es la destilacién por
arrastre de vapor. Con el avance tecnoldgico, se han desarrollado nuevas técnicas que no
necesariamente se usan ampliamente para la produccién comercial de aceites esenciales,
pero se consideran valiosas en ciertas situaciones, como la produccion de aceites esenciales
costosos en estado natural sin ninguna alteracién de sus componentes termosensibles.
Algunas de estas técnicas son la extraccion con fluido supercritico (SFE) y la extraccion
asistida por microondas®.

En la Figura 1.1, se muestran los datos de importacién y exportacion mundial de AE.
La mayor importacién de AE en los tltimos 4 afios fue por Estados Unidos por un valor
1.300 millones de USD. Mientras que la mayor exportaciéon también fue por Estados
Unidos (729 millones de USD), siendo la de Argentina de 530 millones de USD. Ademas,
Argentina exporté en el 2017 aceites esenciales por un valor 54 millones de USD e
import6é por 16 millones de USD (Figura 1.2). Estos datos reflejan que los AE son fuentes
naturales altamente consumidas a nivel mundial, y que Argentina es un gran productor de

los mismos?®.

L.6. Valorizacion de la biomasa vegetal
Como se describi6 previamente, la biomasa vegetal es fuente de diferentes moléculas

orgdnicas, las cuales pueden aislarse y ser utilizadas para obtener productos de mayor valor
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Figura I.1. Izquierda: importacion; Derecha: exportaciéon mundial de AE.
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Figura L.2. Izquierda: importacion; Derecha: exportacion de AE en Argentina.

agregado. En esta tesis, se seleccionaron diferentes moléculas simples derivadas de la
biomasa vegetal, las cuales son: vainillina, eugenol y cinamaldehido. Estas moléculas
simples serdn denominadas moléculas plataforma (MP) y a continuacién se describen sus
propiedades quimicas, origen, métodos de extraccion y demds datos importantes a tener en
cuenta para considerar su importancia como moléculas plataforma, para el desarrollo de los

ligandos que se describen en los siguientes capitulos.

I.6.1.Vainillina

La vainillina, cuyo nombre IUPAC es 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, es un sélido
blanco o ligeramente amarillento, generalmente de forma de agujas. Su masa molar es de
152,15 g/mol; presenta un punto de fusién de 80 °C y un punto de ebullicién de 285 °C. La
planta de vainillina (Vanilla planifolia) se cultiva en 4reas tropicales y subtropicales?’
(Figura 1.3), cuyo componente mayoritario es la vainillina (V). La vainillina se encuentra
mayormente en las vainas de las flores de la planta®®, y en menor proporcién en la
remolacha azucarera, cdscara de papa y en la canela®®. También est4 presente en la lignina,
cuya principal fuente es la industria de pulpa y papel*>*!. Es uno de los saborizantes mas
utilizados en confiteria, bebidas, industrias de helados, entre otras industrias alimenticias,
asi como en la industria cosmética por su fragancia®’. También se usa como intermediario
quimico en la produccion de productos farmacéuticos y quimica fina, tal como biocidas,
debido a su caricter fenélico>**. Este grupo fendlico le otorga también actividad

antioxidante®>-9.
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" y .
OCHj ﬂ
OH
Figura L.3. Izquierda: representacion estructural de la molécula de vainillina;
Derecha: flor correspondiente a la planta de vainillina.
A pesar de que anualmente se producen mas de 12000 toneladas de vainillina, solo el 1
% se obtiene de su fuente natural?’*’38, En la actualidad, la produccién por esta via no
satisface la demanda mundial por lo que se explotan otras vias tales como la sintesis
quimica a partir del guayacol o lignina, lo cual conduce a un producto més barato pero de
menor calidad. También por produccion biotecnoldgica a partir de sustratos seleccionados
como por ejemplo el 4cido ferilico, el cual es un compuesto fenélico que se puede obtener
de subproductos agroindustriales tal como del salvado de trigo*. Un ejemplo de ellos es la
utilizacion de la cepa Aspergillus niger para convertir el 4cido fertlico en dcido vanilico,
con posterior reduccién a vainillina por la cepa Pycnoporus cinnabarinus®, cuyo esquema

de sintesis se presenta en la Esquema I.1.

CH=CH-COOH  agpergillus COOH ' pycnoporus CHO
niger cinnabarinus

HO HO HO
OCH; OCH; OCHs

Acido ferulico Acido vanilico Vainillina

Esquema I.1. Proceso de dos pasos para obtener vainillina a partir de 4cido fertlico
utilizando los hongos filamentosos Aspergillus niger y Pycnoporus cinnabarinus.

Otras alternativas de sintesis de vainillina son la oxidacion alcalina del bagazo de cafia
de azidcar*! y el tratamiento térmico de la lignina*’. En relacién a la lignina, ésta representa
una fuente renovable y potencialmente valiosa para la obtencion de compuestos quimicos
fundamentalmente de tipo aromdticos. Los enlaces tipo éter presentes en su estructura
conectan los diferentes mondémeros formados por wunidades 4cidos y alcoholes
fenilpropilicos, desempefiando un papel fundamental en el mecanismo de ruptura pirolitica.
Los enlaces éter mas comunes encontrados son del tipo a-O-4, B-O-4 y a-hidroxi-p-O-4*3.
Las principales rupturas que se producen durante el tratamiento térmico de la lignina se

esquematizan en la Esquema 1.2.
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OCH; 1 OCHg
LTS SRS
OCH;3 i OCHj, OH
O ;O )\A OH
OCH
o /° ®
\[ OCH.OH HO
/ OCH3 Productos
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3% ~0%_OH B OCHs
o ;e Tipos de rupturas Tipos de enlaces C-O
A ~

= Ruptura de enlaces C-C A -aril éter

~w Ruptura de enlaces C-O B B-aril éter

Esquema 1.2. Principales rupturas de enlaces en la lignina durante su despolimerizacion
y conversion en mondémeros de tipo aromatico.

1.6.2. Eugenol

El eugenol (E) es un compuesto fendlico, que es especificamente un miembro de los
compuestos de la clase alilbencenos**. El eugenol cuyo nombre IUPAC es 4-alil-2-
metoxifenol, es un liquido oleoso de color amarillo pélido, cuya masa molar es 164,20
g/mol, con punto de fusion de -7 °C y punto de ebulliciéon 254 °C (Figura 1.4). Es también
un agente saborizante importante en cosmética y productos alimenticios*’. Interesa debido

a sus propiedades antioxidantes*® y antimicrobianas*’

. Otros compuestos principales
presentes en el AE de clavo de olor (Eugenia caryophyllata) son el acetato de eugenol y el
B-cariofileno.

El eugenol es una fragancia familiar en muchos consultorios dentales, ya que es a
menudo utilizado en odontologia como antiséptico y anestésico local. Es un aceite pdlido

de color amarillo con un aroma calido, picante, pero agradable. La concentracion de E en

el aceite de clavo puede llegar a ser hasta del 90 %, dependiendo de la especie. También se

OMe

OH

Figura 1.4. Izquierda: representacion estructural de la molécula de eugenol; Derecha,
botones florales del clavo olor.
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encuentra en las hojas de laurel, la pimienta de Jamaica, la albahaca, y la canela pero en
concentraciones més bajas respecto a la encontrada en el clavo de olor?*#849,

El eugenol se obtiene principalmente del clavo de olor mediante la aplicacion de
diferentes técnicas de extraccién>®>!. Desde un punto de vista quimico, se ha descripto al E
como uno de los materiales de partida mds adecuados para la sintesis total de productos

naturales complejos, como se muestra en el Esquema 1.3.

OH
X OH
— >
HO OH HO

OCH3 OCH;
Eugenol diol Alcohol coniferilico

TN S

o OCHs
OCH, \

Aldehido coniferilico
Oxido de eugenol

o
oo

OCHj

CO,H N Acido ferdlico
Acido a-cetoadipi
cido a-cetoadipico HO l

OCHj

Vinil guaiacol

CO,H CO,H CHO
HO HO HO
OH

OCH,4 OCHs

HO
OCH,

Eugenol

Acido protocatecuico Acido vainilico Vainillina

Esquema 1.3. Transformaciones quimicas del eugenol.

I.6.3. Cinamaldehido

El cinamaldehido (C) cuyo nombre IUPAC es 3-fenil-2-propenal, es un liquido oleoso
cuya tonalidad varia de amarillo claro a amarillo verdoso, presenta olor a canela con sabor
dulce (Figura 1.5). Su masa molar es 132,16 g/mol, con un punto de fusién de -7,5 °C y

punto de ebullicién 250 °C. Este aldehido se clasifica dentro de los arilpropanoides®. Estd
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formado por un grupo fenilo enlazado a un aldehido insaturado. De forma natural, existe
solo en forma de trans-cinamaldehido.

Desde hace mucho tiempo, se ha utilizado como agente saborizante en chicles,
helados, dulces, bebidas y dulces. Ademads, se ha utilizado ampliamente para dar un sabor
de canela a productos médicos, cosméticos y perfumes>>.

El cinamaldehido es el componente principal de los aceites esenciales de la canela
(alrededor de un 80 %), el cual se encuentra junto con el 4cido cindmico, cinamato y
eugenol presentes en menores cantidades®*>. El cinamaldehido también se encuentra
naturalmente en ardndanos®. Su AE es un liquido oleoso amarillento. Se usa para impartir
sabor a los alimentos, bebidas, medicamentos, cosméticos, perfume357, en detergentes y
productos de limpieza para el hogar, y en perspectiva industrial es un material de alto
volumen de produccién, con un costo estimado de consumo de 1000 toneladas métricas por

afio®. Ademds tiene propiedades antibacterianas , antifiingicas y antioxidantes>*-%,

Figura L.5. Izquierda: representacion estructural de la molécula de cinamaldehido;
Derecha, corteza y hojas del arbol de canela.

El cinamaldehido se sintetiza comiinmente en uno o mds pasos mediante la reaccion
de Wittig, condensacion alddlica cruzada®’, o por reduccion de ésteres mediante el hidruro
de diisobutilaluminio (DIBAL-H) , Esquema .49, Otra alternativa es la obtencién del AE

de canela del 4rbol mediante distintos métodos de extraccién y su posterior aislacién%!,

o) O
1. DIBAL-H e
©/\)’J\OCHZCH3 (_ 78 oC) - WH
2. H,O
Cinamato de etilo Cinamaldehido

Esquema I.4. Reduccion de ésteres mediante DIBAL-H.

L.7. Valorizacion de las moléculas plataforma
A lo largo del tiempo, se han aislado y caracterizado miles de sustancias quimicas

pertenecientes a diferentes familias de metabolitos secundarios tales como alcaloides,
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terpenoides, esteroides, péptidos, entre otros, segiin sus caracteristicas estructurales®. Sin
embargo, contindan siendo una fuente invaluable de estructuras activas novedosas con
amplias posibilidades de expansién en cuanto a su uso como materias primas®*.

El hecho de que la vainillina, el eugenol y el cinamaldehido deriven de productos
naturales, con la posibilidad de que sean biodegradables y sus propiedades antioxidantes,
los convierte en materiales de partida interesantes para la sintesis de moléculas activas
tales con propiedades antioxidantes y de sensores quimicos de contaminantes, en estado
libre y soportados sobre sistemas sélidos y/o particulados.

El uso de estos compuestos que contienen grupos carbonilicos (como es el caso de la
vainillina y el cinamaldehido) o un grupo potencialmente transformable en éste ultimo
(eugenol) permite que sean utilizadas como moléculas plataforma para obtener productos
de mayor valor agregado. En especial estos compuestos son de interés en la region, debido
a que no existen antecedentes bibliograficos que reporten el desarrollo de estos sistemas de
interés en el pais. En los capitulos posteriores serdan presentados los datos recopilados sobre

el desarrollo de estos sistemas quimicos compuestos.
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Obtencion de las moléculas plataforma CAPITULO II

IL.1. Introduccion

En este capitulo se describen los métodos aplicados para obtener las moléculas de
inicio, que fueron utilizadas en la sintesis de los antioxidantes y los sensores quimicos.
Estas moléculas de inicio son vainillina, eugenol y cinamaldehido; y como se dijo
previamente se denominaran moléculas plataforma (MP).

En la Esquema II.1 se esquematiza de forma general los pasos necesarios para obtener
estos compuestos a partir de diversas matrices vegetales, cuyas etapas son: a) extraccion de
los aceites esenciales; b) aislamiento del compuesto constituyente mayoritario; c)

purificacion y caracterizacion de las moléculas plataforma.

Material Vegetal

l

Métodos de extraccion

l Aceites Esenciales (AE)

Aislamiento

l Molécula plataforma (MP)

Purificacion

l

Caracterizacion

Esquema II.1. Etapas para la obtencion de las moléculas plataforma.

Se aclara que la obtencion de los aceites esenciales se realiz0 por métodos de
extraccion convencionales y no convencionales. Dentro de los métodos convencionales se
utilizé: destilacion por arrastre de vapor (DAV), hidrodestilacion (HD), extraccién sélido-
liquido (ESL); mientras que el método no convencional evaluado fue la extraccion asistida
por microondas (EAM).

Se detallara a continuacion el método aplicado segtin la molécula plataforma deseada a
ser aislada. Los fundamentos de dichas técnicas y los procesos generales de
funcionamiento de los equipos utilizados para llevar a cabo estas extracciones se describen

en el Anexo A.
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De esta manera, en la primera parte de este capitulo se describe la metodologia
implementada en la obtencion de las MP, para luego detallar los resultados y conclusiones

obtenidos.

I1.2. Preparacion de la matriz vegetal

Las MP serédn aisladas de diferentes matrices vegetales. En especial como fuente de
vainillina se seleccioné aserrin de cedro; como fuente de eugenol se seleccionaron: clavo
de olor, pimienta de Jamaica, cdscara de banana y canela; mientras que como fuente de
cinamaldehido se utiliz6 canela. Para cada especie, las matrices vegetales utilizadas
correspondieron a un mismo origen de procedencia para disminuir asi la diferencia en los
resultados debido a las caracteristicas climéticas, de siembra, recoleccion, especie, entre
otros factores. Al aserrin no se le realizé ningin tratamiento previo; mientras que el resto
de las matrices vegetales se secaron en estufa a 40 °C hasta peso constante, se molieron en

mortero y se almacenaron en bolsas de plastico protegidas de la luz.

I1.3. Obtencion de vainillina
A continuacién se detalla la metodologia aplicada para la obtencién de vainillina

cruda.

I1.3.1. Recuperacion de la vainillina cruda

La vainillina (V) cruda fue obtenida a partir de aserrin de cedro siguiendo la
metodologia propuesta por Lampman et al.!, la cual consiste en una hidrodestilacién
modificada. El aserrin se calienta con una solucién de dioxano en un medio bdsico a
reflujo. Bajo las condiciones de reaccion, las ligninas presentes en la madera son
degradadas de las estructuras poliméricas en las que se encuentran, a compuestos de menor
masa molecular por reacciones de condensacion alddlica reversa y reacciones de
eliminacion. Los compuestos de baja masa molecular luego son oxidados a vainillina. Si
bien otros aldehidos son producidos durante la recuperacion de V, estos son removidos
durante la purificacion.

La técnica consistio en colocar en un balén 50 g de KOH, 20 g de aserrin y 500 mL de
solucion HCI-Dioxano:Agua (9:1). La reaccion se realiz6 a reflujo durante 2 h. A la mezcla
de reaccion obtenida se la diluyé con 450 mL de agua destilada, y se acidific6 con HCI
diluido hasta alcanzar un pH de 3, a dicha solucion se le realizaron extracciones con éter

etilico de manera de recuperar la vainillina cruda.
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I1.3.2. Aislamiento de la vainillina cruda

La vainillina cruda presente en la fase organica etérea fue aislada de otros compuestos
que se encuentran a nivel de trazas, mediante dos técnicas distintas: a) condensacion
bisulfitica, y b) cromatografia en columna.

La condensacion bisulfitica se basa en la reaccion de condensacion producida entre un
aldehido (vainillina, 1) y el bisulfito de sodio, la cual da como resultado el producto de
adicién bisulfitica de vainillina (2). A este producto se lo acidifica con 4cido sulfirico
concentrado obteniendo asi vainillina, segiin se presenta en la Esquema I1.2.

Como en la fase orgénica (FO) estd presente la vainillina junto a trazas de otros
compuestos, para lograr la separacion total de la vainillina, se trat6 la FO con una solucién
acuosa de bisulfito de sodio. De esta manera, la vainillina es separada como producto de la
condensacion. Los extractos bisulfiticos presentes en la fase acuosa (FA), luego de ser
separados de la FO, se filtraron para eliminar fase sélida. La FA se acidificé con 4cido
sulfirico concentrado, y se le realizaron extracciones con éter etilico. La acidificacion se
realizé bajo campana, mediante agitacién continua y suave. El diéxido de azufre generado
se elimind manteniendo la solucién dcida a 60 °C y con agitaciéon durante 1 h. La FO se
secO con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se llevé a evaporador rotatorio para eliminar
solvente (Esquema I1.3).

En el procedimiento de cromatografia en columna se utiliz6 como fase estacionaria

(FE) silica gel y como fase mévil (FM) hexano:acetato de etilo 1:1.

oH OH
H,CO
H,CO H,0
+ NaHSO4 D
NaO3S—C-H
0" H OH
vainillina producto de condensacion
bisulfitica de la vainillina
OH
HsCO OH
H;CO
+ H,80, —— > + NaHSO, + H,O + SO,
Na0;S—C—H
OH 07 H
producto de condensacion vainillina

bisulfitica de la vainillina

Esquema II.2. Condensacion bisulfitica de la vainillina. Arriba) producto de
adicién bisulfitico de vainillina, Abajo) vainillina.
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CAPITULO 11

Producto de reaccion

l

Fase organica
(vainillina+trazas)

Condensacioén bisulfitifa/lﬁi03

Fase orgénica

Fase acuosa (extractos
bisulfiticos)

l

Filtracion

l

Acidificacion con H,SO,

l

Extraccion con (CoHg),0

S

Fase acuosa

Fase organica (vainillina)

lNaZSO4 anhidro

Filtracion

l

Evaporacion

l

Vainillina

Esquema II.3. Aislacion de vainillina por condensacion bisulfitica.

I1.4. Obtencion de eugenol

El eugenol crudo fue obtenido a partir de clavo de olor, pimienta de Jamaica y cdscara

de banana. Segun la matriz vegetal se evaluaron diferentes metodologias de extraccion.

Para el clavo de olor fueron evaluados como métodos de extraccion: destilacién por

Vanina A. Guntero
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arrastre de vapor, hidrodestilacion, extraccion sélido-liquido y extraccion asistida por
microondas; mientras que para pimienta de Jamaica y cdscara de banana: extraccién
s6lido-liquido. También se evalud la presencia del mismo en la canela por extraccion
s6lido-liquido. En todos los casos, se realizaron ensayos previos para determinar las
condiciones Optimas de extraccién a aplicar. Todos los ensayos se realizaron por

duplicado.

a) Destilacion por Arrastre de Vapor (DAYV)
Este método se aplic6 al clavo de olor, y para lo cual se utilizé 30 g del mismo. Se

evaluaron como tiempos de extraccion: 2, 4 y 6 h (Ver Anexo A).

b) Hidrodestilacion (HD)
La matriz vegetal estudiada por este método fue el clavo de olor (30 g). Las

extracciones se realizaron por duplicado a 2,4 y 6 h (Ver Anexo A).

¢) Extraccion Sélido-Liquido (ELS)

Las matrices vegetales estudiadas fueron: clavo de olor, pimienta de Jamaica y cdscara
de banana. Se utilizaron dos equipos: a) extractor Soxhlet y b) extractor Twisselman. En a)
inicialmente las experiencias se realizaron con solventes de distinta polaridad (agua, n-
hexano y etanol) durante el mismo tiempo, a los fines de comparar los rendimientos de los
compuestos de interés y elegir asi el solvente que permitia obtener un mayor rendimiento.

Una vez identificado el solvente 6ptimo se procedid a analizar los distintos tiempos de
extraccion (2 h, 4 h, y 6 h). Mientras que en b) se parti6 de la misma cantidad de materia
vegetal que el caso anterior, empleando como solvente etanol (150 ml). El procedimiento

se realiz6 durante 2, 4 y 6 h, y solo se aplico al clavo de olor.

d) Extraccion Asistida por Microondas (EAM)

Los experimentos se realizaron para el clavo de olor de acuerdo con un disefio
experimental de Taguchi, considerando 5 niveles y 5 factores (L25) (Anexo B), el cual
proporciona un conocimiento completo de cada factor y su efecto en los rendimientos.
Dicha metodologia analiza el resultado utilizando un indicador estadistico denominado
relacion sefial/ruido (S/N) que traduce la informacion experimental en un solo valor que
muestra la presencia de disparidad®>. A los resultados obtenidos en cada una de las

experiencias, se les calculd la desviacion estandar cuadratica media (MSD) y también la
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relacion sefial a ruido (S/N). Luego, se realizé el andlisis de la varianza (ANOVA) para
encontrar los factores mds y menos influyentes en el proceso a fin de poder tomar
decisiones segiin los objetivos planteados. También se calculé el estadistico F; un mayor
valor de F indica un mayor efecto en los rendimientos debido a los cambios en los
pardmetros del proceso.

El microondas de laboratorio que se utilizé fue un Anton Paar Monowave 300. Debido
a que el microondas no puede controlar simultdneamente la potencia y temperatura en un
experimento, solo fue analizada la temperatura. El rango de variacién de la misma fue
desde 30 a 70 °C, debido a que temperaturas mds altas favorecen la degradaciéon de los
compuestos extraidos. Con el fin de evitar el riesgo de degradacion térmica y oxidacion, el
tiempo de extraccion EAM generalmente varia desde unos minutos hasta media hora para
la extraccion de AE. De manera que el mismo fue establecido entre 5 y 25 minutos. Otro
de los pardmetros estudiados fue la agitacion. Los valores establecidos en los niveles
corresponden a 20, 40, 60, 80 y 100% del valor mdximo que puede alcanzar el equipo que
es de 1200 rpm. El solvente usado fue etanol (78°) en relaciones etanol:agua de 20:80,
40:60, 60:40, 80:20, 100. La eleccion del mismo se debié a que es un buen absorbedor de
ondas microondas. El volumen de solvente se selecciond de acuerdo a la capacidad
volumétrica de las celdas de reaccidn, las cuales varian entre 6 y 20 mL. La relacion
solvente/s6lido es importante porque asegura un calentamiento homogéneo y efectivo. Para
optimizar los pardmetros de éste proceso se evaluaron los resultados obtenidos del disefio

experimental de Taguchi.

I1.4.1. Aislacion de eugenol
El eugenol fue extraido de los aceites esenciales por medio de dos procedimientos:

extraccion quimica y por cromatografia en columna.

a) Extraccion quimica (mediante adicion de una base)

A la mezcla obtenida en los métodos de extraccion (AE + agua) se le realizaron
extracciones con diclorometano y luego a la fase orgénica se la trat6 con hidréxido de
sodio al 5 %. De este modo, el eugenol se encontrd bajo la forma de su sal fendlica, la cual
es soluble en medio acuoso. El posterior lavado de la fase acuosa bdsica con
diclorometano extrajo los posibles componentes orgéanicos en dicha fase. Seguidamente, se
la trat6 con HCI diluido para obtener el fenol extrayéndose con un solvente organico. Esta

fase orgdnica se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se llevd a evaporador
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rotatorio para eliminar el solvente. La separacién y purificacion de los productos obtenidos

se controlaron por medio de cromatografia de capa fina (Esquema 11.4).

* clavo de olor,

Matriz* o .
pimienta de Jamaica,
céascara de banana,

l Método de extraccién canela
Destilado

|

Extraccion con CH,Cl,

Fase organica (eugenol) Fase acuosa

NaOH 5%

Fase organica Fase acuosa (sal del

eugenol)
CH,Cl,
Fase organica Fase acuosa (sal del
eugenol)
l HCI 10 %
Extraccion con CH,Cl,
Fase organica (eugenol) Fase acuosa
l Na,SO, anhidro
Filtracion
Evaporacion
Eugenol

Esquema II.4. Aislacion de eugenol mediante adicion de una base.

b) Aislaciéon de eugenol mediante cromatografia en columna

Se realiz6 el mismo procedimiento utilizado en la vainillina.

IL.5. Obtencion del cinamaldehido
La canela se utiliz6 como materia vegetal para obtener cinamaldehido debido a su alto

contenido de este componente. El método utilizado fue la extraccion sélido-liquido por
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medio de un equipo Soxhlet, empledndose el mismo procedimiento que se detallé para el

eugenol.

I1.6. Técnicas de caracterizacion
A continuacién, se citan las técnicas analiticas que se utilizaron para analizar los
extractos vegetales, los aceites esenciales y las moléculas plataformas finalmente

recuperadas, indicandose las condiciones de andlisis.

I1.6.1. Punto de Fusion (PF)

La determinacion se realizé en un medidor de punto de fusién digital Electrothermal,
serie IA9000. Para lo cual se coloc6 una pequeiia cantidad de muestra (aproximadamente 1
mg) en un tubo capilar de vidrio de 12 mm de didmetro. Dicho tubo se inserté en el
aparato y se comenzo el calentamiento previa programaciéon de la rampa de temperatura.

Se observo y registrd la temperatura a la cual comenzé a fundir la sustancia.

I1.6.2. Cromatografia de Capa Delgada (TLC)

Tanto los extractos vegetales como los AE obtenidos fueron analizados primeramente
por TLC en placas de silica gel, usando como fase mévil hexano:acetato de etilo 1:1. Las
muestras se corrieron usando como patron de referencia vainillina (Sigma Aldrich),
eugenol (Sigma Aldrich) o cinamaldehido (Sigma Aldrich), segtin correspondia. Las placas

cromatograficas fueron analizadas y reveladas con permanganato de potasio y con ldmpara

UV.

I1.6.3. Cromatografia Gaseosa (GC)

Los aceites esenciales fueron analizados por un cromatdgrafo gaseoso Perkin Elmer
equipado con inyector, detector de ionizacion de flama (FID), y columna capilar PE-5%
(DF: 0,53 um, DI: 0,55 um, L: 30 m), usando nitrégeno como gas carrier a un caudal de 24
ml/min. La temperatura del horno se programé a 80 °C durante 2 minutos, luego se calent6
desde 80 °C a 230 °C a una velocidad de 6 °C/min, y a 230 °C durante 2 minutos. La
temperatura del inyector y del detector fueron ambas de 230 °C. Para el analisis de los AE

se usé como patrén interno salicilato de metilo®.
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I1.6.4. Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de masa (GC-MS)

Los andlisis de GC-MS se realizaron en un equipo de cromatografia gaseosa-
espectrometro de masa Shimadzu GC-QP5000, equipado con una columna capilar no polar
estandar (DF: 0,25 pm, ID: 0,25 mm, L: 30 m). El gas carrier, helio, se ajusté a una
velocidad linear de 1 ml/min. El programa de calentamiento fue el mismo que el del GC.
Las muestras se corrieron en diferentes soluciones de etanol. La identificacién de los
compuestos de los extractos se realizé en base a los patrones de fragmentacion junto con
los espectros de masa que se obtuvieron de cada muestra y se compararon con los de la

biblioteca de espectros de masa del NIST*.

I1.6.5. Espectroscopia de Irradiacion Infrarroja (FTIR)

Los espectros de FTIR se realizaron en un espectrofotometro Shimadzu FTIR-8000
Prestige-21. El registro del espectro IR se realiz6 en términos de transmitancia en el rango
de nimero de ondas de 500-4000 cm, colectandose 50 barridos con una resolucién

espectral de 4 cm™.

I1.6.6. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y '*C se realizaron en un equipo
Bruker DPX-300 empleando acetona deuterada como solvente. El procesamiento de los

espectros se realizé con el software libre iINMR?.

I1.7. Calculos de rendimientos

De los resultados obtenidos de las extracciones y el andlisis de GC, el rendimiento de
AE se calcul6 mediante la Ecuacion II.1, mientras que el rendimiento de la molécula
plataforma y el rendimiento del proceso global por las Ecuaciones 1.2 y II.3
respectivamente.

masa de AE (g)
masa de materia vegetal (g)

Rendimiento de AE (%) =

.100 % (Ecuacién I1.1)

) __ masa de la molécula plataforma (g)

. o
Rendimiento del analito (% masa del AE (2)

.100 % (Ecuacién 11.2)

masa de la molécula plataforma (g) 100

Rendimiento del proceso (%) = % (Ecuacion I1.3)

masa de materia vegetal (g)
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I1.8. Resultados
Seguidamente se detallan los resultados de la obtencion de cada una de las moléculas

plataforma.

I1.8.1. Obtencion de vainillina a partir de aserrin
Debido a que la V fue obtenida directamente como vainillina cruda, solo fue calculado

el rendimiento del proceso, es cual fue de 35 %.

I1.8.2. Caracterizacion quimica de vainillina
La caracterizacién de vainillina se realizé mediante espectrometria FTIR y 'H RMN.
Ademas se determind el punto de fusién como criterio de pureza. Los resultados obtenidos
se presentan a continuacion:
e PF: 80 °C.
e IR (KBr) vy,4y: 3235 (OH), 2845 (-OCH3), 1676 (-CHO), 1606 (C=Ca,), 1462
(C=Ca), 1292 (C=Cay).
e 'HRMN (300 MHz, Acetona-d6): 4 (s, OCH3); 6,3 (b, OH); 7,1 (m, 1Ha,); 7,4
(m, 1Har); 9,8 (s, CHO).
Cabe destacar que los resultados obtenidos concuerdan con los datos reportados en

bases de datos y en la bibliografia'®.

I1.8.3. Eugenol aislado del AE de clavo de olor

En la Figura II.1 se presentan los mejores rendimientos de E obtenidos por los
métodos: HD, DAYV, ES (Extraccién Soxhlet), ET (Extraccion Twisselman) y EAM. Estos
valores estdn acompafiados también de los rendimientos de AE y del proceso. Debido a
que se buscaba la metodologia que brinde el mayor porcentaje de E, este pardmetro fue el
que defini6 la eleccion de la misma para la obtencion de la molécula plataforma. En el caso
de la HD, los resultados mostrados en la Figura II.1 corresponden a un tiempo de 6 h,
mientras que los de la DAV corresponden a 4 h, y los de ES y ET a 2 h. En la DAV, el
mayor rendimiento de AE se obtuvo a las 6 h, sin embargo, interesa el mejor rendimiento
de E, por lo que en esta metodologia se alcanza a las 4 h. Mientras que, en la ES y ET,
como era de esperar se obtuvieron resultados similares. En ambos casos, los mayores
rendimientos fueron a las 2 h.

Los resultados completos se presentan en el Anexo B. En el mismo se muestran los

rendimientos de AE, eugenol y del proceso para los diferentes tiempos estudiados (2 h, 4 h
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y 6 h) en cada una de las metodologias.

Los extractos obtenidos por HD y DAV tenian una coloracién amarillo pélido,
mientras que la de los extractos de ES y ET presentaron una coloracién amarrilla
amarronada mds oscura. Todos presentaron un fuerte aroma a eugenol.

A partir de los resultados obtenidos, la seleccion del método de extraccidén y sus
pardmetros se basé en mejores rendimientos, seguridad e impacto ambiental. Asi se
observo que el rendimiento de AE y eugenol, en el proceso por HD fue el mis bajo,
mientras que con EAM se obtuvieron los mayores valores, situando asi a la EAM como
una alternativa interesante que ofrece algunas ventajas tales como reduccién del tiempo y

solventes por lo que se elige éste para obtener la materia prima eugenol.

11.8.4. Eugenol aislado del AE de pimienta de Jamaica

En todos los ensayos se utilizd la misma cantidad de muestra de partida (30 g).
Primeramente, se realizé la ES de la pimienta de Jamaica con distintos solventes (etanol,
agua y n-hexano) durante 2 h. Cada producto se analizé por CG para determinar las
condiciones con el que se obtenia un mayor contenido de eugenol. Como puede observarse
en la Tabla II.1, los mayores rendimientos fueron obtenidos con etanol, con lo cual este fue
seleccionado como solvente de extraccion. Luego, se realizaron extracciones con etanol a 2

h, 4 h y 6 h para evaluar el rendimiento de E.

70
60 —
50 —
40 —
30 —

20

Rendimientos (%)

10 +

0-
HD DAV ES ET EAM
Métodos de extraccion
I Rend. de AE
[ Rend. de E
I Rend. del proceso

Figura I1.1 Comparacion de los rendimientos de los distintos métodos aplicados
para el clavo de olor.
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Tabla II.1. Resultados obtenidos por ES de la pimienta de Jamaica

Solvente Tiempo (h) Rend. de AE (%)
Etanol 2 24,22,+0,04
Agua 2 16,41+0,06

n-hexano 2 10,56+0,02

Como se puede observar en la Tabla I1.2, donde se presentan los resultados obtenidos,

el mayor rendimiento de eugenol se obtuvo en un tiempo de 4 h.

Tabla I1.2. Resultados obtenidos por ES con etanol de la pimienta de Jamaica

Tiempo (h) Rend. de E (%)
2 9,65+0,09
4 18,79+0,03
6 11,70+0,04

IL.8.5. Eugenol aislado de la cascara de banana

Las Tablas I1.3 y I1.4 muestran los resultados obtenidos por ES de la cascara de
banana. En ellos se observa que si bien el rendimiento de AE es elevado, el rendimiento de
eugenol es de apenas del 0,40 %, por lo cual se descarta su uso para obtener la materia
prima.

Tabla I1.3. Resultados obtenidos por ES de la cdscara de banana

Solvente Tiempo (h) Rend. de AE (%)
Etanol 2 70,40+0,05
Agua 2 33,88+0,09

n-hexano 2 18,60+0,03

Tabla II.4. Resultados obtenidos por ES con etanol de la cdscara de banana

Tiempo (h) Rend. de E (%)
2 0,14+0,02
4 0,40+0,01
6 0,30+0,01
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I1.8.6. Caracterizacion quimica del eugenol
La caracterizacion fisicoquimica del EU arroj6 los siguientes resultados:
e IR (KBr) V0, 3500 (OH), 2885 (C=CH), 2880 (-CH2), 2850 (-OCH3), 1640
(C=C), 1590 (C=CH), 1470 (C=CH), 1370 (C=CH).
e 'H RMN (300 MHz, Acetona-d6): 3,30 (d, 2H), 3,81 (s, 3H), 5,00 (d, 1H),
5,04 (d, 1H), 5,97 (m, 1H), 6,67 (d, 1H), 6,68 (d, 1H), 6,80 (d, 1H).
Los resultados obtenidos concuerdan con los datos reportados en bases de datos y en la

bibliografia’.

I1.8.7. Cinamaldehido aislado del AE de canela

En las Tablas I1.5 y II.6 se presentan los resultados correspondientes a la extraccion de
cinamaldehido (C) a partir de canela ESL. En primer lugar, se analizé el rendimiento de C.
Como se observa en la Tabla II.5, el mayor rendimiento a C fue obtenido con etanol. Por
tal motivo, en la segunda etapa se analiz6 el tiempo de extraccién con etanol, obteniendo

un 6ptimo rendimiento a las 4 h de proceso.

Tabla IL.5. Resultados obtenidos por ES de la canela con distintos solventes

Solvente Tiempo (h) Rend. de AE (%) Rend. de C (%)
Etanol 2 11,86+0,02 31,87+0,02
Agua 2 7,760,02 10,75+0,03

n-hexano 2 5,83+0,03 10,26+0,03

Tabla I1.6. Rendimiento de cinamaldehido obtenido de la canela por ES con etanol

Tiempo (h) Rend. de C (%)
2 30,98+0,03
4 65,86+0,04
6 61,35+0,02

Del andlisis de los resultados obtenidos se concluye que las mejores condiciones para
realizar la ESL es utilizando etanol como solvente, durante 4 h, ya que estas condiciones
brindan el mayor rendimiento a cinamaldehido.

Por otro lado, debido a que estudios previos informaron que el aceite de canela puede

contener también eugenol®, se evalué en esta matriz el contenido del mismo. Los
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resultados se muestran en la Tabla II.7. El valor obtenido del rendimiento a E es muy bajo

respecto a los obtenidos del clavo de olor, por lo que se descarté como fuente de obtencion

de E.

Tabla I1.7. Resultados obtenidos por ES con etanol de la canela

Tiempo (h) Rend. de E (%)
2 0,67+0,03
4 6,14+0,74
6 2,27+0,02

El aislamiento del cinamaldehido del AE se realiz6 mediante cromatografia en

columna, con un rendimiento del proceso del 75 %.

I1.8.8. Caracterizacion quimica del cinamaldehido
La caracterizacion quimica del C arroj6 los siguientes resultados, los cuales
concuerdan con datos reportados en la bibliografia y en bases de datos®'’:
e IR (KBr) vV q: 2978 (C-Har), 2959 (C=CH), 2894 (C-Ha),1670 (-CHO), 1627
(C=C), 1451 (C=C), 1045 (C-Hay).
e 'HRMN (300 MHz, Acetona-d6): 7,62 (d, 1H), 7,62 (d, 1H), 7,43 (m, 1H), 7,43
(m, 1H), 7,36 (m, 1H), 9,68 (s, 1H), 7,75 (d, 1H), 6,65 (d, 1H).

I1.9. Conclusiones

La recuperacion de compuestos valiosos de fuentes naturales es de interés para el
desarrollo econdmico y humano. Con esta mirada, la vainillina se obtuvo a partir del
aserrin (residuo de la industria maderera) y se aislo6 mediante cromatografia en columna.

También se evaluaron distintos métodos de extraccion convencionales y no
convencionales para obtener aceites esenciales, a partir de los cuales se aislaron las
moléculas plataforma a utilizarse en la sintesis de las moléculas activas.

En funcién de los resultados expresados anteriormente se aplico la extraccion asistida
por microondas al clavo de olor bajo las condiciones de 30 °C, 480 rpm, 25 min, 100 %
solucion de etanol y 16 ml/mg para la obtencion del eugenol. Al AE de clavo de olor se le
realizé una cromatografia en columna para aislar el eugenol. Mientras que el AE de canela
se obtuvo por extraccion sélido-liquido (durante 4 h y usando como solvente etanol) y del

mismo se procedio a aislar el cinamaldehido mediante cromatografia en columna.
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Ligandos Quimicos CAPITULO III

II1.1. Introduccion

En el presente capitulo se describen los ligandos quimicos que fueron sintetizados. Se
define como ligandos quimicos: a los productos sintetizados a partir de las moléculas
plataforma y que pueden presentar propiedades antioxidantes o de sensores quimicos para
determinar cationes de interés mediambiental. En esta linea se comienza describiendo los
ensambles supramoleculares, sus aplicaciones, la definiciéon y clasificacion de sensores
quimicos, y algunos de sus mecanismos de actuacién. Luego se continda con las
propiedades antioxidantes. Los conceptos que se presentan son generales y servirdn de

base para la comprensién de los capitulos siguientes.

II1.2. Introduccion a la quimica supramolecular

Como se dijo previamente, la naturaleza, tal como la conocemos, tiene la capacidad de
autoensamblar precursores moleculares pequeiios en biomoléculas mucho mas complejas.
Estos ensambles supramoleculares son muy importantes para los procesos bioldgicos'.
Dichas estructuras pueden permanecer unidas de diversas maneras, por ejemplo, mediante
enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas o enlaces coordinados. Es por ello que el
principal desafio de la Quimica Supramolecular es el de dilucidar y conseguir el control del
enlace intermolecular?,

Una de las aplicaciones de esta disciplina es el desarrollo de sensores quimicos para la
deteccién de cationes metdlicos® . Su importancia radica en que los organismos vivos
poseen metales que intervienen en procesos bioquimicos especificos. La concentracion
puede variar dentro de ciertos limites mediante procesos bioldgicos de asimilacion y
excrecion. Cuando las concentraciones de los cationes se encuentran fuera del rango
considerado normal, se producen disfunciones que pueden llegar a ser graves e incluso
causar la muerte del organismo en cuestién’.

El efecto contaminante de los metales radica en que pueden reemplazar metales de
caracteristicas similares de las proteinas y enzimas, o generar estrés oxidativo. La
competencia entre los metales contaminantes y los metales esenciales se debe a que
comparten los sistemas de transporte, disminuyen la concentracion efectiva del metal
esencial, activan receptores de membrana provocando reacciones en cadena, reemplazan a
metales esenciales o reaccionan con grupos funcionales en biomoléculas, alterando asi su
funcionamiento. Todos estos efectos son potenciales premutagénicos. Los metales afectan
la fidelidad de la replicacién porque inhiben las enzimas involucradas en dicho proceso®”.

Sélo por citar algunos ejemplos de la importancia de cationes metalicos, se conoce que
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una exposicién excesiva del cuerpo humano al catién AI** conduce a una amplia gama de
enfermedades, tales como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, encefalopatia, y

10.11 "Una vez ingresado al organismo, el aluminio es conducido a través del

osteoporosis
torrente sanguineo por la misma proteina que transporta hierro, la transferrina y acumulado
en distintos 6rganos y tejidos. El aluminio natural se encuentra en el suelo, principalmente
en forma de aluminosilicatos cuyas particulas de polvo estdn en el ambiente como
consecuencia de la erosion de la corteza terrestre. Ademas, la accidon del hombre
contribuye al aumento de concentracion del mismo en suelos donde las industrias desechan

1213 En el caso

residuos, tales como los provenientes de refinerias, fundiciones y minas
del Cu?*, éste es un metal esencial en todos los organismos vivos debido a sus propiedades
cataliticas y oxidativas. Sin embargo, en exceso causa estrés oxidativo, envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas'?. La concentracién promedio en sangre humana estd en
el rango de 15,7 a 23,6 uM. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido
que el nivel maximo permisible del mismo en agua potable sea de 30 uM y que el consumo
medio poblacional no debe exceder 10-12 mg por dia para adultos. Por su parte, el catién
Fe’* desempefia un papel crucial en los procesos bioquimicos y en reacciones enzimaticas.
En condiciones fisiolégicas, el hierro siempre estd unido a una proteina ya que su presencia
aislada, como en los casos de intoxicacién por el metal, produce dafios graves en los
tejidos. Esta toxicidad se debe a la habilidad del hierro libre de generar, en conjuncién con
el oxigeno, radicales hidroxilos que pueden causar peroxidacién de las membranas
lipidicas y otros constituyentes celulares'”. De manera que, tanto su deficiencia como
exceso induce a trastornos biolégicos como anemia, dafio hepético y renal, insuficiencia
cardfaca y diabetes!6'3,

Se conoce también que los cationes Na*, K*, Mg>* y Ca®" son esenciales para la
transmision de impulsos nerviosos, contraccion muscular, regulacion de la actividad
celular, entre otros'®.

De esta manera, es de interés el andlisis rdpido de trazas de cationes metdlicos en
aplicaciones medioambientales y biomédicas, lo cual requiere de un reconocimiento
especifico de un elemento particular cuando estd presente junto con otras especies®”. Una

forma de detectar cualitativamente y cuantitativamente iones es mediante sensores

quimicos, los cuales se describen a continuacion.

I11.3. Sensores quimicos

Un sensor quimico se define como un dispositivo que responde de forma selectiva a un
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analito de interés particular a través de una interaccion fisica o quimica, y puede utilizarse
para la determinacién cualitativa o cuantitativa del analito. Por consiguiente en esta
definicién confluyen dos conceptos: el de reconocimiento y el de sefalizacion de ese
reconocimiento. Dicho sensor molecular estd formado por dos unidades: una llamada
receptor y la otra transductor. El receptor es un grupo capaz de reaccionar o combinarse
con los analitos, acompaiado por un cambio en sus propiedades fisicas o quimicas. El
transductor es la otra fraccion que transforma y amplifica los cambios en una sefal de
salida cualitativa o cuantitativa relacionada con las propiedades del analito®!, segiin se

muestra en Figura III.1. Esta interaccién se basa en eventos de coordinacién??

Analito

Unidad de
transduccion

@m--(_ C-um(@

Unidad de Unidad de Senal
senalizacion reconocimiento

Figura III.1. Reconocimiento y deteccidon de un analito por un sensor quimico.

El proceso de complejacion se caracteriza por su estabilidad, selectividad
termodindmica y cinética, es decir, por la cantidad de energia e informacién puesta en
funcionamiento®. El reconocimiento estructural en la complejacién molecular entre
unidades orgdnicas depende de la ubicacién complementaria de los sitios de unién y las
barreras estéricas entre los receptores y los huéspedes®*. De esta manera es un verdadero
desafio disefiar sistemas moleculares capaces de formar complejos estables y selectivos.

La determinacion de la estabilidad de la especie receptor-analito, se basa en la medida
de la constante de asociacion (Kgs) entre ambas especies, que en definitiva, es la constante
correspondiente al equilibrio termodindmico para el proceso de union entre el receptor (L)

y el analito (M), Ecuaci6n II1.1:

mL + nM o LM, K35=% (Ecuacién T1L1)

Por otro lado, la selectividad estd determinada por el limite de deteccion que se define
como: la concentraciéon minima de analito que puede ser detectada con fiabilidad a través
de un método analitico determinado y cuya sefial es significativamente diferente a la sefial

del ruido de fondo?.
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La sefial de salida puede ser electroquimica, cromogénica, fluorescente u otras. La
primera sefial indica que se trata de un sensor electroquimico, mientras que las dos que le
siguen pertenecen al grupo de sensores Opticos.

En el caso de los sensores electroquimicos, la unidad electroactiva que forma parte de
la molécula del sensor experimentard una modificacion de su potencial redox, como
consecuencia de la variaciéon de la densidad electrénica generada en esa unidad redox al
producirse la interaccidon receptor-analito. Esta modificacién del potencial redox sera
facilmente observada y cuantificada mediante la utilizacién de las técnicas
voltamperométricas convencionales®’.

Los sensores colorimétricos y fluorométricos utilizan los cambios en las propiedades
Opticas, absorcién o emisién, como sefal de salida®'. Los sistemas cromogénicos se
caracterizan por una respuesta muy rdpida y detectable por el ojo humano ya que al
interaccionar con los analitos cambian de color. Mientras que los sistemas fluorogénicos se
caracterizan por su gran sensibilidad y especificidad. Ademds, al igual que los
cromogénicos ofrecen las ventajas de simplicidad, respuesta rapida, no destructivo, y

1?8, Otra caracteristica a resaltar es que, en ambos casos, se puede

monitoreo en tiempo rea
inmovilizar el sensor a un soporte adecuado?’.

Por lo tanto, el aspecto fundamental de cualquier disefio molecular es que la molécula
disefiada sea capaz de generar una sefial lo suficientemente intensa entre el sustrato y un
receptor selectivo de éste, de manera que se produzca el reconocimiento molecular. Las
unidades de reconocimiento y sefializacién pueden estar organizadas de diferente forma
dando como resultado tres aproximaciones basicas para el desarrollo de sensores quimicos.

La primera aproximacién ocurre cuando ambas unidades se encuentran unidas
directamente o mediante un grupo espaciador, segiin se muestran en la Figura II1.2. Para

tener un reconocimiento efectivo, una de las moléculas debe poseer una cavidad con la

forma y el tamafio 6ptimo para aceptar al huésped. Para ello debe de contener unidades

Grupo
espaciador
Subunidad indicadora Subunidad indicadora
Subunidad coordinadora Subunidad coordinadora
(a) (b)

Figura II1.2. Modelo de complejo a) integrado; (b) con grupo espaciador.

Vanina A. Guntero I11-6



Ligandos Quimicos CAPITULO III

coordinantes capaces de interaccionar con ciertos grupos funcionales presentes en el
huésped. En la segunda aproximacion la unidad de reconocimiento forma un complejo con
un colorante o fluoréforo que es desplazado al afiadir el analito™.

Dichos receptores moleculares se denominan quimiosensores. Se unen con el analito
objetivo a través de interacciones no covalentes para producir sefiales pticas medibles con
una respuesta en tiempo real, generalmente menos de unos pocos segundos. De hecho,
tales interacciones son tipicamente reversibles cuando cualquier cambio en la
concentracion del analito se relaciona con el cambio en las cantidades del quimiosensor
libre y el unido®'.

La tercera aproximacion corresponde a un dosimetro quimico. Los quimiosimetros son
dispositivos del tamafio de una molécula o mds grandes que utilizan receptores abiéticos
para lograr el reconocimiento del analito con la transduccidn irreversible concomitante de
una sefial observable en humanos. Este enfoque implica la reaccién del analito objetivo con
la sonda molecular y se asocia con una transformacion quimica significativa que implica la
ruptura y la formacién de los enlaces covalentes. Este proceso resulta en la formacién de
productos que difiere del quimiosimetro de partida acompanado con propiedades pticas
diferentes, por lo que es un proceso no reversible®' =3,

Otro aspecto importante es la inmovilizaciéon de los receptores sobre los transductores
mads adecuados, sin que unos ni otros pierdan sus caracteristicas funcionales. Hay un gran
espectro de posibilidades para tal inmovilizacién; entre las que se pueden nombrar,
adsorcion, retencion del receptor en un gel o una matriz polimérica o por

entrecruzamientos de los receptores entre si mediante agentes bifuncionales.

I11.4. Sensores fluorescentes

La fluorescencia es el proceso de emision de luz por moléculas que son excitadas con
radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado fundamental,
liberando su exceso de energia en forma de fotones. Normalmente, el tiempo de vida media
de una especie excitada es breve porque hay diversas formas en las cuales un 4tomo o una
molécula excitada liberan su exceso de energia y se relajan a su estado fundamental. Dos
de los mecanismos de relajacion mds importantes son la relajacion o desactivacion no
radiante, que incluye relajacion vibracional y conversion interna, y la relajacion
fluorescente, cominmente llamada fluorescencia. El diagrama de Perrin-Jablonski (Figura
II1.3) es conveniente para visualizar de manera sencilla los posibles procesos: absorcion de

fotones, conversion interna, fluorescencia, cruce entre sistemas, fosforescencia,
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fluorescencia retrasada y transiciones triplete-triplete.

Estados singuletes Estado triplete
excitados excitado
— Conversion
interna
S v Inm Balai Y 4
2 3 feal F jacion
_—'vibra:ional—Tz
_— b Cruce entre
— 4 sistemas
EF_ I S1 T1 —
— —
— T
—5— o
~3—  ABSORCION FLUORESCENCIA FOSFORESCENCIA §
= — l ==
3 z
Y Y
S, S,

Figura III.3. Diagrama de Perrin—Jablonski.

Los estados electrénicos singulete se denominan So (estado electrénico fundamental),
S1 y S corresponden al primero y segundo estado singulete excitado. La linea T
corresponde al primer estado triplete excitado. De manera que los niveles vibracionales
estan asociados con cada estado electrénico. Una vez que la especie ha sido excitada por
absorcion de un fotén, puede volver al estado fundamental con emisién de fluorescencia o

mediante diferentes procesos tal como se muestra en la Figura I11.4%.

Fosforescencia <& Cruce intersistema - Disminucidn de fluorescencia

Emisidn de fluorescencia Transferencia de carga intramolecular

hv§ b /

Cambio conformacional

——» Transferencia electrénica

A Transferencia de protones

N

\ Transformacién fotoquimica

Conversidn interna

e

Formacién exciplex J

Transferencia de energia
Formacién excimero

Figura II1.4. Posibles vias de des-excitacion de las moléculas excitadas.
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Tras las interacciones con los iones metdlicos, la intensidad de fluorescencia y/o el
cambio de la banda de fluorescencia de los quimiosensores cambian y los iones metalicos
se pueden detectar cualitativa y cuantitativamente>°.

El éxito de la fluorescencia surge de la alta sensibilidad de las técnicas fluorométricas,
la especificidad de las caracteristicas de fluorescencia debidas al microambiente de la
molécula emisora y la capacidad de éste tltimo para proporcionar informacién espacial y
temporal. La Figura III.5 muestra los pardmetros fisicos y quimicos que caracterizan el

microambiente y puede asi afectar las caracteristicas de fluorescencia de una molécula®.

Enlaces de hidrégeno

pH lones

Polaridad

Potencial eléctrico

FLUORESCENCIA MOLECULAR

Presion

Quenchers
Viscosidad
Temperatura

Figura IILS. Pardmetros que influyen en la emision de fluorescencia.

I11.4.1. Rendimiento cuantico

El rendimiento cudntico o la eficacia cuantica de fluorescencia (¢r) es la relacion entre
el nimero de moléculas que emiten luminiscencia respecto al nimero total de moléculas
excitadas, segun se expresa en la Ecuacion III.2. Para moléculas altamente fluorescentes
como la fluoresceina, la eficacia cuantica, bajo determinadas condiciones, se aproxima a la
unidad. Las especies quimicas que no presentan una fluorescencia apreciable tienen

eficacias que se aproximan a cero.

n° fotones emitidos

OF = (Ecuacion I11.2)

n° fotones absorbidos

Las técnicas para estimar el rendimiento cudntico en estructuras altamente conjugadas
pueden agruparse en dos: métodos absolutos y métodos relativos.
— Meétodos absolutos: carecen de popularidad debido principalmente al uso de

metodologias e instrumentos con requerimientos tecnoldgicos altos lo cual implica una
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inversién econdmica considerable. Se aplican a especies en disolucién o compuestos en
fase solida.
— Métodos relativos: son mds accesibles y se basan en el empleo de sustancias patrén
. . , . . . . 37 2, 1.
con rendimientos cudnticos ampliamente estudiados y conocidos’’. Estos tultimos se
aplican Unicamente a especies en disoluciéon y las mediciones se realizan mediante

espectrometros de absorcion y emision. Se calcula mediante la Ecuacion I11.3:

(= FUnE g (Ecuacién II1.3)
¢r = 7 o oF cuacién II1.

Donde:
qb} = Rendimiento cudntico de fotoluminiscencia de la muestra
¢7 = Rendimiento cudntico de fotoluminiscencia del patrén

F' = Intensidad integrada (4rea) del espectro de la muestra (en unidades de fotones)

F° = Intensidad integrada (area) del espectro del patrén (en unidades de fotones)

fi , fs = Factor de absorcion, es decir, la fraccién de la luz incidiendo en la muestra
que se absorbe (f, = 1 — 1074), siendo A la absorbancia

n; = indice de refraccion de la muestra

ng = indice de refraccion del patrén

I11.4.2. Mecanismos de actuacion

Los fluoronéforos son herramientas poderosas para la medicion de la concentracién de
iones en muestras ambientales o bioldgicas. Como se dijo anteriormente, una preocupacion
clave en el disefio de tales sensores es la conexion entre el reconocimiento del sustrato y
los cambios fotofisicos en el fluoréforo informante’®.

Los mecanismos de deteccion convencionales, basados en diferentes procesos
fotofisicos se clasifican de manera simple como segun se presenta en el Esquema III.1 y se
describen a continuacion:

1) Transferencia electronica (TE): incluye la transferencia electronica fotoinducida
(PET, del inglés Photoinduced Electron Transfer).

i1) Transferencia de carga (TC): incluye la transferencia de carga intramolecular (ICT),
transferencia de carga fotoinducida (PCT), transferencia de carga metal-ligando (MLCT) y
la transferencia de carga intramolecular trenzada (TICT).

ii1) Transferencia de energia (TDE): incluye la transferencia de energia electronica

(EET) y la transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET).
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iv) Formacién de excimero: un excimero se define como un complejo formado por la
interaccion de un fluoréforo en el estado excitado con un fluoréforo de la misma estructura
en el estado fundamental. Del mismo modo, si el fluor6foro en el estado excitado es
diferente del fluor6foro en el estado fundamental, el complejo resultante se denomina
exciplex. El espectro de emision de un excimero/exciplex se desplaza hacia el rojo en
comparacion con el del mondémero, y a menudo se observa simultineamente una emision

doble del monémero y del excimero/exciplex™.

/
Transferencia electrénica (TE) — PET

ICT
PCT
MLCT
Mecanismos de actuacién < TICT

Transferencia de carga (TC) —3»

EET

. ,
Transferencia de energia (TDE) —>» ERET

Formacion de excimero

-

Esquema III.1. Mecanismos de actuacion de sensores fluorescentes.

En todos estos casos, el primer paso requerido es la absorcion de un fotén para alterar
la distribucién de carga dentro del croméforo: mantener, amplificar o, en circunstancias
menos favorables, destruir el potencial quimico resultante depende de la dindmica que
puede ocurrir dentro del croméforo inmediatamente después del evento de absorciéon”.

La transferencia electronica fotoinducida (PET) esta implicada en muchas reacciones
fotoquimicas organicas y suele ser la responsable del amortiguamiento de la fluorescencia
en complejos metalicos con ligandos organicos. Para que ocurra la transferencia de un
electron de una entidad molecular a otra, o entre dos partes localizadas de una misma
molécula, se requiere de la existencia de dos componentes, una entidad molecular o una
parte de una misma molécula de la cual procede el electron, llamada dador (D), y otra
entidad molecular o parte de una misma molécula, la cual es receptora del electrdn,
llamada aceptor (A). Este método permite el disefio de sensores luminiscentes “off-on”, y
ademas es lo suficientemente flexible como para permitir la construccion de sensores “on-
off” donde la entrada del invitado desconecta o disminuye la luminiscencia, que es la

intensidad de fluorescencia®®*'3,
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Si el amortiguador es una especie rica en electrones (D) presenta entonces una
tendencia reductora y transferird un electrén desde su HOMO a un orbital HOMO semi-
ocupado del fluoréforo excitado (A), formandose la especie A'D*. A continuacién tendra
lugar una retrodonacion electronica del LUMO del fluoréforo hacia el HOMO de la
especie D*, semiocupado ahora, llegando asi ambas partes a su estado fundamental, segin

se presenta en la Esquema II1.2.

A* + D —» A"+ Dt

E — LUMO E — LUMO
LMo - Mo
o % HOMO 1 Homo
HOMO Jﬁ HOMO %
Fluoréforo Amortiguador rico Fluoroforo Amortiguador
excitado en electrones reducido oxidado

Esquema IIL2. Esquema del orbital que ilustra el amortiguamiento de un fluor6foro
fotoexcitado (A*) por un amortiguador reductor (D), por un proceso de transferencia
electronica (PET) de D a A*. El par i6nico que se forma (A*, D*) se recombina por un
proceso de retro-donacion electrénica no radiativa. Asi la emision natural de A* queda
amortiguada.

También puede ocurrir que el amortiguador presente un comportamiento oxidante
siendo asf la especie aceptora de electrones. Dispondra de un orbital vacio o semiocupado
de energia adecuada para que se transfiera un electrén del orbital del fluoréforo excitado
(D*). El centro amortiguador permite desactivar la energia fotonica a través de una via no
radiativa, que genera el estado de transicion D*A", segin se muestra en el Esquema III.3.
Mediante el proceso de retrodonacion el sistema vuelve al estado fundamental
amortiguando asi la fluorescencia natural.

En los sensores basados en transferencia de carga intramolecular (ICT), la
transferencia de carga intramolecular es un proceso de transferencia de electrones que se
produce tras la fotoexcitacion en moléculas que normalmente son sistemas conjugados m
que presentan un donador de electrones y un aceptor de electrones conectados a través de
un puente conjugado m. Este mecanismo da como resultado una caracteristica ratiométrica
que permiten sefiales de relacion aumentando asi el rango dindmico y proporcionando una

correccién incorporada para las interferencias ambientales***°.
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D* + A ——®» A" + DV

E LUMO —k N E LUMO —

—  LUMO Jr LUMO

HOMO 4— % HOMO HOMO 4— % HOMO

Fluordforo Amortiguador pobre Fluoréforo Amortiguador
excitado en electrones oxidado reducido

Esquema IIL3. Esquema del orbital que ilustra el amortiguamiento de un fluor6foro
fotoexcitado (D*) por un amortiguador en un proceso de transferencia electronica (PET)
de D* a A. En este caso el amortiguador tiene tendencia a reducirse. La retro-donaciéon
electronica no radiativa hace que la fluorescencia quede amortiguada.

En la transferencia de carga fotoinducida (PCT), un fluoréforo que contiene un grupo
donador de electrones conjugado con un grupo atractor de electrones se somete a
transferencia de carga intramolecular desde el donante al aceptor al ser excitado por la luz.
El catién acomplejado afecta asi la eficiencia de la transferencia de carga intramolecular,
ya que reduce el cardcter donador y esto provoca una desestabilizacion del momento
dipolar en el estado excitado (cambio de Stokes que depende del microambiente del
fluoréforo). Debido a la reduccién resultante de la conjugacién, se espera un
desplazamiento hacia el azul del espectro de absorcién junto con una disminucién del
coeficiente de absorcién molar. Por el contrario, un catién que interactia con el grupo
aceptor aumenta el cardcter atractor de electrones de este grupo estabilizando el estado
excitado. El espectro de absorcion se desplaza al rojo y se aumenta el coeficiente de

absortividad molar*®.

IIL.5. Sensores cromogénicos

Un croméforo es un grupo de dtomos responsables de la absorcion en las regiones
ultravioleta o visible. De forma general, los sistemas con electrones m, son cromoéforos en
las regiones UV-Vis y los sistemas con electrones ¢, son cromoforos en la region del UV
lejano.

Las radiaciones ultravioleta y visible tienen en comiin que la absorcion en ambas
regiones provoca la excitacion de electrones a niveles de energia superiores. Para excitar a

los electrones fuertemente unidos se requiere, en general, fotones energéticos de longitud
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de onda corta, mientras que los electrones unidos ldbilmente, es decir electrones

deslocalizados, que pueden excitarse con radiaciéon de longitud de onda mas larga.
Experimentalmente, la eficiencia de absorcion de luz a una longitud de onda A por

parte del medio absorbente se caracteriza por la absorbancia (A) (Ecuacién I11.4) o por la

transmitancia (T) (Ecuacién IIL.5).

0
AQD) = log% = —logT (1) (Ecuacién I11.4)
T(1) = j—§ (Ecuacién IIL.5)

Donde I y I, corresponden a la intensidad de luz del haz inicial y luego de la
absorcidn respectivamente.
En muchos casos, la absorbancia de las muestras sigue la Ley de Lambert-Beer

(Ecuacion I11.6):
0
AA) = log% =ep-l.c (Ecuacion 111.6)

En donde gp) es el coeficiente de absorcion molar (L . mol' . cm™), c es Ia
concentracién de la especie absorbente (mol . L), y I la longitud de la trayectoria de
absorcién (cm).

El incumplimiento de la dependencia lineal de la absorbancia con la concentracion, de
acuerdo con la Ley Beer-Lambert, puede deberse a la formacién de agregados a altas

concentraciones o a la presencia de otras especies absorbentes™.

II1.6. Antioxidantes

Algunos ligandos simples provenientes de las moléculas plataforma que fueron
sintetizados en esta tesis presentan propiedades antioxidantes. Por tales motivos, a
continuacion se describen los conceptos mds relevantes en relacion a este tema.

Se conoce que el cuerpo humano tiene un sistema complejo de defensas antioxidantes
enzimdticas y no enzimadticas naturales que contrarrestan los efectos nocivos de los
radicales libres y otros oxidantes. A estas sustancias que componen el sistema de defensa
se les conoce como antioxidantes (AO) y se definen como moléculas que previenen la
formacion en forma descontrolada de radicales libres (RL) o inhiben sus reacciones con
estructuras biolégicas®’.

La funcién de los AO es interceptar y reaccionar con los radicales libres a un ritmo

mas rapido que el sustrato. La via de oxidacion en las que los antioxidantes pueden
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desempefiar un papel preventivo se ilustra en el Esquema III.4, en donde la transferencia
del d4tomo de H, se cumple para el caso de la peroxidacién de ésteres grasos, aceites y
grasas. En la etapa de iniciacion (1) el radical lipidico, Re se forma a partir del lipido (RH),
usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por trazas de metales. El
radical lipidico (Re) formado reacciona rapidamente con oxigeno (2) para dar un radical
peroxilo (ROQOe), el cual ataca otra molécula de lipido (RH) y sustrae un atomo de
hidrégeno para formar un hidroperéxido lipidico (ROOH), y un nuevo radical lipidico, que
inicia de nuevo la secuencia de propagacién (3). El ciclo de propagacion es interrumpido
por las reacciones de terminacién (4-6)*-°,

Una vez que se ha generado un radical libre R, entonces las reacciones 2 y 3 forman
una reaccion en cadena. A medida que la cadena pasa por (2) y (3), muchas moléculas de
lipidos (RH) se convierten en hidroperéxido de lipidos (ROOH), dando como resultado la

oxidacién y la rancidez de las grasas®'.

RH —»> R (1) Iniciacion
R+ o, ——m ROZI (2) Propagacion

ROZ. + RH — ROOH + R (3) Propagacion

R + ROOO —— ROOR (4) Terminacion

. . —> ROOR + O, (5)Terminacion
ROO + ROO

R + R —> RR (6) Terminacion

Esquema. II1.4. Ciclo de actuacién de los AO.

Los AO ofrecen resistencia contra el estrés oxidativo al atrapar los radicales libres,
inhibiendo la peroxidacion de ésteres grasos, aceites, grasas, previniendo asi la progresion
de enfermedades’?.

Los AO sintéticos de mayor uso en la industria de alimentos y farmacéutica son, el
butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT), los cuales presentan efectos
secundarios como el aumento del colesterol, hepatomegalia e induccion de cédncer en
células de ratas*®>2 Estos hallazgos, junto al gran interés del consumidor en el uso de
aditivos inocuos para la salud, ha potenciado el uso de compuestos naturales de baja

toxicidad en la industria de alimentos. Ademds, muchos compuestos naturales como mono
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y polifenoles con actividad antioxidante, tienen la capacidad de proteger células,
membranas y organismos sometidos al estrés oxidativo que pueden causar envejecimiento,

enfermedades degenerativas y cancer, entre otras*s.

I11.6.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una alteracion que se produce debido a un desequilibrio entre la
generacion de radicales libres y la actividad antioxidante (AAQO) del organismo, lo que
puede provocar dafio™**. La presencia de dafio es producto de un aumento de los RL o una
disminucion de los AO. El estrés oxidativo también se describe como el resultado de una
deficiencia de sustancias protectoras naturales o de una excesiva exposicion a agentes
generadores de RL. En otras palabras, dicho estrés se desencadena cuando los prooxidantes

exceden la capacidad AO de un organismo>>.

I11.6.2. Radicales Libres

Un radical libre se define como cualquier especie quimica que posea un electron
desapareado™®. Esta especie es altamente reactiva, de corta vida y son electrofilicos®’. Son
ejemplo de ello, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales superéxido (O2’),
peroxilo (ROQO), alcoxilo (RO), hidroxilo (HO"), 6xido nitrico (NO-), siendo los RL
alcoxilo e hidroxilo mds reactivos que el resto.

Las ROS tienen diferentes roles in vivo. Por un lado, estan relacionados con la
produccion de energia, fagocitosis, regulacion del crecimiento de la célula, sefializacion
intercelular, y con la sintesis bioldgica de importantes compuestos. Sin embargo, también
pueden ser muy perjudiciales, ya que atacan los lipidos de las membranas celulares,
proteinas en tejidos o enzimas, carbohidratos y el ADN. Este dafio oxidativo provoca
envejecimiento y enfermedades degenerativas. Los seres humanos tenemos sistemas
antioxidantes protectores de radicales libres. Sin embargo, a pesar de estos sistemas de
defensa, algunas ROS logran escapar y causar dafio.

Debido a la eficiencia incompleta de nuestro sistema de defensa endégeno y a la
existencia de situaciones fisiopatolégicas (humo de cigarrillo, aire contaminado, radiacion
UV, dieta con elevados dcidos grasos poliinsaturados, inflamacion, etc.) en donde las ROS
son producidas en exceso, es necesario incorporar antioxidantes en la dieta para disminuir
los efectos acumulativos del dafio oxidativo®.

Un RL se puede originar por distintos mecanismos:
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— Por la divisién homolitica de un enlace covalente de una molécula, donde cada
fragmento retiene uno de los electrones que estaban apareados.

— Por la pérdida de un electrén de una molécula.

— Por la adicién de un electrén a una molécula’’>°.

II1.7. Conclusion

En este capitulo se definieron los conceptos relacionados a los ligandos quimicos que
fueron sintetizados en estas tesis, los cuales fueron sintetizados con la posibilidad de actuar
como sensores quimicos y antioxidantes. Se explicaron ademds algunos conceptos
fundamentales de los sensores fluorescentes y cromogénicos, ya que estas propiedades

serdn analizadas en los capitulos siguientes.
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IV.1. Introduccion

Los compuestos bifenilicos consisten en dos anillos aromdticos unidos mediante un
enlace covalente. Dichos compuestos interesan por dos razones: a) estin compuestos por
dos anillos aromaticos acoplados por un solo enlace carbono-carbono, de manera que sus
niveles de energia y comportamiento dindmico pueden ser pensados en términos de
interacciones'; b) la estructura y dinimica conformacional da una idea del comportamiento
de moléculas no rigidas.

Los sistemas bifenilicos son importantes intermediarios de sintesis orgdnica y
constituyen la estructura base de un amplio rango de compuestos con aplicaciones en la
industria quimica®. En especial, en esta tesis se estudié su aplicacién en la sintesis de
moléculas activas, con propiedades antioxidantes y sensoras de cationes metdlicos de
interés medioambiental.

Como antioxidantes, dichos sistemas bifenilicos sustituidos presentan la capacidad de
eliminar el per6xido de hidrégeno, el 6xido nitrico y pueden inhibir la peroxidacion
lipidica®.

Teniendo en cuenta sus propiedades sensoras, el espectro de fluorescencia de bifenilos
en solucién es estructurado, mientras que el espectro de absorcién es amplio y
desestructurado. Estas formas son caracteristicas de un croméforo que en el estado
fundamental tiene estructura no planar, mientras que en el primer estado excitado singulete
su estructura es mds plana y lineal. De un estudio del espectro de fosforescencia del
bifenilo y de los estudios de acomplejamiento, Wagner concluyé que el bifenilo es planar
en el estado triplete. También es necesario considerar que los sustituyentes cambiardn la
conformacién de cualquiera de los estados y por lo tanto alterardn sus caracteristicas’. Es
por esto, que el uso de estructuras tipo bifenilo en la sintesis de sensores quimicos es
interesante por sus caracteristicas de cambios en el angulo diedro que se forma entre los
dos ciclos en presencia de acomplejamiento. Estas caracteristicas conformacionales
permiten que durante el proceso de complejacion entre el ligando y el i6n se modifique el
dngulo diedro y con ello sus propiedades quimicas®®. La naturaleza de la interaccién
metal-ligando (M-L) es bastante fuerte y posee un caricter direccional. Asi, estos ligandos,
se pueden usar como receptores para el reconocimiento de sustratos que presentan

tendencias de coordinacién'®.
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IV.2. Sintesis de las moléculas activas

Teniendo en cuenta lo descripto en la introduccién, a continuacién se presentan las
rutas de sintesis de las moléculas activas (MA). Definiendo como MA a todos los
productos sintetizados. Aquellas MA que presenten actividad como antioxidantes o como
sensores quimicos se denominardn ligandos quimicos.

Las moléculas activas fueron sintetizadas a partir de las moléculas plataforma
vainillina, eugenol y cinamaldehido. A dichas moléculas se les evalu su capacidad como
antioxidantes (AQO). Mientras que las propiedades quimiosensoras fueron evaluadas para
las hidrazonas y semicarbazonas obtenidas a partir de la molécula plataforma de vainillina.

A continuacion se describen las sintesis de las MA.

IV.2.1. Sintesis de 5, 5’-bis-vainillina (BVA)

La 5,5’-bis-vainillina [6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-dicarbaldehido]
fue sintetizada por acoplamiento radicalario oxidativo de la vainillina, Esquema IV.1.
Dicha reaccion se realizé mediante el agregado de sulfato ferroso (FeSOs) y persulfato de
potasio (K2S20s) a una solucién de vainillina'!. El dimero BVA posee su unién en las

posiciones orto respecto a los grupos hidroxilo fendlicos de las moléculas de vainillina (V).

OH OH
H,CO FeSO4/K28208 H,CO O O OCHjy
HO
H™ "0 H” S0 H™ 0
vainillina bis-vainillina

Esquema IV.1. Sintesis de la 5,5’-bis-vainillina.

IV.2.1.1. Descripcion de la sintesis de BVA

La preparacién de bis-vainillina!? se llevé a cabo en un balén conteniendo 100 mL de
agua destilada. Al mismo se le agregd bajo agitacion, 30,37 mmol de vainillina y 0,46
mmol de sulfato ferroso, observando una coloracion violdcea. Luego de mantener el
sistema bajo agitacion durante 15 min, se le adicion6 5,85 mmol de persulfato de potasio
observandose una coloracién verdosa. La mezcla de reacciéon se mantuvo bajo agitacion a
70 °C durante 5 dias, y con el trascurso del tiempo se formé un precipitado marrén. El
progreso de la reaccion fue monitoreado por TLC usando metanol como fase movil. El

producto obtenido luego de los 5 dias, se filtré y se secé en estufa a baja temperatura (T <

40 °C).
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IV.2.2. Sintesis de 5, 5’-bis-eugenol (BEG)

La molécula de eugenol posee un grupo hidroxilo fendlico que posibilita la sintesis
sencilla de 5,5’-bis-eugenol [5,5’-dialil-3,3’-dimetoxi-(1,1’-difenil)-2,2’-diol] por medio
de una reaccion de acoplamiento oxidativo. Entre los agentes mds empleados, para dicha
reaccion, se destacan los compuestos de hierro, como el tricloruro de hierro (FeCls) o
KsFe(CN)g.

El ferricianuro/ferrocianuro es un sistema tnico debido a que su potencial redox no se
ve afectado por cambios en el pH. Excepto en soluciones dcidas fuertes, su capacidad
oxidante es algo superior en medios alcalinos que en medios 4cidos. La especie compleja
ferricianuro actiia abstrayendo electrones, en un proceso similar a aquello que sucede en la

cadena citocromica de los sistemas biolégicos, segin la Ecuacion IV.1:
[Fe(CN)s]* + e — [Fe(CN)g]* (Ecuacién IV.1)

En cuanto al eugenol, el radical obtenido en el proceso sufre un acoplamiento

radicalario para generar el correspondiente dimero, segin el Esquema I'V.2:

OH o o) o)

OH OH
KsFe(CN)g . H3CO O O OCHj;
—_— - - R
-H

H,CO

Esquema IV.2. Acoplamiento radicalario del eugenol.

IV.2.2.1. Descripcion de la sintesis de BEG

La sintesis del 5,5-bis-eugenol, se realizé siguiendo la técnica de Farias Dias'®, segtin
Esquema IV.3. Para ello, se disolvié eugenol (18 mmol) en 60 mL de acetona y 30 mL de
agua destilada. Se agregd 40 mL de hidroxido de amonio al 28 %, agitando la mezcla
durante 10 min hasta desarrollo de color verde. A esta mezcla se le agregd gota a gota,
durante 5 h, una solucion saturada de ferricianuro de potasio. Transcurrido este tiempo, se
le agregé 40 mL de hidroxido de amonio al 28 %, se dej6 la reaccion a reflujo durante 12 h
a temperatura ambiente y con agitacion. La reaccion se neutralizé con 4cido clorhidrico al
10 %. El s6lido obtenido se filtro, se lavé con agua destilada y se secd. Se realizé una

recristalizacion con etanol absoluto para purificar el producto.
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OH 1.Me,CO, H,0, NH,OH oH
MeO 2. K3Fe(CN)6

OH
MeO OMe
3. NH,OH O O

4. Agitacién, 12 h
| |

| 5. HCl diluido
eugenol 5,5'-bis-eugenol

Esquema IV.3. Sintesis del 5,5’-bis-eugenol.

IV.2.3. Reacciones de condensacion con compuestos nitrogenados

Las reacciones de condensacién con compuestos nitrogenados dan como productos
hidrazonas y semicarbazonas. Estos compuestos son utilizados en el desarrollo de sensores
quimicos fotométricas y fluorimétricas de iones metdlicos y lantdnidos, debido a su
capacidad para coordinar iones de metales de transicién y formar complejos altamente
coloreados'* 16,
Las hidrazonas se pueden formar facilmente por la condensacion entre una hidracina y

una cetona o aldehido'’, Esquema IV 4. Esta reaccidon dard un producto cristalino, el cual

precipita facilitando asi la etapa de purificacion posterior.

O R
1 N. ,R3
+  NH,NH-R; ————» j// N
R/ "R, H
Ry
cetonas o aldehidos hidrazinas hidrazonas

Esquema IV .4. Sintesis de hidrazonas por condensacion entre hidrazinas y
aldehidos/cetonas.

Por su parte, las semicarbazonas se obtienen por condensacion de una semicarbazida
con aldehidos o cetonas (Esquema IV.5). La capacidad de coordinacion se le atribuye a la

extension de la deslocalizacidon de la densidad de electrones sobre la cadena de

semicarbazona'®.

)k HoN H H R i
+ 2 ~ —  a - — )]\ N R
R” H R NN SN
0 OH H
aldehido semicarbazida semicarbazona

Esquema IV.S. Condensacion de semicarbazidas con aldehidos para formar
semicarbazonas.
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Las reacciones de condensacion planteadas implican, en una primera etapa, el ataque
nucleofilico del compuesto nitrogenado al grupo carbonilo. El medio tiene que ser
ligeramente acido para asegurar la protonacion del oxigeno carbonilico, pero debe ser
controlado de manera de evitar la protonacién de los nitrégenos aminicos. En una segunda

etapa, se produce la eliminacion de agua.

1V.2.3.1. Sintesis de nicotino hidrazona del cinamaldehido (HCH)
La nicotino hidrazona de cinamaldehido, {(E)-N'-[(E)-3-penilalilideno]nicotino
hidrazida}, fue sintetizada por condensacion de la nicotino hidrazida con cinamaldehido,

seglin el esquema presentado en la Esquema IV.6.

O N H /N|
X
NN MeOH . X _N N
H o+ HZNHNw — N
3 dias o]
0]

cinamaldehido nicotino hidrazida nicotino hidrazona derivada del
cinamaldehido

IV.2.3.1.1. Descripcion de la sintesis de HCH

La preparacion de HCH se llevd a cabo a temperatura ambiente en un balén
conteniendo 50 mL de metanol, donde se agregd bajo agitacién, 2,0 mmol de
cinamaldehido y 2,0 mmol de nicotino hidrazida. Luego de mantener el sistema bajo
agitacion durante 3 dias, se observé la formacién de un precipitado rojizo. El producto

obtenido, se filtrd y se secé en estufa a 40 °C.
IV.2.4. Sintesis de las hidrazonas y semicarbazonas de BVA

La sintesis de las MA a partir

de la BVA para ser utilizadas como on o

OH OH
0} o}
- . ~° °~ R 7 >
sensores quimicCos, SE realizaron R NH,
—_—

por condensacion de hidrazinas y NaAc, MeOH N
. . . H Yo 07 H NN
semicarbazidas segin se muestra o NHHNL

en el Esquema IV.7.

Esquema IV.7. Reaccion de obtencion de las MA
derivados de la bis-vainillina.
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Las hidrazinas y semicarbazidas utilizadas son las detalladas en la Esquema I'V.8:

N
N ’
| X S \ H,NHN \ﬂ/ NH,
H,NHN _ HoNHN— Na
N (0]
o) NHNH,
.. . . . . . . .. . hidrazina
nicotinohidrazida 2-hidrazina benzotiazol 1-hidrazinilftalazina .
carboxamida
N
NH H,NHN H,NHN _
J\ H,NHN
H,N~ > NHNH, ON 5

hidrazina carboximidamida 2-nitrofenil hidrazina hidrazida isonicotinica fenilhidrazina

Esquema IV.8. Hidrazinas y semicarbazidas empleadas en las sintesis de los
receptores.

En la pagina siguiente se esquematiza la reaccion de condensacién correspondiente

entre la bis-vainillina y cada una de las hidrazinas y semicarbazidas (Esquema IV.9).

IV.2.4.1. Descripcion de la sintesis de las hidrazonas y semicarbazonas de BVA

La sintesis de las MA derivadas de la BVA se realiz6 colocando una pequeiia cantidad
de etanol absoluto en un erlenmeyer, de manera de que solubilice 0,66 mmol de BVA
(Solucién 1). En un balén se coloc6 10 mL de agua destilada, luego se adiciond en el
siguiente orden 1,32 mmol de la correspondiente hidrazina o semicarbazida y 22,55 mmol
de acetato de sodio (Solucion 2). Se agregd la solucion 1 a la 2 bajo agitacion. Este sistema
se mantuvo a reflujo en un bafio de glicerina durante 4 dias. Los compuestos formados
fueron sélidos de variados colores, los cuales fueron filtrados al vacio y purificados por
recristalizacion. El seguimiento de las reacciones se realiz6 por TLC usando metanol como
fase movil. Una vez obtenidos y purificados los solidos, se llevaron a estufa a temperatura

moderada (< 35°C). Luego se secaron en pistola de secado.

IV.3. Caracterizacion de las moléculas activas sintetizadas

Las moléculas activas fueron caracterizadas por diferentes técnicas. En especial se
determind para cada compuesto sintetizado: el punto de fusion; evaluacion de los grupos
funcionales y composicion quimica por FTIR y RMN, respectivamente.

Los datos obtenidos de la caracterizacion de los compuestos se detallan en las Tablas

IV.lalV.1l.
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CAPITULO 1V

OH OH

o

H"0 O H
BVA

+ N
HNHN AL
o)
+ S
H2NHN—<\N]© —
+ N’
N
NHNH,
* H2NHN\H/NH2
o)
NH
.
HoN~ NHNH,
+ HoNHN
O,N
+ | SN
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Tabla IV.1. Caracterizacion de la 5,5’-bis-vainillina

Compuesto: 5,5’-bis-vainillina
[6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-dicarbaldehido]
OH OH
H,CO O O OCH,
H OH (@]

Rendimiento 88%
PF 300 °C
Solubilidad Soluble en DMSO; poco soluble en EtOH,

MeOH, ACN, AcOEt, EtOEt
IR (KBr) V,,4, (cm™) 3264,2 (OH), 1674,2 (C=0), 1587,4 (C=Car)
TH RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 9,71 (s, 2H, CHO); 7,36 (d, 2H, Car-H); 7,32
d(ppm) (d, 2H, Ca-H); 5,21 (s, 2H, Ca-OH); 3,83 (s,

6H, OCH3)
1C RMN (DMSO-de, 300 MHz) | 192 (CHO); 158 (C1); 150 (C2); 110 (C3); 128
S(ppm) (C4); 125 (C5); 129 (C6); 56 (CH3)

Tabla IV.2. Caracterizacion del 5,5’-bis-eugenol

Compuesto: 5,5’-bis-eugenol
5,5'-dialil-3,3'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-2,2'-diol

OH OH
el
| |
Rendimiento 95%
PF 110 °C
Solubilidad Soluble en DMSO; poco soluble en EtOH,
MeOH, ACN, AcOEt, EtOEt

IR (KBr) V4, (cm™) 3530 (OH); 2885 (=CH); 2880 (-CH>-); 2850 (-

OCH3); 1665 (C=C); 1620 (C=Car); 1470
(C=Car); 1370 (C=Car)

'H RMN (Acetona-d6, 300 | 6,82 (s, 2H, Ca-H); 6,72 (s, 2H, Ca-H); 6,01
MHz) 6(ppm) (m, 2H, HC=C); 5,34 (s, 2H, Ca-OH ); 5,11 (d,
2H, HC=C); 5,02 (d, 2H, HC=C); 3,87 (s, 6H,
CHas); 3,35 (d, 4H, CH>»)

IC RMN (DMSO-ds, 300 | 150,3 (C1); 140 (C2); 110 (C3); 132 (C4); 125
MHz) &(ppm) (C5); 128 (C6); 56 (OCHs3); 40 (CH»); 136
(HC=C); 116 (HC=C)
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Tabla I'V.3. Caracterizacion de MA1

Compuesto: MA1
Nicotinohidrazida doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
(N',N'""E,N',N'""E)-N',N'""-{[6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-
diilo]bis (metanililideno) }di(nicotino hidrazida)

| H “/@
HO 0
HO O 0
! H =
Rendimiento 88%
PF 280 °C
Solubilidad Soluble en DMSO

Poco soluble en EtOH, MeOH, AcOEt
'"H RMN (DMSO-d6, 300 | 12,00 (s, 2H, NH); 9,01 (s, 2H,Ca-H): 8,72 (d, 2H, Ca-H);

MHz) &(ppm) 8,31 (s, 2H, HC=N); 8,22 (d, 2H, Ca-H); 7,55 (dd, 4H, Car
H); 7,39 (s, 2H, Ca-H): 7,10 (s, 2H, Ca-H); 3,90 (s, 6H,
OCH3).

BC RMN (DMSO-dg, 125 | 162 (C=0); 152 (C-4’); 150 (C-2), 149 (HC=N); 148 (C-

MHz) &(ppm) 5%); 146 (C-4); 135 (C-27); 130 (C-5); 126 (C-1°); 125 (C-
6); 124 (C-1); 123 (C-3"); 108 (C-3); 56 (OCH3); 150 (C1).

HRMS m/z Calculado para Cx»HuNeOe 540,1757; hallando (M+1):
541,1863

Tabla IV.4. Caracterizacion de MA2

Compuesto: MA2
Benzotiazol hidrazona doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
5,5'-bis(E)-[2-(benzo[d]tiazol-2-il)hidrazonometil]-3,3'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-2,2'-

diol
s N |
e
N OH
l\\)l\ N OH
S H S (IJ
Rendimiento 81%
PF 280 °C
Solubilidad Soluble en DMSO

Poco soluble en EtOH, AcOEt

'"H RMN (DMSO-d6, | 12,10 (s, 2H, NH); 9,00 (s, 2H, OH); 8,08 (s, 2H, HC=N); 8,11
300 MHz) 6(ppm) (m, 2H, Ca-H); 8,00 (m, 2H, Ca-H); 7,55 (dd, 4H, Ca-H); 7,39
(s, 2H, Ca-H); 7,10 (s, 2H, Ca-H); 3,93 (s, 6H, OCH3)

'C RMN (DMSO-ds, | 167 (C-1°); 150 (C-3); 148 (C-4); 146 (HC=N); 127 (C-2’ y C-

300 MHz) d(ppm) 7°); 126 (C-1); 125 (C-5); 123 (C-3’ and C-6"); 122 (C-6); 121
(C-27); 109 (C-2); 56 (OCH3)

HRMS m/z Calculado para C3oH2NsO4S> 596,1300; hallando (M+1):
597,1379
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Tabla I'V.5. Caracterizacion de MA3

Compuesto: MA3
Hidralazona doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
3,3'-dimetoxi-5,5'-bis[ (E)-(2-(ftalazina-1-il)hidrazonometil]-(1,1'-bifenil)-2,2'-diol

Rendimiento 90%
PF 285 °C
Solubilidad Soluble en DMSO
Poco soluble en AcOEt
IR (KBr) Vg, (cm™) 3420 (0O-H); 1678 (C=N); 1615 (C=C); 1595

(C=Cap); 1570 (C=Cay)

"H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 8,77 (s, 2H, Ca-H); 8,23 (s, 2H, HC=N); 7,95 (m,
d(ppm) 4H, Ca-H); 7,88 (m, 4H, Ca-H); 7,47 (s, 2H, Ca-H);
7,58 (s, 2H, Ca-H); 4,03 (s, 2H, NH); 3,41 (s, 6H,
OCH;)

Tabla IV.6. Caracterizacion de MA4

Compuesto: MA4
Semicarbazida doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
(2E,2'E)-2,2'-{[6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-
diilo]bis (metanililideno) }bis (hidrazina carboxamida)
|

H
H2N\“,N N7 O O
OH

o)
HN NN 0

Rendimiento 97%
PF 290 °C
Solubilidad Soluble en DMSO

Poco soluble en CCl;H,, AcOEt

Insoluble en EtOH, MeOH, CCI;H

IR (KBr) Vg (cm™) 3499,8 y 3391,2 (NH; amida); 1673, (C=0O amida);
1585,3 (C=Ca,)

'"H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 10,00 (s, 2H, NH); 8,74 (s, 2H, OH):; 7,76 (s, 2H,
d(ppm) HC=N); 7,39 (s, 2H, Ca-H); 6,97 (s, 2H, Ca-H);
6,45 (s, 4H, NH,); 3,89 (s, 6H, OCH3)

IC RMN (DMSO-ds, 300 MHz) | 161 (C=0); 154 (HC=N); 151 (C-3); 144 (C-4); 125
S(ppm) (C-6); 124 (C-1); 121 (C-5); 114 (C-2); 56 (OCHs)
HRMS m/z Calculado para CigH20N¢Os 416,1444; hallando
M+1):417,1732
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Tabla IV.7. Caracterizacion de MA5

Compuesto: MAS
Aminoguanidina doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
(2E,2'E)-2,2'-{[6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-
diilo]bis (metanililideno) }bis (hidrazina carboximidamida)
|

H
HoN N~ O o)
NH

3
NH
HZNJLH NS > 0
Rendimiento 93%
PF 290 °C
Solubilidad Soluble en DMSO

Poco soluble en MeOH, AcOEt

"H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 11,93 (s, 4H, NH>); 9,00 (s, 2H, NH); 8,08 (s, 2H,
d(ppm) HC=N); 7,51 (s, 2H, Ca-H); 7,19 (s, 2H, Ca-H);
3,91 (s, 6H, OCHs)

IC RMN (DMSO-ds, 300 MHz) | 156 (C=NH); 149 (HC=N); 148 (C-3); 147 (C-4):

d(ppm) 126 (C-5); 125 (C-6); 124 (C-1); 114 (C-2); 57
(OCH3)
HRMS m/z Calculado para CisH2NsOs 414,1764; hallando:

(M+1): 415,1836

Tabla IV.8. Caracterizacion de MA6

Compuesto: MA6
o-nitrofenil hidrazona doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
3,3'-dimetoxi-5,5'-bis{(E)-[2-(2-nitrofenil)hidrazono Jmetil }-(1,1'-bifenil)-2,2'-diol
NOy |
M
8
DN
NOH !
Rendimiento 85%
PF 278 °C
Solubilidad Soluble en DMSO
Poco soluble en EtOH, MeOH, AcOEt, ACN,
CCIH
IR (KBr) V5,4, (cm™) 1601 (C=Ca,); 1540 y 1470 (-NOy)
'H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 11,5 (s, 2H, NH); 8,54 (d, 2H, Ca-H); 8,00 (m, 2H,
d(ppm) Car-H); 7,95 (m, 2H, Ca-H); 7,73 (d, 2H, Ca-H);
7,45 (s, 4H, Ca-H); 3,85 (s, 6H, OCHs); 9,00 (s,
2H, NH); 8,08 (s, 2H, HC=N); 7,51 (s, 2H, Ca-H);
7,19 (s, 2H, Ca-H); 3,91 (s, 6H, OCH3)
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Tabla IV.9. Caracterizacion de MA7

Compuesto: MA7
Isoniazida doble derivada de la 5,5’-bis-vainillina
(N',N'""E,N',N'""E)-N',N'""-{[6,6'-dihidroxi5,5'-dimetoxi-(1,1'-bifenil)-3,3'-
diilo]bis(metanililideno) }di(hidrazida isonicotinica)
O 8
X N 2
o > OH
0 O OH
./j)( NNs 0
N/ H !
Rendimiento 85%
PF 280 °C
Solubilidad Soluble en DMSO
Poco soluble en AcOEt
IR (KBr) V0, (cm™) 3210 (O-H); 1652 (C=N, C=0); 1594 (C=C): 1550
(C=CAr)
'"H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 8,77 (d, 4H, Ca-H); 8,31 (s, 2H, HC=N); 7,86 (d,
d(ppm) 4H, Ca-H); 7,73 (s, 2H, Ca-H); 7,36 (s, 2H, Car-
H); 7,9 (s, 2H, NH); 5,66 (s, 2H, OH); 3,84 (s, 6H,
OCH53)
BC RMN (DMSO-ds, 300 MHz) | 162,1 (C=0); 151 (C3°,5’); 150 (HC=N); 148 (C3);
S(ppm) 146 (C4); 141 (Cl1); 125 (C6); 124,5 (C5); 124
(Cl1); 122 (C2’, 6”); 108 (C2); 56 (OCH3)

Tabla IV.10. Caracterizacion de MAS

Compuesto: MAS
Fenilhidrazona doble derivada de la 5,5-bis-vainillina
3,3'-dimetoxi-5,5'-bis[(E)-(2-fenilhidrazono)metil]-(1,1'-bifenil)-2,2'-diol

H |
@N“/ o
OH
LW O
N Ns o
H [

Rendimiento 70%

PF 185 °C

Solubilidad Soluble en DMSO, AcOEt, ACN, CCI2H2
Poco soluble en EtOH, MeOH

IR (KBr) V5,4, (cm™) 1675 (C=N); 1259 (N-H), 1600 (C=C aromatico)

'H RMN (DMSO-d6, 300 MHz) | 8,88 (s, 2H, NH); 7,90 (s, 2H, HC=N); 7,65 (d, 4H,

d(ppm) Car-H); 7,52 (s, 2H, Ca-H); 7,29 (t, 4H, Ca-H);
7,13 (s, 2H, Ca-H); 7,01 (t, 2H, Ca-H); 3,95 (s,
6H, OCHs)

BC RMN (DMSO-ds, 300 MHz) | 148 (HC=N); 146 (C-3), 142 (C-4); 139 (C-4); 129

S(ppm) (C-37); 126 (C-6); 125 (C-1°); 124 (C-5); 123 (C-
1); 120 (C-2"); 109 (C-2); 57 (OCH3)

HRMS m/z Calculado para CysHxsN4Os 482,1954; hallando
(M+1): 483,2013
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Tabla IV.11. Caracterizacion de HCH

Compuesto HCH: Nicotino hidrazona derivada de cinamaldehido
(E)-N'-[(E)-3-penilalilideno)nicotino hidrazida

N
§ |
©/\/\NHN _
@)
Rendimiento 75%
PF 290 °C
Solubilidad Soluble en DMSO; poco soluble en EtOH,

MeOH, ACN, AcOEt, EtOEt

'H RMN (DMSO-d6, 300 | 8,99 (s, H, C-Ha/); 8,68 (m, H, C-Ha); 8,20 (m,
MHz) 6(ppm) H, C-Har); 7,57 (m, H, C-Har); 7,56 (m, H, C-
Har); 7, 48 (m, H, C-Har); 7,38 (m, H, C-Ha,);
7,30 (m, H, C-Har); 7,20 (d, H, HC=C); 6,98 (s,
H, NH); 6,83 (d, H, HC=C)

HRMS m/z Calculado para CisHi3N3O 251,28 hallando
(M+1): 251,11

IV.4. Estudio de la actividad antioxidante de las MA

Desde hace tiempo la industria alimentaria centré su atencién en los problemas
relacionados a la rancidez y el deterioro oxidativo de los alimentos. La oxidacion
enzimatica, asi como la autooxidaciéon de lipidos durante el almacenamiento y el
procesamiento, es la principal reaccion responsable del deterioro en la calidad de los
alimentos que afecta el sabor, el color, la textura, y el valor nutritivo de los mismos. De
manera que los antioxidantes se agregan a los alimentos para prevenir las reacciones de
oxidacién mediante la inhibicion en las etapas de inicio y propagacion, conduciendo asi a
un retraso en el proceso de oxidacion. Sin embargo, los antioxidantes sintéticos
ampliamente usados tales como el BHA y el BHT estdn siendo cuestionados por posibles
efectos toxicos y carcindgenos. Por lo tanto, existe un interés considerable por parte de la
industria y de los consumidores por los AO naturales sobre los AO sintéticos'®. Debido a
esto, en la presente tesis, se plantea la busqueda de nuevas moléculas activas que presenten
actividad antioxidante.

Para ello, se determind la actividad antioxidante de las MA: 5,5"-bis-vainillina, 5,5°-
bis-eugenol y nicotino hidrazona de cinamaldehido, y se las compar6 con la AAO de las
moléculas plataforma precursoras: vainillina, eugenol y cinamaldehido, de las cuales hay
referencias®® 2. Como procedimiento de andlisis de la AAO se utilizé el método de

fosfomolibdeno (MFM). El mismo corresponde a un método espectroscopico para la
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determinacidon cuantitativa de la AAO, a través de la formacién del complejo
fosfomolibdeno.

El ensayo se basa en la reduccién de Mo(VI) a Mo(V) por el analito de la muestra y la
posterior formacion de un complejo verde de fosfato de Mo(V) a pH 4cido. La disminucion
de la absorbancia es directamente proporcional a la AAO de la muestra. La AAO se calcula

como el porcentaje de inhibicién relativo al control?>** a través de la Ecuacién IV .2:

Ag—A .,
%I = [1 - (ﬁ)] .100% (Ecuacién IV.2)
Donde:

As = absorbancia inicial de la muestra

Asi20 = absorbancia de la muestra a los 120 min

Ac = absorbancia inicial del control

Ac = absorbancia del control a los 120 min

IV.4.1. Descripcion de la evaluacion de AAO de las MA

Inicialmente, se prepararon las soluciones de las moléculas en etanol a cuatro niveles
de concentraciéon molar: 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM. Luego, se agregd a un tubo de
ensayo en el siguiente orden: 1 ml de la solucién de muestra (V, BVA, E, BEG, C, HCH) y
9 ml de solucidon reactiva (0,6 M 4cido sulfurico, 28 mM de fosfato de sodio, 4 mM de
molibdato de amonio). Posteriormente las muestras se incubaron a 95 °C durante 90 min.
Completado ese tiempo, se enfriaron a temperatura ambiente, y se midié la absorbancia a
695 nm contra un blanco. El blanco, formado por 1 ml de la solucién reactiva y 9 ml de
etanol, se incubod en las mismas condiciones que el resto de las muestras. También se midié
la AAO del antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT) a los fines de poder comparar
dicha actividad entre un AO natural y un AO sintético. Los ensayos se realizaron por

duplicado y se calculd su desviacion estandar.

IV.4.2. Resultados de la evaluaciéon de AAO de las MA

Gran numero de investigaciones realizadas a nivel mundial sustentan que las
propiedades antioxidantes y cardioprotectoras de los polifenoles se deben principalmente a
que sus propiedades 6xido-reductoras les permiten actuar como agentes donadores de
hidrégeno y estabilizadores de radicales libres, implicados en la cadena de peroxidacion

lipidica, ademds de sus propiedades de quelacién de hierro y metales de transicién®. En
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este sentido, los resultados obtenidos de las moléculas evaluadas respecto a su propiedad
antioxidante se presentan en la Tabla IV.12 y Figura IV.1.

Al comparar la AAO de las MA estudiadas con la del estdndar de referencia
seleccionado, BHT, se observa que si bien la AAO del BHT es superior a la del resto, se
obtuvieron muy buenos resultados con la BVA y el BEG.

Para la vainillina, bis-vainillina y BHT, la actividad antioxidante disminuyé en el
siguiente orden: BHT > BVA > V. El efecto inhibidor de la vainillina dimerizada es mayor
que el de la vainillina monomérica y corresponde a un 36,30% a una concentracién de 6
mM. Resultados similares se obtuvieron para el eugenol y bis-eugenol, disminuyendo la
AAO en el siguiente orden: BHT > BEG > E, mostrando asi un efecto inhibitorio del
dimero del eugenol de 40,04 %, el cual es mucho mayor que el de su correspondiente
monémero?’. En ambos casos, los resultados obtenidos son coherentes con la presencia de
un grupo OH adicional en los compuestos bifenilicos.

En el caso del cinamaldehido, resultados previos mostraron que puede actuar como
AOQ?!, de hecho se considera como seguro y estd aprobado para su uso en alimentos’®?’.
Respecto a HCH, éste solo presenté una actividad levemente mayor a la del
cinamaldehido. El mayor porcentaje de AAO del cinamaldehido se encontré a una
concentracion de 6 mM siendo éste de apenas el 7,54%. La actividad antioxidante del
mismo puede deberse a su grupo -CHO que, al reaccionar con oxigeno, forma -COOH, es
decir, 4cido cindmico®®. En comparacién con el BHT, se observa que éste ultimo presenta

una notable mayor AAO (BHT > cinamaldehido), lo cual coincide con estudios previos?!.

Tabla IV.12. AAO de las MA por el método del fosfomolibdeno

Muestra 2 mM 4 mM 6 mM 8§ mM
BHT 28,53+0,01 48,70+0,02 64,24+0,01 43,79+0,02
A% 16,22+0,01 24,09+0,01 30,17£0,02 26,42+0,02
BVA 26,39+0,02 30,69+0,02 36,30+0,02 32,13+0,01
E 6,11£0,01  9,32+0,01 12,67+0,01 11,25+0,01
BEG 13,78+0,02 27,52+0,01 40,04+0,02 38,47+0,01
C 4,87+0,02 5,91+0,02 7,54+0,01 6,21+0,02
HCH 6,08+0,04  7,70+0,03  9,24+0,02 8,10+0,01
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Figura IV.1. Actividad antioxidante de las MA obtenida por el MFM.

De esta manera se concluye que todas las MA sintetizadas presentan AAQO, siendo
notables y similares los valores encontrados para la bis-vainillina y el bis-eugenol. Por lo
que, éstas moléculas activas de ahora en adelante serdn consideradas ligandos quimicos

con propiedades antioxidantes, segun la definicidn establecida al inicio del capitulo.

IV.5. Estudio de propiedades fotoquimicas de las MA

A los fines de estudiar la selectividad de las moléculas activas sintetizadas como
sensores quimicos de diversos cationes metdlicos, se emplearon las técnicas de
espectroscopia UV-Visible y fluorescencia molecular, para determinar cudles MA eran
utiles como sensores quimicos cromogénicos y cuales capaces de actuar como sensores
quimicos fluorogénicos.

En la Figura IV.2 se detallan los pasos de manera general seguidos para evaluar las

propiedades fotoquimicas de las MA.

IV.5.1. Estudio de las MA como sensores cromogénicos

En una primera etapa se analizaron los espectros de absorcion UV-Vis de cada una de
las MA a partir de soluciones de las mismas preparadas en dimetilsulf6xido (DMSO) y de
concentracién 10 M. El objetivo de ello radic6 en estudiar dichos espectros a los fines de
evaluar en la proxima etapa si se producia algin cambio en éste frente al agregado de
soluciones de sales. También se evalud el espectro de la BVA obteniendo como resultado

que no presento absorbancia en la region UV-Vis.
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1H RMN Para determinar grupos funcionales del
—> | ligando responsables del proceso de
complejacién

3¢ RMN

Figura IV.2. Etapas para evaluar las MA como sensores quimicos.

En las Figuras V.3 se presentan los espectros de absorcién obtenidos para cada uno de
las soluciones de las MA, registrados contra blanco de solvente.

A partir de los espectros obtenidos se registré la longitud de onda de absorcion
maxima para cada una de las MA, las cuales se detallan en la Tabla IV.13. A su vez,
mediante la ecuacion de Lambert-Beer (Ecuacién 1V.3), se calcularon las absortividades

molares las cuales se presentan también en la misma tabla.

A= ¢e.b.c (Ecuacion IV.3)
Donde:
A = absorbancia
& = absortividad molar (cm™ M)
¢ = concentracion (moles/L)

b = longitud de la cubeta (cm)
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Tabla IV.13 Parametros de absorciéon de UV en DMSO

Receptor Amax g (cm”' M™)
BVA 308 19259,3
MAI1 347 85712,7
MA2 364 35863,1
MA3 378 39134,5
MA4 325 51876,9
MAS 315 49958,3
MAG6 437 78956,8
MA7 321 18735,2
MAS 263 57932,1

IV.5.1.1. Selectividad de las MA frente a diferentes cationes

Como se dijo en los capitulos anteriores, la deteccion de cationes interesa en muchos
campos tales como medicina, medioambiente, procesos bioldgicos, entre otros. Por ello, en
esta etapa se evalud las propiedades sensoras de las MA frente a diferentes soluciones de
sales (Sn?*, AI**, Cr**, Zn?*, Fe**, Cu?*, Mn?*). Las soluciones de las MA se prepararon en
DMSO, mientras que en las de las sales se utilizd acetonitrilo (ACN), todas en
concentraciones de 10 M. Se verificé primeramente que dichas soluciones no presentaban
color haciendo lecturas en la regién UV-Vis. La técnica consistié en agregar la solucion
salina a la solucién de MA, de manera tal que la concentracion de las soluciones de MA
permanezca aproximadamente constante, y registrar el espectro de absorcion UV-Vis.

En la Figura I'V.4 se presentan los espectros obtenidos para cada una de las MA frente

al agregado de las diferentes sales. De las mismas se realizan las siguientes observaciones:

— El espectro de absorciéon de luz en el UV-Visible de MA1 en DMSO, mostrd
absorbancia en la region de UV, centrada a 347 nm. Tal como se observa, la banda
caracteristica de absorcion mostré modificaciones frente al agregado de las sales de
AP*, Cr**, Fe**. Por lo que se decide continuar con su estudio.

— El estudio UV-Vis de MA2 mostr6 la aparicion de una nueva banda de absorcion a
490 nm en presencia de Cu**. Dicho cambio se visualiz6 de manera inmediata al
agregar la solucion de sal cuprica a la solucion de la MA, adquiriendo éste ultimo
una coloracién rosa intensa. Debido a ello, se decidié continuar con los estudios

para evaluar la MA como sensor cromogénico.
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Figura IV 4. Espectros de absorcion de las moléculas activas con el agregado de
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— La MAS3 presenta una banda de absorcion caracteristica a 378 nm, la cual sufre una
disminucién frente al agregado de los cationes Al**, Cr’* y Fe**, por lo que se
decidi6 continuar con los estudios para evaluar dicha MA como sensor
cromogénico.

— Los cambios en el espectro UV-Vis que se observan al agregar los cationes a MA4
no se consideraron significativos como para continuar con los estudios de las
propiedades fotoquimicas.

— Para la MAS el agregado de las distintas soluciones metdlicas no produjo cambios
apreciables en el espectro de absorcion.

— Al adicionar las sales de Sn**, Zn** y Mn?** a MA6 no se apreciaron cambios.
Respecto al agregado de los cationes trivalentes y el catién Cu®*, se observé una
disminucién de absorbancia. Con el AI’* se observé ademds un desplazamiento
hipsocrémico. Sin embargo, estos cambios en el espectro de absorcidon no fueron lo
suficientemente significativos como para calcular la constante de complejacion.

— Los espectros de absorcion de MA7 muestran que en presencia de Fe** se produce
un aumento en la intensidad de absorbancia mientras que con Cr’* y AP*
disminuye. Sin embargo, estos cambios no se consideran como significativos como
para continuar con su estudio.

— Por tltimo, MA8 no presentd variaciones importantes en sus bandas de absorcion,
por lo que no se continda con su estudio.

En la siguiente tabla se detalla a modo de resumen las moléculas activas capaces de

actuar como sensores cromogénicos y los cationes que detectan, por lo que de ahora en

adelante a dichas moléculas activas se las llamara ligandos quimicos.

Tabla IV.14 Moléculas activas capaces de actuar como sensores cromogénicos

Molécula Activa Cationes
MAI1 A", Cr, Fe**
MA2 Cu*
MA3 AP*, Cr¥, Fe*

IV.5.1.2. Calculo de las constantes de complejacion
Los métodos experimentales para la determinacién de constantes de complejacién se

pueden clasificar segin sean sistemas de una fase (homogéneos) o sistemas de dos fases
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(heterogéneo). Dentro del primer caso se encuentran espectrofotometria, cinéticas de
reaccién y potenciometria. Mientras que en el segundo se pueden nombrar métodos de
solubilidad, extraccién liquido-liquido y cromatografia. Segun la bibliografia consultada, el
método espectroscopico es uno de los mds ampliamente utilizados para el estudio de las
constantes de equilibrio. EI requisito esencial para la aplicaciéon del mismo es que debe
haber un cambio espectral considerable como consecuencia de la formacién del
complejo®.

Para determinar la estequiometria y constante de complejacion se realizaron
valoraciones fotométricas de las MA con los cationes metdlicos. Los datos obtenidos se

2TM3O

analizaron por dos métodos: a) el software SPECTFIT/3 y b) ajuste directo a la

ecuacion.

a) El programa SPECTFIT/32™ Global Analysis System se aplica al analisis de datos
multivariados®®. Estd especializado para modelar y ajustar la cinética quimica y una
variedad de conjuntos de datos de titulacion en equilibrio 3D que se obtienen a partir de
mediciones espectrofotométricas (RMN, UV-Vis y fluorescencia) de multiples longitudes
de onda. Quizés la principal ventaja de este software es que modeliza la respuesta de cada
una de las especies presentes en el medio a lo largo de la valoracién. De esta manera, un
ajuste bueno del modelo a los datos, permite conocer con alto grado de confianza, el
espectro de emisién de cada uno de los complejos®®. Una vez obtenido el modelo, se
ajustan los puntos del espectro obtenido experimentalmente al modelo realizado y se

determina asf la constante de complejacion.

b) En el caso de aplicar un ajuste directo es necesario tener en cuenta que, en el caso de la
formacion de un complejo con estequiometria M-L 1:1, el equilibrio estd controlado por

una constante de estabilidad dada por>!:

L+M= ML (Ecuacién 1V .4)
_ ImL] .,
K= M) (Ecuaciéon 1V.5)

Si las mediciones cumplen la Ley de Beer-Lambert, es posible afirmar que la

absorbancia del ligando libre (A,) es proporcional a la concentracion del mismo (Co):
A, =aC, (Ecuacién I1V.6)

Luego de la adicién de una cierta cantidad de sal inorgénica de concentracion Cuy, la

Vanina A. Guntero IvV-24



Sintesis y caracterizacion de ligandos quimicos CAPITULO IV

absorbancia A (Ley de Beer de sistemas multicomponentes) estd dada por:

A =al[L] +b[ML] (Ecuacién IV.7)

Donde:
Co = [L] + [ML] (Ecuaciéon 1V.8)
Cy = [M] + [ML] (Ecuacion 1V.9)

En presencia de un exceso de sal es correcto considerar que todas las moléculas de los
ligandos estdn acomplejando los cationes, entonces, la absorbancia adopta un valor limite

Alim:

Ajim = b C, (Ecuacion IV.10)

De las ecuaciones anteriores se deriva la siguiente relacién:

—— = K[M] (Ecuaciéon IV.11)

Si se considera que la concentracion total del metal en el medio Cm es
aproximadamente igual a [M], entonces representando (Ao-A)/(A-Aiim) en funciéon de Cum
es posible determinar la constante K a partir de la pendiente de la recta obtenida aplicando
el método de los minimos cuadrados. Sin embargo, en muchos casos esta aproximaciéon no
es vdlida y debe emplearse un modelo mds complejo para determinar la constante de
equilibrio.

Uno de los modelos utilizados para la formacién de complejos 1:1 es el de Bourson®?,
quien propuso un modelo que permite determinar la constante K mediante un ajuste no

lineal de minimos cuadrados de la absorbancia A en funcidon de la concentracion de sal

agregada (Ecuacion IV.12).

Atim—Ao

A=A0+ 260

2

De esta manera, la constante K puede ser determinada mediante un ajuste no lineal de
minimos cuadrados de la absorbancia A en funcién de la concentracion de la sal agregada.
Seguidamente se explicard el procedimiento experimental realizado para calcular las

constantes de complejacion de: MA1, MA2 y MA3.
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a) Calculo de la constante de complejacion de MA1

El procedimiento se realiz6 por espectroscopia UV-Vis y consistid en colocar un
volumen fijo de solucién del ligando quimico 10° M en DMSO y adicionarle alicuotas de
la solucién de sal correspondiente (Cr**, Fe** y AI**) preparada cada una en ACN vy de
concentracién 10° M. A medida que se afiadian las alicuotas se registraba el espectro de
absorcidn. Se continud la valoracion hasta que no se apreciaron variaciones significativas
en las bandas. En la Figura IV.5 se muestran las valoraciones de MA1 con los cationes. En
el caso de AP* y Fe**, la disminucién de la absorbancia continué hasta el agregado de 2,5
equivalentes de los correspondientes cationes. En el caso del Cr** se produjo un aumento
de la absorbancia hasta el agregado de 2,5 equivalentes. Estos datos se incluyeron en el
software SPECFIT/32M, el cual gener6 un modelo de complejacién con diferentes
estequiometrias M-L (1:1, 1:2, 2:1, etc.) y los ajust6 a los puntos de los espectros obtenidos
en la valoracion. Asi para este caso se obtuvo complejos de estequiometria 1:1, cuyos

resultados se muestran en la Tabla IV.15, y fueron obtenidos con error inferior al 5 %.

Tabla IV.15 Constantes de formacion de los complejos con MA1 y los cationes
trivalentes estudiados

Catién Log K M*-MA1
Fe 4,5+0,4
Cr 5,2+0,4
Al3* 4,4+0,5
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Figura IV.5 Valoracién fotométrica de MA1 con: a) AI**, b) Fe**, ¢) Cr**.

Vanina A. Guntero

Iv-27



Sintesis y caracterizacion de ligandos quimicos CAPITULO IV

b) Calculo de la constante de complejacion de MA2

Con objeto de explorar las propiedades sensoras de MA2 con Cu?* se realizé una
valoracion de absorcion. La Figura IV.6 describe el espectro de absorcion de MA2 con
diferentes concentraciones de Cu** variando de 0 a 0,23 mM. Se observa que la banda de
absorcion a 360 nm de MA2 fue disminuyendo a medida que se fue aumentando la
concentracion de Cu?* afiadida, mientras que una nueva banda a 490 nm, probablemente la
responsable del color rosa, fue aumentando gradualmente en intensidad con el agregado.
También se puede observar dos puntos isosbésticos, uno a aproximadamente 325 nm y otro
a 380 nm. Generalmente la presencia de los mismos indica que se estd en presencia de un
equilibrio de coordinacion que da lugar a la formacién de un complejo de estequiometria
ligando-metal de tipo 1:1, y cuya constante de formacién puede ser determinada por

métodos analiticos>.

14 o
—0,0032 mM
1.2 4 — 0,0066 mM
——0,0099 mM
——0,016 mM
1.0 - 0,023 mM
——0,032 mM
—— 0,048 mM
£ 081 —— 0,062 mM
g — 0,077 mM
2 ——0,091 mM
2 0.6 0,198 mM
2 l ------ 0,230 mM
0.4 -
0.2

1 1 1 1 v
400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

T —
250 300 350

Figura IV.6 Curvas de valoracién de MA2 con distintos agregados de Cu®*.

A fin de determinar la estequiometria de unién del complejo Cu®>*-MAZ2, el perfil de
titulacion UV-Vis se represent6 en la Figura IV.7. El perfil se realizé a una Amsx de 355 nm
correspondiente a la longitud de onda que presentaba mayores variaciones con los
agregados de Cu?*. Con los valores obtenidos y el software SPECFIT/32M, la constante de
complejacién fue de log K = 5,17 + 0,06 (r* = 0,96) en una solucién de DMSO:ACN.
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Absorbancia
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Figura IV.7 Ajuste de MA2 10° M en DMSO con Cu*".

b) Calculo de la constante de complejacion de MA3

Para calcular la constante de complejacién de MA3 con los cationes, Cr**, Fe3* y AI*,
se realiz6 una valoracién en espectroscopia UV-Vis. Se siguié el mismo procedimiento que
el comentado para la MA1. A partir de los resultados obtenidos se representd la variacion
de la absorbancia de MA3 frente a la concentracién molar de Cr**, AP* y Fe**. Los valores
obtenidos se ajustaron al modelo no lineal (Ecuacién IV.12) mediante el software Microcal
OriginPro 8 (Figura I'V.8). Los resultados obtenidos se ajustaron a un modelo M-L 1:1. Las

constantes calculadas se muestran en la Tabla IV.16.

Tabla IV.16 Constantes de formacién de los complejos con MA3 y los cationes
trivalentes estudiados

Catién Log K M*-MA3
Fe* 4,19
Cr** 2.74
Al3* 2,73
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Figura IV.9 Curva de ajuste de MA3 con: a) Fe**, b) Cr**, c) AP*.
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IV.5.1.3. Limite de deteccion (LDD)

El calculo del LDD se realizé para algunos casos con objeto de determinar la menor
concentracion de analito que podremos detectar con el método de andlisis elegido. Detalles
de esta técnica se encuentran en al Anexo A.

En base a los valores obtenidos por valoracion UV-Vis, el LDD se obtuvo a partir del
grifico de absorbancia en funcion de la concentracion de los cationes. Se empled la

Ecuacién IV.13 para calcular dicho limite.

LDD = (YLI;—VB) Ecuacion IV.13

a) Limite de deteccion de MA1
La evaluacién de la concentracién de AI’* que puede ser detectada por MAI se
muestra en la Figura IV.10.a. De la misma se observa que la concentracion minima

corresponde a 7,15.10% M.

b) Limite de deteccion de MA2
Se determin6 el LDD de Cu?* del sensor cromogénico MA2, de la curva b de la Figura

IV.10, dando como resultado un valor de 3,22.10° M.

b) Limite de deteccion de MA3
El limite de deteccién por MA3 se determind para el catién AI**, de la curva ¢ de la

Figura IV.10, mediante la metodologia descripta anteriormente siendo éste de 7.10¢ M.
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catién Cu?*, b) MA3 para el catién Al**.
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IV.5.1.4. Estudio por 'H RMN
El estudio por RMN se realiz6 para explorar los grupos funcionales de las MA
responsables de la formacién del complejo. Para ello se registré el espectro '"H RMN del

ligando quimico en ausencia y presencia del catién y se analizaron los mismos.

a) Estudios de A**-MA1 por 'H RMN

Los estudios por 'H RMN se realizaron a los fines de determinar los grupos
funcionales involucrados en el proceso de complejacion.

El MA1 disuelto en DMSO-d6 present6 una sefial a 8,95 ppm correspondiente al H del
grupo imina (HC=N), mientras que en la zona aromética se distinguen las sefiales de los
protones del sistema biarilico a 7,15 ppm y 7,35 ppm, y los protones de los sustituyentes
piridinicos a 7,6, 8,3 y 9,1 ppm.

Con el agregado de 1 equivalente de AI**, se observa un importante corrimiento hacia
campos mas bajos del protén del grupo imina. Este desplazamiento indicaria que la
complejacion con el aluminio se realiza a través de estos nitrégenos por medio de sus pares

de electrones libres.

MA1-APB-

/\J Lf I\\h_mj'\ﬂx,_v_m_J LJ\J'\L

%3 52 a1 a0 LR BE 87 486 LB B4 &3 482 8.1 B8O 7.8 78 7 T4 7.5 74 T3 72 71 7o
11 {pgm)

Figura IV.13. Espectro 'HRMN de MA1 (arriba) y de MA1-AI** (abajo).

Por otra parte, el nimero de coordinacion (NC) se define como la cantidad de enlaces
coordinados que presenta el ligando con un ién atémico central (catién)®>. Dada la
estequiometria del tipo 1:1 propuesta para los complejos de MAI con los cationes

trivalentes, este sistema bifenilico resulta ser un agente quelante polidentado, esto es, un
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ligando capaz de establecer dos o mds uniones en simultineo con el nucleo de
coordinacion.

En base a las medidas espectroscépicas analizadas por 'H RMN, el modelo de
complejo para el ligando MAI se presenta en la Figura 1V.14, el cual sugiere la formacién

de un complejo con un NC igual a 4.

=
| H |
O \N’N | . _N
\ /O
HO A|3+’
HO 1 \\\
B IO
N
o) Z >N XN
| H
=

Figura IV.14. Modelo de complejo propuesto para AP*-MAL.

IV.5.2. Estudio de las MA como sensores fluorogénicos

En esta etapa se evaluaron las propiedades como detectores fluorogénicos de algunas

de las MA sintetizadas.

En la Figura IV.15 se muestran los espectros de emision de las MA con el agregado de

diferentes sales. De los mismos se observan:

— Para MAI1 se observa un gran aumento de intensidad de fluorescencia al formarse
el complejo de Cr**-MALI y Fe**-MA1.

— El espectro de emision de MA3 presentd un notable aumento de intensidad con el
agregado de Cr*.

—  Del estudio de MA4 se observa un realce de la misma en presencia de Fe**, Cr** y
APP*. Sin embargo, los cambios no son notorios.

— El espectro de emision de MAS mostr6 un fuerte incremento de fluorescencia en
presencia de Fe**. Los estudios correspondientes al mismo se plantearon como
una etapa posterior a la presentacion de la tesis.

— MAG: Respecto a los espectros de emision se obtuvo un aumento de la intensidad
de fluorescencia con la sal de Fe** y Cr**, y una disminucién de la misma con la
sal de AI**. Sin embargo, dichos cambios no se consideraron lo suficientemente

significativos como para continuar con su estudio.
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— El estudio de las propiedades fluorescentes de MA7 muestra que la intensidad de
fluorescencia aumenta con el catién Fe**, de manera que se podria utilizar para
detectar dicho cation. Los estudios correspondientes al mismo se plantearon como
una etapa posterior a la presentacion de la tesis

De esta manera, en la siguiente tabla se detalla a modo de resumen las moléculas

activas capaces de actuar como sensores fluorogénicos y los cationes que detectan, por lo

que de ahora en adelante a dichas moléculas activas se las llamard sensores quimicos.
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Figura IV.15. Espectros de emision de las moléculas activas con el agregado de diferentes
sales a) MA1, b) MA3, ¢c) MA4, d) MAS, e) MA6, f) MAT.

Tabla IV.18. Moléculas activas capaces de actuar como sensores fluorogénicos

Molécula Activa Cationes
MAI1 Cr’*, Fe**
MA3 Cr3*
MAS5 Fe’*
MA7 Fe’*
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IV.6. Conclusiones

En base a lo expresado anteriormente, la primera etapa de este capitulo consistié en
evaluar las propiedades antioxidantes de las MA. De las mismas se obtuvo que las
moléculas sintetizadas bis-vainillina, bis-eugenol y nicotino hidrazona de cinamladehido
tienen propiedades antioxidantes.

Luego se evaluaron las propiedades sensoras de las moléculas activas derivadas de la
bis-vainillina. Se encontré asi que MA1 es capaz de actuar como un sensor fluorescente
dando una sefial TURN-ON en respuesta a la presencia de Fe** y Cr**. Por su parte, MA3
también actda como ligando quimico fluorescente para la deteccién de Cr**. También se
obtuvieron respuestas fluorogénicas de MAS5 y MA7 con Fe**. Mientras que MA2 resulté
ser un sensor cromogénico altamente selectivo y sensible al catién Cu®*. Los ligandos
quimicos MA1 y MA3 dieron respuestas cromogénicas frente a AI**, Cr** y Fe’*.

Por lo que, a partir de estos estudios fue posible obtener ligandos quimicos con muy

buenas respuestas antioxidantes, colorimétricas y/o fluorescentes.
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Sintesis y caracterizacion de los soportes inorgdnicos CAPITULO V

V.1. Introduccion

En este capitulo se mencionan los materiales inorganicos utilizados como soportes de
los ligandos quimicos obtenidos en el capitulo anterior, indicindose las caracteristicas de
los mismos y la forma en que fueron sintetizados en el laboratorio. Posteriormente se
describen las técnicas utilizadas para su caracterizacion fisicoquimica, y los resultados
obtenidos del andlisis de dichos materiales.

Los materiales inorgédnicos seleccionados en este trabajo fueron materiales
mesoporosos y nanoparticulados. En especial se seleccionaron como materiales
mesoporosos silice SBA-15 y alimina; mientras que como material nanoparticulado se
escogié magnetita. Estos materiales presentan la ventaja que debido a sus propiedades

especificas permitirian transportar en su superficie a los ligandos quimicos.

V.2. Materiales Mesoporosos

De acuerdo a la definicion de la IUPAC, los materiales porosos se clasifican en
funcién del tamafio del poro de la siguiente manera':

e Materiales microporosos: presentan un didmetro de poro inferior a 20 A.

e Materiales mesoporosos: presentan un didmetro de poro comprendido entre 20 y

500 A.

e Materiales macroporosos: presentan un didmetro de poro superior a 500 A.

También se clasifican segiin el material de construccién, lo cual se detalla en el
Esquema V.1.

El interés en trabajar con éste tipo de materiales se debe a sus potenciales aplicaciones
en medio ambiente, industria quimica, biotecnologia, ciencia de materiales y medicina.

A principio de la década de 1990, investigadores de Mobil Research and Development
Corporation desarrollaron una nueva familia de materiales de silicato y aluminosilicato,
llamada M41S, que tenian poros mucho mas grandes que las zeolitas convencionales. Los
poros en estos materiales se encuentran en el rango de 20-500 A, y dan lugar al nombre de
s6lidos mesoporosos. Los materiales pertenecientes a esta familia se obtuvieron mediante
sintesis asistida por surfactantes, llamada templado de cristal liquido®>. La formacién de
estos materiales de tamiz molecular se basa en el concepto de un agente o plantilla de
direccion estructural. La plantilla es una estructura alrededor de la cual un material,
generalmente inorgénico, se nuclea y crece, de modo que al eliminar la estructura de la
plantilla, sus caracteristicas geométricas y electronicas se replican por la estructura de los

materiales inorgénicos®.
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Microporosos
Ej: zeolitas, MOFs

Seun el tamafio de Mesoporosos
poro Ej: SBA-15, MCM-41

Macroporosos
Ej: Algoddn

Clasificacion de

materiales porosos Inorganicos

Silice, 6xidos mixtos,

/ 6xidos metdlicos

Organicos
— Materiales de
carbono y poliméricos

\ Hibridos

Organosilicatos, MOFs

Segun el material de
construccion

Esquema V.1. Diagrama de clasificacion de materiales porosos de acuerdo a la ITUPAC.

De manera que, en este campo de investigacidn, se aspira a controlar el tamafio, forma,
uniformidad y periodicidad de los tamafios de los espacios porosos, asi como también a los
atomos, moléculas e iones que los constituyen. El control y el ajuste preciso de estas
propiedades permiten que puedan conseguirse diferentes materiales para el desempefio de
una funcién deseada en una aplicacién particular’.

Su elevada superficie y gran volumen de poro permite una elevada carga de
componentes, tales como farmacos, sensores o proteinas, los cuales dotan de funcionalidad
los soportes inorgédnicos. En relacién a ello, investigaciones recientes han logrado la
inmovilizacién de grupos quelantes orgdnicos en materiales nano y mesoporosos

generando asi un especial interés en el drea de los sensores quimicos®.

V.2.1. Silice mesoporosa

En 1998, una investigacion destacada produjo un tipo de matriz hexagonal de poros
denominada Santa Barbara Amorphous n° 15 (SBA-15). El tamafio de poro de la SBA-15
varfa entre 46 a 300 A. Este material mesoporoso tiene propiedades de resistencia térmica,
mecanica y qufmica“. Exhibe, ademas, una serie de caracteristicas estructurales atractivas,
tales como, una superficie especifica grande (600-1000 m* g'), tamices moleculares
bidimensionales con simetria hexagonal P6mm, paredes gruesas (3-6 nm), canales
cilindricos distribuidos uniformemente (5-10 nm) y alta estabilidad hidrotermal. La

formacion de SBA-15 hexagonal ordenada con poros uniformes de hasta 300 A se sintetiza
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utilizando copolimeros de bloques anfifilicos Pluronic P123 en medio acido fuerte. El
agente director de estructura Pluronic P123 empleado es de bajo costo, biodegradable y no
t6xico°.

La propiedad de la SBA-15 de disponer de una superficie especifica grande hace que
se pueda utilizar como soporte de sensores quimicos, ya que el drea superficial esta
cubierta por una capa de grupos funcionales capaces de actuar como sitios de unidn.
Ademds este material mantiene su estructura ordenada luego de la oclusion de las

moléculas huésped®.

V.2.2. Alimina

La alimina es un material muy interesante con una amplia aplicabilidad como soporte
para varias fases cataliticamente activas, que se emplean en la industria en un gran nimero
de procesos tecnolégicos a gran escala. Por lo general, las aliminas convencionales con
dreas de superficie de 50-300 m*/g se fabrican por precipitacién. Varias aliminas de
transicion (o, y, 0, 1, ©) pueden ser preparadas por tratamiento térmico a partir de
diferentes precursores de 6xido y/o hidroxido de aluminio tales como, bohemita,
pseudobohemita, bayerita, nordstrandita’. A diferencia de las aliminas convencionales, las
aliminas mesoporosas organizadas exhiben superficies especificas mucho mas grandes y
una distribucién de tamafio de poros mds estrecha’. Entre ellos, la y-alimina se usa
ampliamente como catalizador, soporte o adsorbente, debido a su gran drea de superficie,
su rica porosidad y pared de poro bien cristalizada, asi como sus propiedades adecuadas de
superficie dcido-base®.

Las propiedades de la alimina y por lo tanto sus potenciales aplicaciones dependen de
diferentes aspectos de su estructura (volumen, defectos, superficie), los métodos de
fabricacion, la posibilidad de dopaje para modificar sus propiedades y caracterizacion de

su estructura y su composicién, ya sea homogénea u heterogénea si estd dopada’.

V.3. Sintesis de materiales mesoporosos

Para la sintesis de materiales mesoporosos existen distintas vias de preparacion. El
procedimiento original implicé la sintesis de silice mesoporosa empleando una base fuerte
con moléculas de agente tensioactivo cationico (CTAB) que dieron como resultado las
denominadas MCM (Mobil Composition of Matter)'?. Siguiendo la sintesis original se
desarrollaron una variedad de protocolos para materiales mesoestructurados.

Modificaciones de la sintesis se relacionan con la eleccién de la molécula molde que puede
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ser anidnica (por ejemplo, dodecilsulfato de sodio), catidnica (por ejemplo, haluros de
alquiltrimetilamonio), o neutros (por ejemplo, aminas, poliéxidos de etileno, alquil
poliéxidos de etileno, o copolimeros de ambos oxidos que son solubles en agua). Es decir
que, la fuente del material inorgdnico a ser sintetizado y la naturaleza del surfactante
deciden la naturaleza de la interaccion. El mecanismo de reacciéon depende en gran medida
de la eleccion del surfactante y los contraiones, del tipo de interaccion entre la plantilla y la
fuente inorgénica, el pH, la concentracion de los precursores y las relaciones molares de
los componentes!°.

Con respecto a los surfactantes o tensoactivos, éstos son moléculas anfifilicas. Las
mismas se caracterizan por poseer en su estructura una parte lipofilica que puede estar
constituida por uno o mds cuerpos hidrocarbonados (cola hidrocarbonada),
fluorcarbonados o silanos, y otra que es hidrofilica, unida a uno o varios grupos polares
(cabeza) que se pueden disociar o no en iones y que. Al poner en contacto un surfactante
con agua, las cadenas hidrofébicas se ubican en el interior formando micelas, mientras que
los grupos polares se disponen hacia la superficie en contacto con el medio acuoso. La
geometria esférica es la forma mayoritariamente favorable de las micelas porque en esta
geometria la energfa de la superficie se minimiza de manera mds eficiente!!.

La parte hidrofébica presenta miscibilidad en diferentes fases, por ello se utiliza en la
sintesis de materiales mesoporosos. La parte hidrofilica es la que clasifica al surfactante y
se dividen en:

e Anidnicos: presentan una superficie activa que estd cargada negativamente cuando
se encuentra en soluciéon. Por ejemplo: dodecilsulfato de sodio, dodecilbencen
sulfonato de sodio.

e (atidnicos: son compatibles con los surfactantes no i6nicos y zwitterionicos.
Tienen una carga positiva, por lo tanto, se adsorben fuertemente sobre la mayoria
de las superficies solidas que estdn cargadas negativamente. Por ejemplo: bromuro
de cetil amonio.

e Zwitterionicos: presentan baja toxicidad y, tienen la facilidad de ser adsorbidos en
diferentes superficies cargadas positiva o negativamente, su Unico inconveniente es
no ser solubles en solventes orgénicos.

e No i6nicos: Son compatibles con otros tensoactivos anidnicos, catidnicos. Al
contener una baja conductividad, no se ionizan en agua y no forman sales con los

iones metdlicos. Ejemplo de ellos son las aminas, poliéxidos de etileno y alquil
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poliéxidos de etileno.

De las distintas interacciones entre el formador de red inorgdnico y la molécula
plantilla surgen distintos criterios de formacion de estructuras mesoporosas inorgdnicas de
acuerdo a su carga.

e Interaccién i6nica S+I-: Esta ruta implica atracciones electrostiticas entre
surfactantes catidnicos y especies inorgdnicas anidnicas. En procedimientos de
sintesis bdsicos, el precursor inorganico es aniénico (I-), mientras que el surfactante
es una sal de amonio cuaternaria cationica (S+).

e Interaccion idnica S-I+: Esta ruta implica fuerzas electroestéticas entre surfactantes
anidnicos y especies inorgdnicas cationicas. El punto isoeléctrico de la silice, es
decir, el pH en el que su carga es cero es 2. Al emplear un pH inferior, el precursor
inorgdnico es catidnico (I+), por lo que el surfactante empleado suele ser un anién
sulfénico (X-).

e Interaccion i6nica S+X-I+ y S-X+I-: Ambas rutas implican interacciones mediadas
por contraiones para poder permitir el ensamblaje de especies catidnicas o
anidnicas inorganicas mediante aniones halogenuro (S+X-I+) o cationes alcalinos
(S-X+I-), respectivamente. De esta manera, la sintesis de los materiales M41S es
posible tanto bajo condiciones basicas como 4cidas. Si se opera a pH por debajo del
punto isoeléctrico de la silice (pH = 2), las especies silicicas son catiénicas (I+). El
mismo surfactante cationico (S+) puede ser empleado como agente director, pero
en este caso, el contraion haluro (X-) sirve para moderar la repulsion entre el
silicato catiénico (I+) y el surfactante (S+) por medio de fuerzas de enlace de
hidrégeno débiles. Ademds, surfactantes cargados negativamente, tales como los
fosfatos o los sulfonatos alquilo (S-), pueden ser usados como “templates” en
medio bdsico si la interaccion con las especies de silice cargadas negativamente (I1-)
implica la participacién de un contraién catiénico (M+)'2.

Uno de los métodos de sintesis de materiales mesoporosos es el de sol-gel.
Generalmente para alcanzar una estructura mesoporosa ordenada es conveniente partir de
una solucién homogénea del surfactante en un medio acuoso. Dicho proceso es una ruta de
sintesis muy versatil. Se caracteriza por las bajas temperaturas a las que se sintetizan los
materiales inorganicos e hibridos orgénico-inorgdnico permitiendo la incorporacion de
especies orgdnicas o bioldgicas. Permite obtener materiales de gran pureza y
homogeneidad a escala molecular asi como controlar a escala nanométrica las superficies,

interfases y porosidad de los mismos'®!*"!>, Por otro lado, el control del método de
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procesado permite variar la morfologia de los materiales sintetizados y asi obtener
particulas, peliculas, monolitos o fibras. Todas estas caracteristicas permiten obtener
materiales con alto valor agregado.

Otra técnica aplicada a la obtencion de estos materiales es la sintesis solvotérmica e
hidrotérmica. En un proceso solvotérmico se recristaliza o sintetiza quimicamente un
material a partir de la solucién en un recipiente sellado por encima de la temperatura y
presiéon ambiente. A menudo el nombre solvotérmico se reemplaza con un término para
referirse mas estrechamente al solvente utilizado. Asi, dicho término se convierte en
hidrotérmico si se usa una solucién acuosa como solvente. De esta manera, la sintesis
hidrotérmica se produce por calentamiento de una solucion acuosa de los reactivos en un
reactor cerrado, bajo presion autogenerada a la temperatura de trabajo. El agua cumple la
funcién de solvente y de medio transmisor de la presion. La presiéon aumenta y el agua
permanece liquida por encima de su temperatura de ebullicion normal. Las temperaturas
son inferiores a las necesarias en los procesos cerdmico y sol-gel. Se aplica usualmente a la
preparacion de Oxidos. Se cree que la sintesis de 6xidos metdlicos en condiciones
hidrotérmicas ocurre en un proceso de dos pasos. En la primera etapa, hay una hidrolisis
rapida de una solucién de sal metdlica para dar los hidréxidos metédlicos. Durante la
segunda etapa, el hidréxido se deshidrata, produciendo el 6xido metalico deseado'®.

Por otro lado, se encuentra la sintesis asistida por microondas. El uso de calentamiento
microondas para realizar las sintesis de materiales inorgdnicos reduce los tiempos de
reacciéon, las reacciones secundarias son menos problemdticas, mejorando asi el
rendimiento y reproducibilidad®. Proporciona una nucleacién uniforme y una distribucién
estrecha del tamafio de particulas. En general, la interaccion de las microondas con los
materiales durante la reaccidon se basa en dos mecanismos importantes: interacciones
dipolo y conduccion i6nica. Los mismos pueden funcionar eficazmente cuando el
acoplamiento tiene lugar entre los componentes del compuesto objetivo y el campo
eléctrico oscilante del microondas. En el rango de frecuencia de microondas, las moléculas
de agua intentan orientarse con el campo eléctrico y los dos extremos polares intentan
reorientarse con respecto al campo eléctrico oscilante, como resultado pierden energia en

forma de calor por colisién molecular y friccién'>.

V.3.1. Sintesis de silice mesoporosa
Una gran cantidad de estudios se han realizado para evaluar el mecanismo de sintesis

de silice mesoporosoa SBA-15. Estos estudios se han centrado en las interacciones entre
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los surfactantes y las especies de silice para preparar silices mesoporosas especificas, de
los cuales se concluyé que los tensioactivos y la silice se ensamblan espontineamente
mediante la interaccién de los componentes orgédnicos e inorganicos. Ademds de la
termodindmica del conjunto surfactante-silice, las morfologias y dimensiones de los
materiales resultantes son particularmente dependientes de la cinética de la quimica sol-
gel, asi como también la temperatura de reaccion, el contenido de agua y el valor de pH de
la solucién de reaccién!’.

El mecanismo de sintesis de SBA-15 fue propuesto por Stucky et al.!8, los cuales
postularon el autoensamblaje cooperativo de la silice alrededor del agente director de la
estructura por via (S’H+)(X+I-). Emplearon como copolimero no iénico Pluronic P123 que
comprende unidades hidréfilas (PEO) e hidréfobas (PPO) como agente director de la
estructura. Ademds, propusieron que la solubilizacion del surfactante en los medios
acuosos se debe a la asociacion de moléculas de agua con el grupo principal de 6xido de
polietileno hidrofilico (PEO) en un surfactante no iénico (S°) a través de puentes de
hidrégeno. La solubilizacién se puede mejorar en medios dcidos (HX), donde los iones
hidronio (H3O%), en lugar de la molécula de agua, estan asociados con el 6xido de etileno,
lo que produce interacciones coulombianas de largo alcance. Ademads, la disminucién del
pH por debajo del punto isoeléctrico de la silice (IEP ~ 2) puede aumentar la densidad de
carga catidnica y aumentar la velocidad de hidrdlisis de los alcoxisilanos como el tetraetil
ortosilicato (TEOS) y el ortosilicato de tetrametilo (TMOS) en la interfaz del surfactante o
template.

La reaccion implica un mecanismo en dos pasos:

(1) La solubilizacién del copolimero que se produce por la asociacion de iones H3O* del

medio 4cido y restos de 6xido de etileno (OE) de surfactante, segun la reaccion V.1:

H,0
REO,, + yHX ——— REO,, [(EO).Hz0"....yX' (Reaccién V.1)

2) Hidrdlisis de especies de alcoxisilano seguida de oligomerizacion parcial en la interfaz

del surfactante, segun la reaccion V.2:

_ Hidrolisis
SI(OCzH5)4 + nH30+ W Si(OC2H5)4_n(OH2+) + nCQH5OH (ReacciénV.Z)

Donde R y X representan el 6xido de polipropileno hidrofébico (PPO) e iones haluro

Vanina A. Guntero V-9



Sintesis y caracterizacion de los soportes inorgdnicos CAPITULO V

(CI, Br e I') respectivamente. Los restos de OE del copolimero se asocian con la especie
catidnica de silice (paso 1) a través de puentes de hidrégeno, interaccion electrostética e
interaccién de Van der Walls a través de la via (S’H+)(X+I-). La expansion de la esfera se
produce a través de la coordinacion entre X- y Si-OH* y la polimerizacién de la silice
alrededor del agente director de la estructura (Paso 2), seguida de la condensacion, que
resulta en la formacién de especies de silice organizadas alrededor del surfactante. Los
canales mesoporosos se forman después de la eliminacion del surfactante. Los poros son
generados a través de la oclusion de las cadenas OE dentro de la red estructural de la silice.
Los microcanales proporcionan estabilidad a la red estructural de la silice y facilitan la

transferencia de masa durante las reacciones controladas por difusién”.

V.3.1.1. Descripcion de sintesis de la SBA-15

La sintesis de silice mesoporosa SBA-15 se llevé a cabo mediante el uso de Pluronic
P123 como plantilla en medio 4cido!. Para tal fin, se disolvieron 4 g de Pluronic P123 en
350 ml de solucién de HCI acuosa 3,1 M bajo agitacion. Luego, se anadié polietilenglicol
400 (10 g) y la solucidn resultante se agité lentamente a 35 °C hasta que la solucién se hizo
clara. A continuacion, se afiadi6 ortosilicato de tetraetilo (TEOS, 22,5 ml) gota a gota a la
solucién a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 40 °C durante 24 h. Posteriormente,
el contenedor se transfirié a un horno microondas (ETHOS UP) y se mantuvo a 100 °C
durante 12 h en condiciones estdticas. El precipitado resultante se filtro, se lavd
cuidadosamente con agua destilada, y se secé a 80 °C overnight. Finalmente, el surfactante

se elimind por calcinacién en mufla a 550 °C durante 5 h para obtener el producto final

SBA-15.

V.3.2. Sintesis de aliimina mesoporosa

La sintesis de alimina mesoposa es mas compleja que la sintesis de silice mesoporosa,
debido a las rapidas tasas de hidrélisis y condensacion de los alcoxidos de aluminio. La
primer sintesis exitosa de alimina mesoporosa (AM) a partir del secbutdoxido de aluminio
fue lograda por Vaundry®’, utilizando 4cidos carboxilicos de cadena larga como agente
director de la estructura en solventes alcohdlicos de bajo peso molecular. Muchas de las
sintesis para obtener AM se basan en los procesos de autoensamblaje sol-gel en presencia
de plantillas blandas (surfactantes catidnicos, aniénicos y no i6nicos) y duras (polimeros y

moldes de carbono).
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Una forma notable de lograr el crecimiento de estructuras AM ordenadas es el
autoensamblaje inducido por evaporacién de solvente (AIES) que permite el ajuste fino de
las propiedades estructurales de estos materiales. La estrategia AIES puede reemplazar de
manera competente el proceso de ensamblaje cooperativo de precursores y surfactante, que
normalmente se utiliza para la preparacion de materiales mesoporosos, especialmente en el
caso de materiales mesoporosos no siliceos?!.

El autoensamblaje inducido por evaporacion de solvente es un método de sintesis en el
que se coloca una gota de solvente en los componentes que se ensamblan y se dejan secar
libremente en aire. La evaporacion del solvente causa la asociacion espontdnea de
componentes individuales en una estructura o patrén organizado. El procesamiento de
materiales nanoestructurados por AIES es altamente eficiente porque permite el control de
la estructura final ajustando pardmetros quimicos (composicién sol inicial, pH, tiempo de

envejecimiento) y el procesamiento (presién parcial de vapor, conveccion, temperatura)?2.

V.3.2.1. Descripcion de la sintesis de Al O3 mesoporosa
Para realizar la sintesis de alimina mesoporosa, se siguié la metodologia indicada por

1.2! con algunas modificaciones mediante AIES. Se agreg6 3 g de Pluronic y 0,402

Caieta
g de tricloruro de aluminio (AICI3) a 60 mL de etanol. La mezcla resultante se mantuvo
bajo agitacion vigorosa a 40 °C durante 70 min. Luego a la solucién anterior se le afiadié
lentamente 6 g de isopropdxido de aluminio (Al(OC3H7)3) y se agité a 40 °C durante 6 h.
La solucion final se llevo a estufa a 40 °C durante 2 h. Durante este proceso, el etanol se

evapord gradualmente y el gel himedo se convirtié en xerogel. El xerogel resultante se

calciné a 400 °C durante 4 h para eliminar el template.

V.4. Nanomateriales

La sintesis de nanomateriales con tamafio de particula uniforme es un tema de
investigacion intensiva en los ultimos tiempos debido al interés cientifico y tecnolégico de
sus aplicaciones. Estos nanomateriales exhiben propiedades eléctricas, Opticas, magnéticas
y quimicas muy interesantes. Entre las diversas aplicaciones tecnoldgicas en las que se
puede utilizar se encuentran, sistemas de refrigeracion, imagenes médicas, liberacion de
drogas, catilisis entre otras?> 26,
Los 6xidos e hidroxidos de hierro son de especial importancia debido a sus amplias

aplicaciones en dispositivos magnéticos, agentes anticorrosivos, catélisis, y como material

de partida para la fabricacién de cerdmicas estructurales avanzadas®>.
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V.4.1. Magnetita

Las nanoparticulas magnéticas (NPs) de 6xido de hierro se caracterizan por ser
biocompatibles, superparamagnéticas y presentar estabilidad térmica. Su nanoestructura se
basa en un nudcleo inorgédnico de 6xido de hierro, tal como magnetita (Fe3O4) y maghemita
(y-Fe203). Las nanoparticulas superparamagnéticas pueden ser manipuladas por un campo
magnético externo para conducirla hacia un determinado objetivo?’.

La magnetita (Fe3O4) tiene una estructura cristalina de espinela inversa con una célula
unidad cubica centrada en la cara donde los iones de oxigeno se colocan regularmente en
posiciones cibicas cerradas a lo largo del eje [111]?%. La celda unitaria est4 compuesta por
56 4tomos: 32 aniones de O%, 16 cationes Fe** y 8 cationes Fe?*. Se compone de iones Fe**
y Fe’* en relacién molar 1:2, FeO'Fe,0s;, donde la mitad de los iones Fe’* estdn
coordinados tetraédricamente y la otra mitad estdn coordinados octaédricamente, todos los
iones Fe?* estdn coordinados octaédricamente®, segiin se presenta en la Figura V.1. Su

formula es:

Y[XY]O0, (Ecuacién V.1)

donde X = Fe**, Y = Fe* y los paréntesis indican los sitios octaédricos. Su temperatura
Curie es lo suficientemente alta (850 K), lo que le confiere la posibilidad de ser utilizada

en una variedad de aplicaciones de respuesta magnética™.

Fe Octaédrico

. Fe Tetraédrico

®0

Figura V.1. Estructura cristalina de espinela inversa de magnetita.

La configuracion electronica de magnetita consiste en electrones 3d desapareados, que
imparten momentos magnéticos. En la Figura V.2.a, los espines del tetraedro A coordinan
el Fe** y los espines del octaedro B coordinan el Fe** y el Fe** que son antiparalelos y de

magnitud desigual. Por debajo de la temperatura de Curie, estas subredes interpenetrantes

Vanina A. Guntero V-12



Sintesis y caracterizacion de los soportes inorgdnicos CAPITULO V

alineadas antiparalelamente con momentos desiguales dan lugar al ferrimagnetismo
observado. Las disposiciones de espin de las dos subredes interpenetrantes del Fe** y Fe*
coordinados octaédricamente se acoplan ferromagnéticamente a través de un mecanismo
de doble intercambio asociado con la transferencia de electrones entre los iones®!, Figura

V.2.b.

Fe
' ! 4
Tetrahedral v 5 = TT = T
sites A S =
T H
Octahedral ’ 8=2 2+ 3+
sites B . Fe (dg) Fe (dg)
5 YyYvy vy / v
=— + 2+
e Fe' Fe

(a) (b)

Figura V.2. a) Disposiciones de espin en magnetita, b) interaccién de doble
intercambio con la transferencia de electrones entre iones.

Al considerar las propiedades y la aplicacion de las nanoparticulas magnéticas, las
propiedades de la superficie y la quimica son de gran importancia. Los dtomos de Fe de la
superficie, que no estdn unidos a los dtomos de oxigeno en la superficie, actian como
dcidos de Lewis y, por lo tanto, se coordinan con las moléculas que donan pares de
electrones solitarios, las bases de Lewis. Por lo tanto, en los sistemas acuosos, los dtomos
de Fe se coordinan con el agua, que se disocia ficilmente para dejar la superficie de 6xido
de hierro funcionalizada con hidroxilo. Los grupos hidroxilo superficiales son anféteros vy,
por lo tanto, pueden reaccionar con 4cidos o bases.

En dispersiones acuosas, la superficie de magnetita serd positiva 0 negativa,
dependiendo del pH de la solucion. El punto isoeléctrico es el pH donde la superficie
muestra un nimero igual de cargas superficiales negativas y positivas, en la magnetita se
observa a un pH de 6,8. La estabilizaciéon de las nanoparticulas de magnetita se puede
lograr mediante doble capa electrostética, estabilizacion estérica o modificando el punto

isoeléctrico con un recubrimiento de citrato o silice®>33.

Vanina A. Guntero V-13



Sintesis y caracterizacion de los soportes inorgdnicos CAPITULO V

Sintéticamente, la magnetita se forma por dos procesos fundamentales: reduccién de
tamafo y precipitacion acuosa. Los métodos de precipitacion acuosa para la formacion de

nanoparticulas de magnetita (NPM) incluyen: oxidacién de Fe***?, formacién en

3435 'y en presencia de polimeros>®. Sin embargo, la ruta

microemulsiones de agua en aceite
sintética mds comun hacia la magnetita es la co-precipitacion de sales de hierro divalentes
y trivalentes hidratadas en presencia de una base fuerte™®.

Los métodos para preparar NPM de 6xido de hierro (Fe3O4) incluyen microemulsion,
descomposicion térmica y co-precipitacion quimica. El método de co-precipitacion ofrece
una alternativa de baja temperatura a las técnicas convencionales de sintesis de polvo en la
produccion de nanoparticulas, cuyos tamafios pueden controlarse bien mediante un agente

tensioactivo. Puede producir también particulas estequiométricas de 6xidos metdlicos

simples y multicomponentes, finas y de elevada pureza®’.

V.4.1.1. Formacion de magnetita por co-precipitacion

Varios investigadores determinaron que el logro de la estructura cristalina de espinela
inversa ciibica se rige por los mecanismos de nucleacién y crecimiento del cristal’>*’. La
nucleacién de los iones en solucién debe ser un primer paso discreto seguido por el
crecimiento de cristales para obtener particulas monodispersas?®. La etapa de nucleacién
depende de la formacion de grupos de iones en solucién en el punto donde la
sobresaturacion de los iones supera un valor critico. Las condiciones de solucion
experimental gobiernan los procesos de la etapa de crecimiento del cristal*2.
Los pardmetros que influyen en la formacién de magnetita son:

e Pureza de los reactivos: La pureza de los reactivos es un pardmetro sintético
importante en la formacion de magnetita. Los reactivos de sal de hierro divalentes
reportados en la literatura para co-precipitacion son cominmente FeClz - 4H>O o
FeSO4 - 7H>0. Las sales de Fe** son oxidativamente inestables?. En el aire, se
oxidan a formas de kaganeita (B-FeOOH) segun lo indicado por el cambio de
color (FeSO4 - 7H20 desarrolla un color naranja). Las sales de hierro trivalentes
pueden ser Fe(NO3); o FeCls - 4H,0. La sal de Fe** clorada es higroscépica; sin
embargo, algunas sales de hierro trivalentes pueden deshidratarse, lo que altera las
estequiometrias esperadas. El almacenamiento de los reactivos bajo nitrégeno y la
desoxigenacion cuidadosa de todas las soluciones antes de su uso previenen estas
inestabilidades. Finalmente, cuando se prepara magnetita por el método de co-

precipitacion, las sales de hierro di- y trivalentes disueltas deben usarse
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inmediatamente para prevenir la oxidacion o reacciones secundarias.

e Relacion estequiométrica y fuerza ionica: La formula de magnetita es FeO -
Fe»0s3, por lo tanto, la reaccién requiere 1 mol de Fe?* y 2 moles de Fe** para la
conversion estequiométrica. La inestabilidad oxidativa del ion Fe** ha llevado a
algunos investigadores a utilizar las proporciones molares de Fe**/Fe** > 0,5 3%,
Se predice que el Fe**/Fe** promedia una mezcla de reactivos estequiométricos,
porque la sal de Fe** hidratada se oxida a especies Fe’*.

e Naturaleza del cation de la base: El efecto de la naturaleza del catién de la base
de hidréxido utilizada para formar magnetita se ha investigado en términos de
propiedades magnéticas y estructuras cristalinas®’. La magnetizacién de
saturacion aumenta en el orden de las siguientes bases: KOH < NaOH < LiOH <
NH4OH. El andlisis de rayos X demuestra la presencia de especies no magnéticas,
cuando se utilizan bases alcalinas fuertes como KOH y NaOH, lo que sugiere que
los alcalis fuertes cambian el pH de la mezcla a pH ~ 14, creando complejos de
hidrato de hierro que son incapaces de formar magnetita. Estudios demostraron
que las preparaciones de magnetita que usan hidréxido de amonio en el rango de
pH de 8,5 a 10 no producen ninguna de las formas no magnéticas de 6xido de
hierro®” y que concentraciones de NHsOH de 0,25-2,0 M son adecuadas para
mantener las propiedades magnéticas de las particulas®.

e Concentracion de soluciones de sales de hierro hidratadas y orden de
adicion: Las concentraciones de las sales de hierro utilizadas en la
coprecipitacion de magnetita varfan ampliamente en la literatura. En
preparaciones a escala de laboratorio, el orden de adicion sigue donde la base se
introduce en la solucién de sal de hierro mezclada hasta que se forma la magnetita
en un rango de pH de 9-14. Sin embargo, en los procedimientos a escala
industrial, el orden de adicion se invierte y las sales de hierro acuosas se agregan a
la base. Gribanov et al.*’ demostrd, que la respuesta magnética aumentaba a
medida que la concentracién molar del reactivo aumentaba hasta un limite de ~
0.1 M. Ademas se demostrd, que si los reactivos estdn demasiado concentrados
durante la formacion de magnetita, el agua no puede participar en la hidrélisis y
limita la movilidad de las especies de iones de hierro di y trivalentes y, por lo
tanto, su capacidad de policondensar’’. La velocidad de adicién de la base debe

ser rapida (1-2 s) con agitacion intensa. Una adicion de base lenta crea regiones
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no homogéneas de las especies de hierro hidratado, lo que conduce a compuestos
de hierro no magnéticos®’.

e Efecto de la temperatura: La cinética de la formacién en funcién de la
temperatura sugiere una dependencia tiempo-temperatura de la tasa de formacion
de especies magnéticas. El periodo de induccion para la formacién de particulas
magnéticas disminuye con un aumento de la temperatura. Los resultados indican
que la temperatura no debe superar los 343 K, ya que por encima de ella la calidad

de la particula se ve afectada negativamente®*?’.

V.4.1.2. Descripcion de la sintesis de magnetita

Las nanoparticulas de magnetita se prepararon por el método de coprecipitacién®’,
para lo cual se coloc en un baldn los reactivos en el orden: 150 mL de agua desionizada,
0,046 mol de tricloruro de hierro hexahidratado (FeCl3.6H>0) y 0,0115 mol de sulfato de
hierro heptahidratado (FeSO4.7H>0). La mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 h, bajo un
flujo de nitrégeno para evitar que la magnetita se oxide en el aire a maghemita. Durante el
proceso se observd la formaciéon de una coloraciéon negra asociada a la formacién de
magnetita. Finalizado se agregé NH4OH hasta alcanzar un pH = 11. El producto se llevé a
un vaso de precipitados, debajo del cual se colocé un imdn de neodimio para realizar la
separacion. Posteriormente se realizaron lavados con agua desionizada y etanol y se secé
en pistola de secado con CaCl, durante 4 h. Se obtuvo nanoparticulas magnéticas de color

negro brillosas, segiin se muestra en la Figura V.3.
(a) (b)
Figura V.3. Nanoparticulas superparamagnéticas a) sin aplicacién de un campo
magnético, b) con aplicacion de un campo magnético externo.

V.5. Caracterizacion fisicoquimica de los soportes
Los materiales fueron caracterizados por diferentes técnicas fisicoquimicas. La
determinacion de propiedades texturales: superficie especifica, volumen de poro y

distribucion de tamafio de poros fue realizada por adsorcion fisica de N> mediante un
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equipo NOVA-1000 Quantachrome perteneciente al SECEGRIN; el andlisis estructural se
realiz6 mediante: difraccidon de rayos X (XRD) en un equipo marca SHIMADZU modelo
XD-D1 equipado con monocromador perteneciente a CENACA; dispersion de rayos X a
bajo dngulo (SAXS) en un equipo XEUSS 1.0 (XENOCS), con un detector de rayos X
Pilatus100K (DECTRIS, Suiza) y una fuente de RX de Cu Ka 1,2 (A= 1.54178 A), en el
Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teéricas y Aplicadas (INIFTA-CONICET-
UNLP); y microscopia electronica de transmitancia (TEM) en un equipo JEM-2100Plus
perteneciente a SECEGRIN; la identificacion de las especies quimicas superficiales por
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) se realiz6 en un equipo
Multitécnica Specs equipado con una fuente de rayos X dual Mg/Al y un analizador
hemiesférico PHOIBOS 150 en el modo trasmisién analizador fijo (FAT) perteneciente a
INCAPE-CONICET, CENACA-UNL,; la existencia de grupos funcionales y su naturaleza
quimica por espectroscopia infrarroja (FTIR) en un espectrofotdémetro Shimadzu FTIR
Prestige-21 perteneciente a CENACA-UNL. Ademds, para el caso de la SBA-15, la
estructura quimica fue analizada por resonancia magnética nuclear (RMN) de s6lidos en un
espectrofotometro Bruker Avance I1-300 (59,6 MHz) perteneciente a LaNAIS-UNC-
CONICET. Mayores detalles de estas técnicas se describen en el Anexo A.

V.6. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica
La caracterizacion fisicoquimica de los materiales sintetizados consistié en evaluar las

propiedades texturales, estructurales y superficiales, las cuales se detallan a continuacién.

V.6.1. Evaluacion de las propiedades texturales

La caracterizacion textural de los productos sintetizados se realizo por fisisorcion. En
la Figura V.4 se presentan las isotermas de adsorcion-desorcion de N> y la distribucién de
tamafo de poro, para cada muestra. Las superficies especificas determinadas por el método
BET (SBer) se realizaron en un rango de presiones relativas comprendidas entre 0,05 y
0,35. Las distribuciones de tamafios de poro fueron calculadas de las correspondientes
ramas de adsorcion de las isotermas de N> usando el método Barret-Joyner-Halenda (BJH).
Los volimenes de poros fueron determinados a partir de las ramas de adsorcion de las
isotermas a una presion parcial de 0,99. Los valores obtenidos de los pardmetros texturales

de los soportes son presentados en la Tabla V.1.
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Tabla V.1. Pardmetros texturales de los soportes determinados a partir de las isotermas
de adsorcion-desorcion de N>

Muestra Seer (M%/g) Vp (cm?/g) Dp (A)

SBA-15 578 1,68 117
ALO3 266 0,90 136
Fe;0q4 52 0,18 90

Como puede observarse en la Figura V.4.a izquierda, la isoterma de adsorcion-
desorcién de SBA-15 es del tipo IV con loop de histéresis tipo H1 a presion relativa (P/Po)
desde 0,45 a 0,98 lo cual es representativo de un material mesoporoso de canales
cilindricos'®.

Los valores de superficie especifica, volumen de poro y didmetro de poro medio de la

SBA-15 concuerdan con los reportados en la literatura*' .
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Figura V.4. Isotermas de adsorcién-desorcion de N> (izquierda) y Perfiles de
distribucién de tamafio de poro (derecha), correspondientes a: a) SBA-15, b) ALOs y ¢)
Magnetita.

Ademas, como se observa en la Figura V.4.a derecha, la SBA-15 presenta poros con

diametros de entre 10-500 A, existiendo un maximo en la curva de distribucién de tamanos

a didmetros de poro de 60-90 A
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La isoterma de adsorcion-desorcion de N> correspondientes a la alimina se presenta en
la Figura V.4.b izquierda. Al igual que como se observé con SBA-15, la isoterma es del
tipo IV con loop de histéresis H1 a presion relativa (P/Po) entre 0,50 y 0,98, caracteristico
de los materiales mesoporosos. El loop correspondiente a la condensacién capilar se
desplazan ligeramente a presiones relativas mayores, lo que refleja un aumento en el
tamafio de los mesoporos?!. La correspondiente curva de distribucién de tamafio de poros
(Figura V.4.b derecha) indica un rango de poros entre 10-800 A, con baja proporcion de
microporos®!. El maximo en la curva de distribucién de tamafios a didmetros de poro se
presenta entre 100-200 A.

De igual manera que como fue observado para los otros materiales, la magnetita
presentd una isoterma de adsorcidén-desorcidon de N> del tipo IV (Figura V.4.c izquierda).
La histéresis que presenta dicha isoterma es tipo H3, caracteristica de poros con forma de
hendidura y/o tamafio o forma no uniforme®. La curva de distribucién de tamafio de poros
muestra que el rango de poros seria en el rango de mesoporos (50-500 A). Similares
valores de propiedades texturales son reportados en la bibliograffa, para este material*®.
V.6.2. Evaluacion de las propiedades estructurales

Las propiedades estructurales de los materiales se determinaron mediante la técnica de
difraccidon de rayos X (XRD) y/o dispersion de rayos X de bajo dngulo (SAXS), luego de
ser estabilizados térmicamente a la temperatura de calcinacion establecida en la sintesis. La
misma brinda informacién acerca del ordenamiento de los 4tomos en materiales
cristalinos*’.

Inicialmente, mediante XRD se identificé y caracterizé el ordenamiento estructural
presente en los soportes. La identificacion se realizé por medio de bases de datos
cristalograficos de polvos. En la Figura V.5 se muestra los difractogramas obtenidos para
los diferentes soportes. Las muestras de SBA-15 y Alimina produjeron patrones de

difraccién identificados como fase SiO, amorfa y y-ALO3; amorfa*s#°

, respectivamente. El
patron de silice observado corresponde a 20 = 23°, mientras que el patron de la alimina
muestra tres picos principales que corresponden a las reflexiones dsi1, d4oo y daso de la fase
y- ALO3% (los cuales aparecen a 20 = 36,8; 45,6; 66,7 respectivamente). La Magnetita
produjo patrones de difraccién identificados como Fe3O4 y a-Fe;04!?

que aparecen a 20 = 30,2°, 35,7°, 43,8°, 54,5°, 57,3° y 63,8° estin indexados a la

. Los picos fuertes

estructura de espinela ctibica cristalina de las NPM>>>4,
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Figura V.5. Difractogramas DRX de a) SBA-15, b) ALO3, ¢) Fe;04.

Posteriormente a partir de los

——SBA-15
estudios de SAXS se determind el — AL O3

ordenamiento estructural de SBA-15 y
(100)
Alimina, cuyos patrones de difraccion

se muestran en la Figura V.6. Como

Intensidad (u.a.)

puede observarse a simple vista, ambos ao o

materiales presentan picos a bajos /

55,56, 0 1 2 3 4 5 6
) 20 ()
Por su parte, la SBA-15 presento Figura V.6. Perfil de SAXS de SBA-15 y

una  sefial de  pico  fuerte Alimina.

angulos de difraccién

correspondiente al plano de simetria (100) y dos picos débiles, correspondientes a los
planos de simetria (110) y (200), lo que sugiere un grado de ordenamiento de los
mesoporos”’.

A su vez, la Alumina solo present6 la sefial de pico fuerte correspondiente al plano de
simetria (100). Si bien la bibliografia reporta la existencia de los planos de simetria (100),
(110) y (200) como patrones SAXS para una alimina mesoporosa bien ordenada’®; en los
resultados obtenidos no se dilucidaron en el difractograma los planos de simetria (110) y
(200), por lo que habria una cierta aleatoriedad en el empaquetamiento de los canales, lo

que se denomina canales del tipo worm-like*.
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Figure V. 7. Micrografias de TEM correspondiente a SBA-15(A) y Alimina (B).

Por medio de microscopia electronica de transmitancia (TEM) fueron evaluadas
también las estructuras de los soportes SBA-15 y Alimina. En el caso de la SBA-15, en la
vista lateral (perpendicular al eje de los canales) se alcanza a ver canales rectos
unidimensionales mientras que en la vista frontal se observa el arreglo hexagonal®®. En la
vista lateral de la imagen TEM obtenida para la alimina se observan canales rectos, y a su
vez parece haber un sistema de poros mds o menos aleatorio (worm-like), lo cual

concuerda con lo informado por otros investigadores® y los resultados obtenidos por
SAXS.

V.6.3. Evaluacion de las propiedades quimicas estructurales y superficiales
A continuacién se evaldan las propiedades quimicas estructurales y superficiales de los

materiales: SBA-15, Alimina y Magnetita.

V.6.3.1. Propiedades quimicas estructurales y
superficiales de la SBA-15
Utilizando la técnica 2°Si-RMN, fue posible

evaluar la composicion estructural de la silice

Intensidad (a.u.)

que compone la SBA-15. Como puede
observarse en la Figura V.8, el espectro >Si-

RMN de SBA-15 mostr6 tres picos de

resonancia atribuidos a, estructuras de enlaces 60 -80 -100 -120 -140

ppm
de silicio caracterizados por la ausencia de

grupos oxhidrilo [(SiO)4Si], la presencia de  Figura V.8. Espectro *’Si-RMN de
SBA-15.
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grupos silanol aislados [(Si0)3Si-(OH)], y grupos de silanol terminal [(S10).Si-(OH)2]
identificados como Qs (d=-111ppm), Q3 (d=-103 ppm) y Q2 (d=-93 ppm)
respectivamente**. Estos resultados concuerdan con la naturaleza de especies quimicas del
tipo Si-O reportadas para SBA-15 en la bibliografia*.

Por medio de FTIR es posible obtener informacién de los grupos quimicos presentes
en la superficie de los materiales. En la Figura V.9 se muestra el espectro FTIR
correspondiente a la SBA-15, el cual muestra una banda ancha alrededor de 3400 cm’!
correspondiente a la superposicion de las bandas de estiramiento de O-H unidas al H de
moléculas de agua (H-O-H) y al estiramiento SiO-H de los silanoles de la superficie unidos
al agua molecular (SiO-H---OH3). El modo de vibracion de O-H de las moléculas de agua
adsorbidas es responsable de la banda centrada a 1627 cm™'. Ademds, las vibraciones de
estiramiento en el plano Si-O de los grupos silanol Si-OH aparecen a 956 cm’, cuya
intensidad razonablemente alta explica el grado de polimerizacién relativamente bajo de
las matrices de silice. Las intensas vibraciones del enlace covalente Si-O-Si que aparecen
en el rango de 1100-1000 cm™ indican la existencia de una red de silice, donde los dtomos
de oxigeno desempeian el papel de puentes entre dos atomos de silicio. Ademads, la
vibracién de estiramiento simétrico de Si-O-Si y su modo de flexién aparecen a 798 y 470
cm’!, respectivamente. La banda de baja energia a 555 cm™ se asigna al estiramiento Si-O
de los defectos de la red de silice. También se distinguen varias bandas en el rango 2924-
2835 cm’! asignadas a las vibraciones de estiramiento simétricas y anti-simétricas de las
vibraciones de estiramiento de grupos -CHa- del surfactante residual. Hay varias bandas de
vibracion atribuidas a las vibraciones de flexion de los grupos -CH»- de la plantilla en el

rango de 1496-1350 cm™'#4,

Vanina A. Guntero V-23



Sintesis y caracterizacion de los soportes inorgdnicos CAPITULO V

2924-2835
-CH,-

956

Transmitancia (%)

470
3400 Si-O-Si

OH

SiO-H 1100-1000
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm'l)

Figura V.9. Espectro FTIR de SBA-15.

Ademads, se utilizd la espectroscopia electronica de rayos X para investigar la
estructura electrénica superficial de este material. En la Figura V.10 se encuentra el
espectro correspondiente a la SBA-15. Del mismo se observan los picos caracteristicos de
Si2p (104 eV), Si2s (155 eV), Cls (288 eV) y Ols (534 eV), los cuales son coincidentes

con los reportados en la bibliografia®!.

Ols

Intensidad (s'l)

Si2s Si2p
Cls

. . . . . . . . . T ;
600 500 400 300 200 100 0
Energia de union (eV)

Figura V.10. Espectro de XPS de SBA-15.

V.6.3.2. Propiedades quimicas estructurales y superficiales de la Alimina
En la Figura V.11 se muestra el espectro FTIR obtenido de la alimina sintetizada. Las

bandas a 3464, 1631 y 1126-1049 cm™ pueden resultar de las vibraciones del estiramiento
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y flexién de —OH en la superficie compuesta de alimina hidratada-Pluronic P123%. La

amplitud de la banda en 3464 cm™! surge de enlaces de hidrégeno intermolecular®!-¢.

1126-1049
1631

Transmitancia (%)

3464

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura V.11. Espectro FTIR de AL,Os.

Como puede observarse las diferentes morfologias de la y-AlOs3 tienen un espectro
similar a la regién de los OHs®.

La Figura V.12 muestra la presencia de las especies de Al y O en la alimina. Los
picos caracteristicos de Al2p, Al2s, Cls, Ols estdn presentes en una energia de union de
75, 120, 285, 532 eV respectivamente. La posicion de energia de Al2p corresponde a la

formacién de la fase AOs. Estos datos coincidieron con los reportados en la literatura®.

Ols

Intensidad (u.a.)

u‘/\ Cls Al2s Al2p

600 500 400 300 200 100 0
Energia de union (eV)

Figura V.12. Espectro de XPS de ALOs.

V.6.3.3. Propiedades quimicas estructurales y superficiales de la Magnetita
El espectro correspondiente a la magnetita se muestra en la Figura V.13. El pico que

se encuentra entre 500 y 600 cm™ corresponde a la vibracién Fe-O y esta relacionado a la
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fase magnetita®*®*. La banda a 1630 cm™! corresponde al modo bending de las vibraciones
—OH®. Las bandas entre 3000-3400, 2000-2400, 1000-1500 cm™! probablemente se deban

agua adsorbida.

3400-3000
H-O-H

Transmitancia (%)

1500-1000

H-O-H
500-600

Fe-O

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (em™)

Figura V.13. Espectro FTIR de Fe30s.

V.7. Conclusiones

En base a los resultados presentados en este capitulo, es posible concluir que los
materiales SBA-15, alimina y magnetita a ser utilizados como soportes en esta tesis,
pudieron ser sintetizados adecuadamente a partir de los métodos de referencia.

La caracterizaciéon fisicoquimica realizada teniendo en cuenta las propiedades
texturales, estructurales y quimicas de estos materiales, reportd similares resultados a los

informados en la bibliografia por los procedimientos de sintesis seleccionados.
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VI.1. Introduccion

En este capitulo se describen los avances realizados sobre la preparacion vy
caracterizacion de los materiales desarrollados al soportar los ligandos quimicos
sintetizados sobre distintos materiales preparados en el capitulo V. A estos sistemas se los
denomina cominmente compositos o0 materiales compuestos, ya que estin formados por
materiales de origen orgdnico e inorgdnico'~.

Los ligandos quimicos seleccionados para esta etapa fueron los que presentaron
propiedades antioxidantes: BVA, BEG, y propiedad sensora cromogénica: MA2. Como

soportes se seleccionaron: SBA-15, ALO3 y Fe3Oa.

VI.2. Anclaje de los soportes sdlidos: fundamentos
Para anclar los ligandos quimicos sobre los soportes se evaluaron tres procedimientos:
impregnacion, fusién e impregnacion asistida por microondas, los cuales se describen a

continuacion.

VI.2.1. Impregnacion

La impregnacion es el procedimiento mediante el cual un cierto volumen de solucién
que contiene el ligando quimico se pone en contacto con el soporte sélido, el cual en una
etapa posterior se seca para eliminar el disolvente embebido. Se pueden distinguir dos
métodos de contacto, dependiendo del volumen de solucién: impregnacién himeda e
impregnacion a humedad incipiente. En la impregnacién himeda el espacio de los poros
del soporte se llena primero con el mismo solvente que se usa en la solucién del ligando
quimico (LQ) y en una segunda etapa, el soporte humedecido se trata luego con la solucién
del LQ. La impregnacion real tiene lugar cuando el soporte lleno de solvente se sumerge en
la solucion del ligando. Durante esta etapa el LQ migra progresivamente de la solucién a
los poros del soporte, siendo la fuerza impulsora el gradiente de concentracion entre la
solucién a granel del LQ y la solucién dentro de los poros®. Después de un cierto tiempo,
se elimina el exceso de solvente por secado. Este tipo de impregnacion debe evitarse
cuando la interaccion entre los LQ y el soporte es demasiado débil como para garantizar la
deposicién del primero*>. En la impregnacién a humedad incipiente, el volumen de la
solucidn del ligando quimico de concentracion apropiada es igual o ligeramente menor que
el volumen de poros del soporte. El control de la operacion debe ser preciso, y puede ser
necesario realizar el proceso de impregnacion en forma repetida, para lograr de este modo

la completa impregnacion del LQ sobre el soporte. La carga madxima estd limitada por la
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solubilidad del LQ en la solucién. Para ambos métodos, la variable operativa es la
temperatura, que influye tanto en la solubilidad del LQ como en la viscosidad de la
solucién y, como consecuencia, en el tiempo de humectaciéon. La concentracion del LQ
impregnado sobre el soporte depende de las condiciones de transferencia de masa dentro
de los poros durante la impregnacion y el secado®.

Uno de los inconvenientes que puede presentar el método de impregnacién a humedad
incipiente es que, al emplearse pequeas cantidades de soporte se necesite un volumen de
solucién del LQ muy pequefio que podria ser insuficiente para mojar todo el soporte, en
consecuencia se obtendria una distribucion heterogénea del precursor y el método
resultaria casi impracticable.

Para evitar este inconveniente, se recurre a un método que permite determinar el
volumen necesario de soluciéon impregnante del LQ a emplear, de manera tal que dicho
volumen logre mojar completamente el soporte a impregnar.

Este método presenta una serie de etapas a cumplir que se detallan a continuacion:

1. Etapa 1: determinar el volumen de mojado del soporte. Para ello se pesa una cierta
masa de soporte (Wo; en g), y se agrega sobre el mismo, gota a gota, el solvente mientras
se agita hasta que el s6lido adquiera una consistencia de pasta, lo cual indicaria que los
poros del soporte han sido llenados con el solvente. Se registra el volumen de soluciéon
necesario para mojar completamente el soporte (Vo; en mL) y se calcula la relacién Vo/Wo,
denominada volumen de mojado del soporte (Vwm; en ml/g).

2. Etapa 2: Una vez que se conoce el volumen de mojado, se pesa la masa de soporte
que se quiere impregnar (W; en g) y se determina el volumen de solucién impregnante del
LQ necesario a emplear (V; en ml) mediante la siguiente ecuacion:

V= % =W.Vy (Ecuacién VI.1)
0

3. En base a la carga del precursor requerida sobre el soporte (C,) se determina la
masa del ligando quimico (Wp; en g) mediante la ecuacion VI.2:

W.C
Wp = b
100

(Ecuacion VI.2)

Donde:
Cp: g del LQ/100 g de soporte.
4. Se prepara la solucion del LQ de concentracion C (g/ml) dada por la Ecuacion

IV.3:
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C=— (Ecuacién 1V.3)

5. Finalmente se agrega gota a gota el volumen V (ml) de solucién del LQ sobre la
masa W (g) del soporte®.
Teniendo en cuenta lo expuesto previamente, se optd por utilizar el método de

impregnacion a humedad incipiente.

VIL.2.2.Fusion

Esta técnica consiste en poner en contacto el ligando quimico con el soporte, para
luego llevar la mezcla a la temperatura de fusiéon del LQ para que funda y de este modo
penetre sobre los poros del soporte’. Este procedimiento se lleva a cabo generalmente
sobre un crisol, de modo de poder llevarlo a una mufla, la cual permite trabajar a altas
temperaturas en forma controlada. Luego, la mezcla obtenida se enfria y se muele para

obtener homogeneidad en la preparacion.

VI1.2.3. Impregnacién asistida por microondas

Este procedimiento es similar al descripto en impregnacién solo que se produce a
temperaturas controladas bajo condiciones de horno microondas, por lo cual cominmente
se lo nombra en la bibliografia como impregnacién asistida por microondas®. En este
procedimiento el ligando quimico se disuelve o dispersa en una minima cantidad de
solvente, junto con el soporte. Posteriormente la mezcla se lleva a horno microondas bajo
temperaturas controladas y agitacion. La mezcla obtenida se seca en estufa de manera de
lograr la total evaporacidn del solvente. Las condiciones controladas de trabajo, permiten
realizar el proceso de impregnacion y evaporacion del solvente en poco tiempo,

preservando de este modo la integridad del ligando quimico.

VL3. Descripcion experimental de métodos de anclaje de los soportes
Los métodos de preparacion explicados previamente se utilizaron para anclar los
ligandos quimicos sobre los soportes, con una concentracion tedrica de aproximadamente

10,0 g de LQ/100 g de soporte, utilizando los procedimientos descriptos a continuacion:

a) Anclaje de los soportes por humedad incipiente
Inicialmente se calcul6 el volumen de mojado. Para lo cual se pes6 2,05 g del soporte

y se agreg6 13,3 mL del solvente para obtener la consistencia pastosa. Con estos datos se

Vanina A. Guntero VI-5



Ligandos quimicos soportados en materiales porosos CAPITULO VI

calcul6 el volumen de mojado (Vwm), cuyo valor fue de 4,5 mL/g. Considerando que se
quiere impregnar el ligando quimico en 1,5 g del soporte y que el Vm es de 4,5 mL,
mediante la Ecuacion VI.1 se determin6 que el volumen de solucién impregnante a utilizar
la cual fue de 6,75 mL.

Luego se colocé la masa del soporte (1,5 g) en un vaso de precipitado y con una bureta
se agregd gota a gota el volumen necesario de la soluciéon impregnante del LQ (6,75 mL de
etanol), homogeneizando el s6lido con una espatula. Por dltimo, el solvente se removié en

un evaporador rotatorio y se secé en estufa a 80 °C toda la noche.

b) Anclaje de los soportes por fusion

Esta técnica consistié en mezclar 0,15 g del ligando quimico con 1,5 g del soporte en
un crisol con tapa. Luego se llevé a una mufla a 350 °C durante 60 min. Transcurrido este
tiempo se enfrid lentamente en atmdsfera controlada. Posteriormente el material obtenido

se homogeneizé en mortero.

¢) Anclaje de los soportes por impregnacion asistida por microondas

Los ligandos se soportaron en los materiales por impregnacion asistida por
microondas, en un microondas Anton Paar Monowave 300. Para tal propdsito, se colocd
0,15 g del ligando en un vial de 30 mL de capacidad, y se agregé 1,5 g del soporte. Luego
se afiadié 18 mL de una solucién de etanol:agua (50:50 v/v). La reaccién se realiz6 a 70
°C, 1200 rpm, durante 20 min. Posteriormente, se dejé enfriar, y el material resultante se

secd a 80 °C durante 5 h.

V1.4 Fundamentos de la eficiencia de anclaje (EA)

El anclaje se define como el recubrimiento o atrapamiento de un compuesto de interés,
dentro de una matriz sélida o liquida’. En el caso de las preparaciones realizadas en este
trabajo de tesis, es importante conocer la cantidad del ligando quimico que se ha anclado
sobre el soporte, por lo cual se determiné la eficiencia de anclaje. La eficiencia de anclaje
da una idea del porcentaje de ligando quimico que fue atrapado/adsorbido con éxito en el

soporte poroso. La EA se define por medio de la Ecuacién V1.4 siguiente manera'’:

cantidad real del LQ
.1009
cantidad inicial del LQ %

EA (%) = (Ecuacién V1.4)
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La cantidad real de ligando quimico se determina por extracciéon y cuantificacion del
LQ del composito sintetizado, mientras que la cantidad inicial es considerada la cantidad

del LQ de la cual se partié para producir el anclaje (masa inicial del LQ).

VI1.4.1. Descripcion experimental de la eficiencia de anclaje

El ligando quimico anclado en el soporte fue removido usando una mezcla de
acetona:DMSO (50:50 v/v). Para éste propésito, 0,1 g del composito sintetizado se mezcld
con 20 ml de la mezcla de solventes, agitdndose durante 20 min y posteriormente se sonic
durante 30 min. Luego, la suspension se filtré y la masa del ligando quimico se determind
por espectroscopia UV usando una curva de calibracién obtenida a partir de soluciones

estandar de los ligandos.

VL5. Anclaje de ligandos quimicos con propiedades antioxidantes

Los ligandos quimicos con propiedades antioxidantes que se eligieron para soportar
fueron: BVA y BEG. Ambos se soportaron inicialmente sobre SBA-15 por los métodos de
humedad incipiente, fusion e impregnacion asistida por microondas, con el objetivo de
determinar el método de anclaje mas adecuado. Para una mejor comprension de lo que se

describe a continuacion se adapta la nomenclatura que se presenta en la Tabla VI.1.

Tabla VI.1. Nomenclatura de asignacion de muestras evaluadas en la seleccion de
métodos de anclaje

Soporte | Ligando Quimico Meétodo de anclaje Nomenclatura
- - SBA
Humedad Incipiente (HI) BVA/SBA(HI)
bis-vainillina Fusién (F) BVA/SBA(F)
(BVA) Impregnacion asistida por
BVA/SBAMW)
SBA-15 microondas (MW)
Humedad Incipiente (HI) BEG/SBA(HI)
bis-eugenol Fusion (F) BEG/SBA(F)
(BEG) Impregnacidn asistida por
BEG/SBA(MW)
microondas (MW)
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Posteriormente, en base a los resultados obtenidos en esta etapa inicial, se seleccioné un
método de referencia que fue utilizado para soportar BVA y/o BEG sobre los soportes

Aliimina y la Magnetita.

VIL.5.1. Seleccion del método de anclaje

Para evaluar los métodos de anclaje propuestos, los materiales sintetizados segin
Tabla VI.1, fueron caracterizados por diferentes técnicas fisicoquimicas. En especial se
centré el estudio en la determinacién de propiedades texturales: superficie especifica,
volumen de poro y distribucién de tamafios de poros por adsorcién fisica de Nz; la
determinacién de la estructura cristalina por difraccion de rayos X (DRX); la
determinacion de la Eficiencia de Anclaje (EA%); y pruebas de liberacion de los LQ. A

continuacion se presentan los resultados obtenidos de las caracterizaciones realizadas.

VIL.5.1.1. Evaluacion de las propiedades texturales

La caracterizacion textural de los materiales se realiz6 mediante fisisorcion de
nitrégeno. A partir de las correspondientes ramas de adsorciéon de las isotermas de
adsorciéon/desorcion de N> (Figura VI.1), se determind la superficie especifica (Sger), el
volumen de poro (Vp) y la distribucién de didmetro de poros (Dp) para cada muestra, cuyos
valores obtenidos se presentan en la Tabla VI.2. En todos los casos se compard con los
valores obtenidos para el soporte SBA libre, cuyos valores fueron reportados en el capitulo
V.

Como puede observarse en la Figura VI.1, las isotermas de los materiales sintetizados
son de tipo IV con loop de histérisis H1 a presion relativa (P/Po) desde 0,45 a 0,98 lo cual
es representativo de mesoporos cilindricos. Independientemente del método, el anclaje de
BVA y BEG sobre SBA caus6 reduccion en la superficie BET, el volumen de los poros y
en el didmetro medio de los poros, lo cual es atribuido a que las moléculas de los ligandos
quimicos se encontrarian dentro de los poros de la silice, lo que reducen la adsorcién de
nitrogeno y por consiguiente la disminucion de los pardmetros texturales, en relacion a los

valores obtenidos para SBA.

Vanina A. Guntero VI-8



Ligandos quimicos soportados en materiales porosos CAPITULO VI

—— BVA/SBA(MW) —— BEG/SBA(MW)
—— BVA/SBA(HI) —— BEG/SBA(HI)
—— BVA/SBA(F) —— BEG/SBA(F)

Cantidad adsorbida (cm3/g)
Cantidad adsorbida (cm3/g)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Presion relativa (P/P) Presion relativa (P/P)

Figura VI.1. [sotermas de adsorcién-desorcién de N> de las muestras de BVA/SBA
(izquierda) y BEG/SBA (derecha) obtenidos por diferentes métodos de anclaje.

Tabla VI.2. Parametros texturales de materiales, medidos por isotermas de adsorcion-
desorcion de Nj

Muestra Seer (M*/g) Vp (cm’/g) Dp (A)

SBA 578 1,68 117
BVA/SBA(HI) 492 0,77 70
BVA/SBA(F) 474 0,82 62
BVA/SBA(MW) 388 0,78 89
BEG/SBA(HI) 496 0,79 68
BEG/SBA(F) 489 0,72 67
BEG/SBA(MW) 264 0,61 100

VL5.1.2. Evaluacion de las propiedades estructurales

Las propiedades estructurales de los materiales se determinaron por DRX,
comparando el difractograma obtenido para el soporte SBA (Figura V.5), con los obtenidos
para las muestras de BVA, BEG, BVA/SBAMW), BVA/SBA(HI), BVA/SBA(F),
BEG/SBA(MW), BEG/SBA(HI) y BEG/SBA(F). De la Figura V1.2 se observa que, si bien
los ligandos quimicos son so6lidos y presentan alto grado de estructura amorfa, ambos
presentaron un patrén de difraccion. El patrén DRX observado a 20 = 23° corresponde a la
silice amorfa tal como se indic6 anteriormente (Capitulo V). También se observo un patron
DRX similar al de la silice para los compositos BVA/SBA y BEG/SBA obtenidos por los

distintos procedimientos de anclaje estudiados, lo que indicaria que los ligandos quimicos

Vanina A. Guntero VI-9



Ligandos quimicos soportados en materiales porosos CAPITULO VI

se encuentran ampliamente dispersos en la superficie del soporte, sin formar ninguna

nueva fase agregada'’.

M BEG/SBA(F)
W, "A vy vy

It BEG/SBA(HI)

—~ i —n BEG/SBA(MW)
] BEG
=]
-
= M BVA/SBA(F)
= M BVA/SBA(HI)
5 e BVA/SBA(MW)
=
= BVA

M SBA
' s —— I

10 20 30 40 50 6 70 80
26 (°)

Figura VI.2. Difractogramas obtenidos de las muestras BVA/SBA y
BEG/SBA obtenidas por diferentes procedimientos de impregnacién, en
comparacion con el difractograma del soporte SBA.

VL.5.1.3. Evaluacion de la eficiencia de anclaje
El contenido de BVA y BEG en los materiales sintetizados fue determinado por
extracciéon con acetona:DMSO y cuantificado por espectroscopia UV, cuyos valores son
presentados en la Tabla VI.3. Considerando los contenidos iniciales de los ligandos
quimicos utilizados en la preparacion de los compositos, se determind la eficiencia de
anclaje segun la Ecuacion VI.4. Como puede analizarse de los valores reportados en la
Tabla VI.3, los mayores valores de EA % fueron obtenidos para los procedimientos de
Impregnacion Incipiente e Impregnacion Asistida por Microondas. Los bajos valores de
EA % obtenidos con los métodos de fusion pueden deberse a que durante el proceso de
fusion existe un alto grado de degradacion de las moléculas de los ligandos quimicos a ser
anclados.
Con el objetivo de evaluar los resultados presentados en la Tabla VI.3, se determin6
por andlisis elemental el porcentaje de carbono en todas las muestras y, de este modo, se
verifico el resultado obtenido por extraccion y andlisis por UV. En base a la cantidad de

carbono en las muestras, por estequiometria se determiné el contenido correspondiente de
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Tabla VI.3. Evaluacién de la eficiencia de anclaje de los materiales

Contenido de LQ Contenido de LQ
Muestra determinado inicial EA %
(g %) (g %)

BVA/SBA(HI) 8,39 9,42 89,08
BVA/SBA(F) 6,27 10,22 61,35
BVA/SBA(MW) 8,72 9,54 91,44
BEG/SBA(HI) 7,92 9,41 84,19
BEG/SBA(F) 5,83 10,09 57,81
BEG/SBA(MW) 9,07 9,98 90,88

BVA o BEG. El contenido de estos ligandos quimicos presentes en los compositos, en
todos los casos fueron del orden a los contenidos obtenidos por andlisis UV, verificando de

esta manera los resultados reportados en la Tabla VI.3.

VI1.5.1.4. Evaluacion de la liberacion de BVA y BEG de los compositos

Se realizaron pruebas de liberacion de los ligandos quimicos BVA y BEG en
diferentes medios liquidos, para investigar el efecto de la incorporacion de estas moléculas
en SBA sobre los procesos de anclaje de los ligandos.

En la Figura V1.3 se muestran los resultados de la liberaciéon de BVA y BEG en
diferentes medios en relacion con el contenido total presente en los compositos a distintos
tiempos. Estos resultados muestran que un medio con un alto porcentaje de disolventes
organicos favorece la liberacion de los ligandos, mientras que los disolventes acuosos no
favorecen su liberacion de la matriz de SBA.

No hay cambios importantes en la liberacion de los ligandos en medios acuosos en
diferentes tiempos de prueba, mientras que hay una diferencia sustancial cuando las
pruebas se realizaron en medios ricos en solventes orgdnicos. La mayor liberacion de BVA
y BEG a partir de SBA que se observo en estos medios liquidos, no solo se atribuiria a la

mayor solubilizacion de los ligandos quimicos en los disolventes organicos probados, sino
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también a la facilidad de su difusion desde la matriz de silice al medio. El menor
porcentaje de liberacion observado en las muestras obtenidas por el procedimiento de
fusion, podria deberse a la baja incorporaciéon de BVA y BEG en el soporte SBA, lo cual
puede atribuirse a que parte de los compuestos BVA y BEG se degradaron durante el

proceso de anclaje, segin fue observado al evaluar la efectividad del anclaje.

I 0 min Fusion I 0 min Fusion
30 | 224 30 min 304 22 30 min
I 60 min B33 60 min
[ 90 min [ 90 min
o I 120 min < B 120 min
€ | m150 min € | mEE 150 min
< 204
> 20 g 20
-] =-]
g
g g
2 )
= 10+ 2 10
= NS
Agua  Etanol:Agua DMSO:Agua DMSO Agua  FEtanol:Agua DMSO:Agua DMSO
Medio liquido Medio liquido
40 50
I 0 min Humedad incipiente I 0 min Humedad incipiente
22 30 min 22 30 min
I 60 min 40| 60 min
30 -| [ 90 min I 90 min
< I 120 min < SR 120 min
£ | o150 min $ | mmm150 min
< w 30 1
> =
R 204 -]
£ &
) i} 20
& &
St i
@ %)
= =
A 104 2
10
0- 0-
Agua Etanol:Agua DMSO:Agua DMSO Agua Etanol:Agua DMSO:Agua DMSO
Medio liquido Medio liquido
60 60
I 0 min Microondas I 0 min Microondas
22 30 min
50 4 50 - N 60 min
[ 90 min
B 120 min

I 150 min

Liberacién BVA (%)
g
Liberacién BEG (%)
w
=

20 20
10 104
0- 0
Agua Etanol:Agua DMSO:Agua DMSO Agua Etanol:Agua DMSO:Agua DMSO
Medio liquido Medio liquido

Figura VL.3. Ensayos de liberaciéon de BVA y BEG de los materiales en diferentes
medios.
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En base a los resultados obtenidos en posible concluir que tanto los procedimientos de
impregnacion a humedad incipiente como el de impregnacién asistida por microondas,
serian adecuados para soportar los ligandos quimicos sobre SBA. Sin embargo, teniendo en
cuenta las ventajas tecnoldgicas y los mejores resultados obtenidos con el procedimiento
de impregnacidn asistido por microondas (MW), se selecciona dicho método de anclaje de
los ligandos para los demds materiales y ligandos quimicos a evaluar.

Para una mejor comprension de los fendmenos de interaccion de los ligandos quimicos
con el soporte SBA, se sometieron las muestras preparadas por el procedimiento de
impregnacion asistida por microondas BVA/SBA(MW) y BEG/SBA(MW), a otras
técnicas de caracterizacion. En especial se evaluaron las propiedades estructurales por
RMN, SAXS y TEM; las propiedades quimicas superficiales por FTIR, XPS y por
espectroscopia de fluorescencia; asi como también las propiedades antioxidantes de estos

Ccompositos.

VL5.1.5. Evaluacion estructural de los materiales

Por medio de estudios de difractometria por SAXS se evalué el ordenamiento
estructural de los materiales BVA/SBA(MW) y BEG/SBA(MW), en relacién con el
soporte SBA. Los patrones de difraccion a bajo dngulo (26 = 0-6°) de estos materiales
junto con el correspondiente al soporte SBA se muestran en la Figura VI.4. Como puede
observarse estos materiales presentan picos de difraccidon correspondientes a los planos de
simetria (100), (110) y (200) presentes en la SBA, pero con menor intensidad, lo que indica
que el anclaje de BVA y BEG en SBA no afecta el orden estructural de la silice 2. Como se

dijo en el capitulo V, la presencia de

estos picos sugiere un grado de ——SBA

—— BEG/SBAMW)
ordenamiento de los mesoporos'>!'4. La —— BVA/SBAMMW)
disminucién de la intensidad de las
bandas de difraccion caracteristicas

indicaria que BVA y BEG ocuparian los

Intensidad (u.a.)

canales de la SBA, sin destruccion de la

estructura  ordenada del soporte's.

0 1 2 3
20 (°)
en otro caso donde se anclé a la Figura VI4. Patrones de difracciéon de
SAXS de las muestras SBA,
BVA/SBA(MW) y BEG/SBA(MW).

Resultados similares se han observado 4 5 6

estructura mesoporosa, vainillina'®.
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|
H

Figura VLS. Micrografias de TEM correspondientes a (A) BVA/SBA(MW) y (B)
BEG/SBA(MW).

Por microscopia electrénica de transmitancia fueron evaluadas también las estructuras
de las muestras, cuyas micrografias se muestran en la Figura VI.5. En las mismas, se
observan canales rectos en las vistas laterales, mientras que en las vistas frontales no se
observan mesoporos con arreglo hexagonal.

Para evaluar el tipo de interaccién superficial de los ligandos BVA y BEG sobre SBA
en las muestras preparadas por impregnacion asistida por microondas, se utilizaron como
técnicas espectroscopicas FTIR, RMN, XPS y Espectroscopia de Fluorescencia (EF).

El espectro FTIR del soporte SBA, de los ligandos BVA y BEG, y de los compositos
BVA/SBAMW) y BEG/SBA(MW) se muestran en la Figura VI.6. Las bandas
caracteristicas presentadas en los espectros de los ligandos BVA y BEG, respectivamente,
concuerdan con las asignaciones reportadas en el capitulo V. En el espectro de SBA, se
observa una banda cercana a 1635 cm™', principalmente como resultado de la vibracién de
flexién del H>O absorbida; y las tres bandas caracteristicas de los grupos Si-O-Si, en la
regién de flexién de OH: un pico ancho y fuerte centrado en 1084 cm™'; dos picos estrechos
y relativamente débiles cerca de 798 y 470 cm™, asociados con la red de silice condensada,
seglin lo reportado en el capitulo V. Ademds, se observa la banda caracteristica a 956 cm’!
indicativa de la presencia de grupos silanoles de la SBA. Luego del anclaje de BVA sobre
SBA y BEG sobre SBA, se puede observar que el pico correspondiente al grupo silanol
desaparece, lo que indicaria que los grupos silanol de la SBA interaccionarian con la BVA
y el BEG, lo cual coincide con resultados obtenidos previamente'>. Sin embargo, la
desaparicion de las vibraciones Si-O-Si podrian deberse a que el equipamiento utilizado
para realizarlo no tiene buena resolucién debajo de 1000 cm’, también puede haber

influenciado la dilucién al momento de preparacion de la pastilla.
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BEG/SBA(MW)

BEG

BVA/SBA(MW)

Transmitancia (%)

SBA

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm'l)

Figura VL.6. Espectro FTIR de: SBA, BVA, BEG, BVA-SBA(MW), BEG-
SBAMW).

El andlisis por RMN correspondiente a 2°Si (*Si-RMN) fue llevado a cabo para

confirmar el recubrimiento de SBA con BVA y BEG. Los espectros Si-RMN de las

muestras se muestran en la Figura VI.7. Como fue descripto en el capitulo V, el espectro

de SBA mostr6 tres picos atribuidos a las estructuras de enlaces del silicio caracterizados

por la ausencia de grupos oxhidrilo [(Si0)4Si], y la presencia de grupos silanol aislados

[(Si0);Si-(OH)], y de grupos de silanol
[(S10)2Si-(OH)2]
como Q4 (d=-111ppm), Q3 (d=-103 ppm) y
Q: (d=93 ppm)
Espectros similares se obtuvieron para los
BVA/SBA(MW) y

Los

teminal identificados

respectivamente'S.

compositos
BEG/SBA(MW). espectros

correspondientes a  estas  muestras
presentaron un ligero aumento en la
proporcién de las especies Q4 asignadas a
la ausencia de grupos OH wunidos a
estructuras del silicio, es decir que aumenta
la proporcién de las estructuras [(SiO)4Si],

debido a la interaccion de las moléculas de

(©

Intensidad (u.a.)

T T T
-120 -140

I -1I00 I
pPpm
Figura VL7. Espectros 2°Si RMN de (a)

T T T
-60 -80

SBA-15, (b) BEG/SBAMMW) vy (c)
BVA/SBA(MW).
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BVA y BEG con los grupos OH de los silanoles del soporte SBA. Ademas, la interaccion
entre estos grupos serian no covalente, de naturaleza electrostatica'®.

Los espectros de XPS se realizaron de manera de evaluar la composicién quimica
superficial de estos materiales. En especial, al analizarse la banda correspondiente a la
region del O 1s de las muestras BVA/SBA(MW) y BEG/SBA(MW) y compararla con el
espectro del soporte SBA, Figura VI.8, se observa un leve corrimiento del maximo de
dicha banda (533,5 eV) hacia menores energias de enlaces. Este corrimiento es atribuido a
interacciones del tipo electrostética (puentes de hidrégeno) entre los ligandos BVA y BEG

y los grupos OH con el soporte!”.

(a)
—(b)

(c)

Intensidad (u.a.)

540 538 536 534 532 530 528
Energia de union (eV)

Figura VIL.8. Espectro XPS de a) SBA-15, b) BVA/SBA-15 MW, c) BEG/SBA-15

Para explorar el comportamiento quimico de los ligandos al ser soportados en el
soporte SBA, se realizé un estudio de espectroscopia de fluorescencia. El espectro de
fluorescencia de los materiales de SBA con BVA y BEG analizados se muestra en la
Figura VI.9. La silica mesoporosa SBA no mostré fluorescencia, mientras que la BVA
mostré una banda de excitacion a 601 nm (Aem = 400 nm) y el BEG a 595 nm (Agm = 420
nm). El fendomeno de luminiscencia de BVA y BEG es producido por el sistema de
electrones  conjugados de dichas moléculas.

Los materiales BVA/SBA(MW) y BEG/SBA(MW) dieron una respuesta de
fluorescencia sensible a la misma longitud de onda que los ligandos BVA y BEG libres. En
estos casos, la fluorescencia de los compuestos aparece en una longitud de excitacion

definida debido a la fluorescencia de las moléculas de bis-vainillina y bis-eugenol que se
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soporta en los poros de la silice mesoporosa. Sin embargo, se observa que la intensidad de
fluorescencia de los compositos disminuye debido a la interaccidon de las moléculas BVA y

BEG con el soporte'®,

]500 (a) (b)

601 nm 1500 595 nm

__BEG/SBAMW)

/ i \ BVA/SBA(MW)

Intensidad de fluorescencia (u.a.)
Intensidad de fluorescencia (u.a.)

BEG
i
!
i SBA SBA
T T T T i T T T T T T T T T T T T
580 590 600 610 620 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura VL.9. Espectros de fluorescencia de SBA con a) BVA, b) BEG.

En bases a los resultados previamente analizados, es posible concluir que en los
compositos sintetizados existen interacciones débiles de naturaleza electrostatica,
posiblemente a través de puentes de hidrégeno, que conectan las moléculas BVA y BEG

con los grupos Si-OH presentes en la pared del soporte SBA.

VL5.1.6. Actividad antioxidante de los ligandos quimicos anclados sobre SBA

Se evalu6 la actividad antioxidante de los compositos BVA/SBA(MW) y BEG/
SBA(MW) utilizando el método de fosfomolibdeno, a dos niveles de concentracién molar:
2 mM, 6 mM. La actividad antioxidante de las muestras se compardé con la del
butilhidroxitolueno (BHT) y con el correspondiente ligando libre. Los ensayos se

realizaron por duplicado mostrando los resultados de los mismos en la Tabla VI.4.

Tabla VI.4. AAO de los compositos por el método del fosfomolibdeno

Muestra 2mM 6 mM
BHT 28,53+0,01 64,24+0,01
BVA 26,39+0,02 36,30+0,02
BVA/SBAMW) 31,05+£0,01 94,80+0,02
BEG 13,78+0,02 40,04+0,02

BEG/SBA(MW) 19,82+0,03 45,65+0,03
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Los datos obtenidos experimentalmente muestran que a una concentracion de 6 mM se
obtiene la mayor AAO. De la comparacion de AAO entre el ligando libre y el ligando
soportado se observa que, a un mismo nivel de concentraciéon, BVA anclada en SBA
presenté una mayor actividad antioxidante que la BVA libre. Lo mismo ocurrié con el
BEG anclado en SBA y el BEG libre. Este efecto puede ser justificado teniendo en cuenta
el tipo de interacciones que existe entre las moléculas de BVA y BEG vy el soporte SBA
mesoporoso. Las moléculas de BVA y BEG se encuentran altamente dispersas sobre la
superficie de la SBA, manteniéndose unidas por interacciones débiles, lo cual favorece la
formacion de las especies reactivas.

A continuacién, se evaludé el uso de diferentes soportes y el empleo de diferentes
moléculas a ser soportada, utilizdndose la impregnacién asistida por microondas (MW)

como método de preparacion.

VI.6. Evaluacion del uso de diferentes soportes

De manera de evaluar el método de impregnacién asistida por microondas sobre
diferentes soportes, en esta etapa se propuso anclar el ligando bis-vainillina (BVA) sobre
los materiales Alimina y Magnetita.

El composito obtenido al anclar BVA sobre Alimina (Al>O3) se identificard como
BVA/ALO3(MW); mientras que al composito obtenido al anclar BVA sobre Magnetita
(Fe3Os), como BVA/Fe;04MW). El contenido teérico de BVA en el composito
BVA/ALO3(MW) es de 10 g %; mientras que el contenido tedrico de BVA en el
composito BVA/Fe3;04(MW) es de 5 g %.

Los materiales sintetizados fueron caracterizados por diferentes técnicas y se
compararon con los soportes libres. En la Tabla VL5 se describen las principales
propiedades texturales y estructurales de los compositos sintetizados. Como se ha
observado con las impregnaciones sobre el soporte SBA, la incorporacion de BVA sobre
los soportes Al,O3 y Fe;O4 produce disminucion de las superficies especificas (Sger) y de
los volumenes de poro (Vp), ocasionando que los valores de los didmetros de poro medio
(Dp) cambien en relacion a los valores obtenidos para el soporte libre. La reduccion de los
parametros texturales de los compositos, indica que la BVA cubriria los poros de los
soportes. Al analizar los valores de Dp de los compositos sobre las curvas de distribucion
de tamafio de poro de los soportes A,O3 y Fe3Og4 libres presentadas en la Figura V.4 del

capitulo V, se observa que dichos valores corresponden a poros de menor didmetro. Esto
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indicaria que la BV A ha recubierto los poros de mayor didmetro en el soporte, originando

materiales con didmetros de poro menores.

Tabla VLS. Pardmetros texturales de materiales, medidos por isotermas de adsorcion-
desorcion de Nj

Material Seer (m*/g)  Vp(cm’/g) Dp (A) Fases cristalinas
ALLO3 266 0,90 136 v-ALO3
BVA/ALO3;(MW) 180 0,10 22 v-ALO3

Fe;04 52 0,18 104 7-Fe304; 0-Fe3 04

BVA/Fe304MW) 35 0,09 90 v-Fe304; a-FezO4

En la Figura VI.10 se muestran los patrones de difraccion de las muestras
correspondientes a: y-AlLQO; para alimina'®; y-Fe;Os4 y 0-Fe;Os4 para magnetita®*?!. La
presencia de la banda de difraccion a 26,8° en la muestra BV A/Fe3;04(MW) corresponde a
a-Fe3Os no evidenciable facilmente en el soporte inicial. De igual manera que con los
compositos de BVA y BEG de SBA, en estas muestras se concluye que no existe cambio
de fases cristalina en el soporte al anclar BV A sobre dichos soportes.

El andlisis cristalografico por SAXS para la muestra BVA/ALO3(MW), Figura

)
2
=
[}
=
g Fe O
S €Y,
=
® ® ® BVA/ALO,
ALO,
. T . T . T . T . T .
20 30 40 50 60 70 80

26 ()

Figura VI.10. Difractogramas obtenidos de las muestras de: a) AlOs, b)
BVA/ALO3, c) Fe;04, d) BVA/Fe304. [ ¢ :1y-Fes0y4 ;e:0-Fe304 ;&:y-ALOs]
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VI.11.a, presenta reduccién en el pico correspondiente al plano de simetria (100)*>%. La
disminucidn en la intensidad de dicho pico indicaria que BV A estaria ocupando los canales
del soporte, sin destruccion de su estructura ordenada. Estos resultados fueron confirmados
por TEM. Como puede observarse en la micrografia presentada en la Figura VI.11.b, el
composito presenté canales rectos (en la vista lateral), y a su vez parece haber una

distribucién de poros aleatoria®*.

—ALO, (a)
—— BVA/ALO (MW)

Intensidad (u.a.)

0:5 1:0 1:5 2:0 2:5 3.0
20() it

Figura VI.11. a) Difractograma SAXS de BVA/ALLO;(MW); (b) Micrografia TEM del
composito BVA/AL,O3;(MW).

Posteriormente se evalu6 por FTIR la composicion quimica superficial de los
compositos. Como puede observarse en el espectro correspondiente al composito
BVA/ALO3(MW) (Figura VI.12.a), todas las bandas a 3464, 1631 y 1126-1049 cm'
asignadas a las vibraciones del estiramiento y flexiéon de los grupos OH superficiales que
se encuentran presentes en el espectro correspondiente al soporte aliimina, desaparecen por
completo. Similares resultados se observan al evaluar el espectro correspondiente al
composito BVA/Fe;04(MW) (Figura VI.12.b). En especial, en este caso las bandas a 1630
cm! y las bandas entre 3000-3400, 2000-2400, 1000-1500 cm™ asignadas a los grupos OH
y al agua superficial presentes en la magnetita, disminuyen en intensidad y/o desaparecen.
Estos cambios en los espectros de los compositos, demuestran que los grupos OH
superficiales presentes en los soportes interaccionarian fuertemente con las moléculas de
BVA que ocupan los poros de estos materiales; de igual manera como fue observado con el

composito de BVA/SBA.
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Figura VI.12. Espectros de FTIR de los materiales: (a) basados en ALOs y (b) basados
en Fe3Oq.

Posteriormente se evalud la eficacia de anclaje de BVA en los compositos mediante el
procedimiento descripto previamente, cuyos valores se presentan en la Tabla VI.6. En
todos los casos, la EA fueron del orden del 90 %, siendo levemente inferior para el

composito BVA/Fe3;04(MW).

Tabla VI.6. Evaluacion de la eficiencia de anclaje del BV A en los diferentes soportes

Contenido de LQ Contenido de LQ
Muestra determinado inicial EA %
(g %) (g %)
BVA/ALO3;(MW) 8,65 9,15 94,50
BV A/Fe;04(MW) 4,18 4,92 84,90

La evaluacién de la AAO de los compositos BVA/ALbO3 y BVA/Fe30s4 se realizé por
el método del fosfomolibdeno descripto anteriormente a dos niveles de concentracion. En
la Tabla VI.7 se muestran los resultados obtenidos, observando que si bien todas las
muestras presentaron AAO, es notable el incremento de esta propiedad de los ligandos
soportados comparados con sus correspondientes libres. Los resultados sugieren
interacciones débiles de naturaleza electrostatica (enlace de hidrogeno) que conectan los
ligandos con grupos OH presentes en la pared de los soportes.

En base a los resultados obtenidos es posible concluir que los compositos BVA/ALO3
y BVA/Fe;04 presentan actividad antioxidante semejante a los compositos BVA/SBA. El

tipo respuesta encontrada se relaciona con la manifestada por los compositos de SBA con

BVA y BEG.
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Tabla VLI.7. AAO de los compositos por el método del fosfomolibdeno

Muestra 2 mM 6 mM
BHT 28,53+0,01 64,24+0,01
BVA 26,39+0,02 36,30+0,02

BVA-ALOs; 40,99+0,04 83,29+0,03
BVA/Fe3O4 35,21£0,03 78,76+0,05

VL.7. Anclaje de un ligando con propiedad quimiosensora sobre SBA

Luego de evaluar el método de impregnacidn asistido por microondas sobre diferentes
soportes, como Ultima etapa se propuso anclar sobre el soporte SBA, el quimioligando
derivado de la bis-vainillina y la 2-hidrazina benzotiazol, el cual fue denominado en el
capitulo IV como MA2. El composito obtenido al soportar el ligando quimico MA2 sobre
SBA se identific6 como MA2/SBA(MW), el cual presenta un contenido teérico de MA2 en
el composito de 10 g %.

Inicialmente se evalu6 el contenidlo de MA2 presente en el composito
MA2/SBA(MW) mediante el procedimiento descripto anteriormente utilizando como
mezcla de solventes acetona:DMSO. La cuantificacién por espectroscopia UV fue de 8,17
g %. Teniendo en cuenta que el contenido inicial de MA2 fue de 9,95 g %, la EA fue de
82,11%.

Posteriormente el composito MA2/SBA(MW) fue evaluado por las técnicas de
caracterizacion utilizadas previamente con los demds compositos. En la Tabla VI.8 se
describen las principales propiedades texturales y estructurales. Como se ha observado con
las impregnaciones previas sobre SBA, el anclaje del ligando MA2 sobre SBA produce
disminucidn de la superficie especifica (Sger), el volumen de poro (Vp), y del didmetro de
poro medio (Dp) en relacion a los valores obtenidos para SBA libre. Estos resultados

sefalan que las moléculas de MA2 se encontrarian en los poros de la SBA.

Tabla VI.8. Propiedades fisicoquimicas de los materiales SBA y MA2/SBA(MW)

Material Sger (m%/g)  Vp (cm’/g) Dp (A) Fases cristalinas
SBA 578 1,68 117 silice amorfa
MA2/SBA(MW) 427 1.47 49 silice amorfa

En la Figura VI.13.a se presentan los difractogramas correspondientes a: SBA, MA2 y
el composito (MA2/SBA(MW). Del mismo se puede observar que el ligando MA2,
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presenta bajo grado de cristalinidad con bandas de difracciéon a 18,2; 24,9 y 25,5°. Sin
embargo no se observan estas bandas en el difractograma del composito, indicando que el
ligando MA?2 se encontraria altamente disperso sobre el material.

El anélisis cristalografico por SAXS para la muestra BVA/SBA(MW), Figura VI1.13.b,
presenta de igual manera que en los compositos sintetizados previamente con SBA,
reduccién en el pico correspondiente al plano de simetria (100), lo que demuestra que el
ligando MA2 estaria ocupando los canales del soporte, sin destruccién de su estructura
ordenada. Estos resultados fueron confirmados por TEM, cuyas micrografias se presentan
en la Figura VI.14. En la vista lateral de la misma se observan los canales rectos, y en la
vista frontal se observa el arreglo hexagonal de los canales en los cuales parecerian estar

presentes las moléculas de MA2.

(a) —SBA (b)
— MA2/SBAMW)
e MA2-SBA
2 . 2
[x} [}
= <
= £
e &
S =
d SBA
oo N
0 20 30 40 50 60 70 80 05 10 15 20 25 30
20 () %0)

Figura VI.13. Difractograma, a) DRX de SBA, MA2 y MA2/SBA(MW); b)
SAXS de SBA y MA2/SBA(MW).

Figura VI.14. Micrografias TEM del composito MA2/SBA(MW).
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La composicion quimica superficial del composito se evalué por FTIR y XPS. Como
se presenta en el espectro FTIR correspondiente al composito MA2/SBA(MW) (Figura
VI1.15.a), las bandas asignadas a las vibraciones del estiramiento y flexién de los grupos
OH y los grupos Si-O-Si, han reducido su intensidad en relacion con el espectro de SBA
libre. Los dos picos estrechos y relativamente débiles cerca de 850 y 465 cm™, asociados
con la red de silice condensada, ya no se observan en el espectro del composito. Esto
indicaria que molécula de MA2 presenta interaccion del soporte. El espectro de XPS de la
regién del O 1s del composito muestra un leve corrimiento del maximo de la banda a 533,5
eV hacia mayores energias de enlaces, en relacion al soporte SBA (Figura VI.15.b), el cual
es atribuido a interacciones del tipo electrostdtica entre moléculas de MA2 y grupos OH
del soporte®. La reduccién en intensidad en la banda del espectro del composito en la
region del O 1s, manifiesta la disminucién de especies quimicas con oxigeno en la
superficie, debido a la presencia del ligando MA?2 anclados en la superficie.

Por otro lado, se evalu6 su comportamiento quimioligando, por medio de
espectroscopia de fluorescencia. El espectro de fluorescencia de los materiales de SBA con
MAZ? analizado se muestra en la Figura VI.16.

El composito dio una respuesta de fluorescencia sensible, a la misma longitud de onda
que el ligando libre (Aem = 545 nm), pero la intensidad de fluorescencia del complejo
producido por la interacciéon del composito con Cu®** es mayor que la producida por el
ligando quimico con Cu?**. Este comportamiento estaria relacionado con modificaciones

conformacionales y electronicas.

(a)
(b) ——SBA
—— MA2/SBA(MW)
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S 2
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= S
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Z z
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 540 538 536 534 532 530 528
Longitud de onda (cm'l) Energia de enlace (eV)

Figura VIL.15. Espectros de MA2/SBA(MW): a) FTIR, b) XPS.
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Figure VI.16 Espectro de absorbancia d(élucz(zmplejo producido por MA2 y MA2/SBA
VIL.8 Conclusiones

Se prepararon nuevos materiales mesoporosos compuestos de bis-vainillina (BVA),
bis-eugenol (BEG), nicotinohidrazida doble derivada de la bis-vainillina (MA2) con silice
(SBA); bis-vainillina con alimina (AlO3); y bis-vainillina con magnetita (Fe3Oa),
mediante impregnacion asistida por microondas.

La caracterizacion fisicoquimica de estos compositos confirmé el anclaje exitoso de
los ligandos quimicos sobre los soportes, a través de interacciones del tipo electrostética
que conectan las moléculas de los ligandos con los grupos oxhidrilos de los soportes.

Los compositos BVA/SBA, BEG/SBA, BVA/AL,O3, BVA/Fe3O4 presentaron una
destacada actividad antioxidante de magnitud similar al antioxidante comercial
butilhidroxitolueno, y superior a sus correspondientes ligandos libres. También se
demostré la capacidad fluorogénica del composito de MA2/SBA para la deteccion del

cobre (II).
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VIL.1. Conclusiones finales
Las conclusiones finales obtenidas de este trabajo de tesis son la que se citan a

continuacion:

1. Los resultados de la evaluaciéon de los métodos empleados para la obtencion de las
moléculas plataforma: vainillina, eugenol y cinamaldehido, determinaron que:
— La vainillina se obtuviera mediante una hidrodestilaciéon modificada, utilizando como
materia prima aserrin.
— La obtencion de eugenol se realiza mediante una extraccion asistida por microondas
seguida por separacion en cromatografia en columna sobre clavo de olor.
— A partir de canela, siguiendo la secuencia extraccion solido-liquido/cromatografia, se

obtuviera el cinamaldehido.

2. Se sintetizaron exitosamente ligandos quimicos con propiedades antioxidantes. Se
obtuvieron dos sistemas bifenilicos mediante reacciones de acoplamiento radicalario:
bis-vainillina y bis-eugenol. Ademads, se sintetizo una nicotino hidrazona derivada del
cinamaldehido, por condensacion entre cinamaldehido y la correspondiente nicotino
hidrazina. Dichas moléculas presentaron una destacable actividad antioxidante, del

orden al presentado por el antioxidante comercial diterbutil hidroxi tolueno.

3. Se realizaron reacciones de condensacion, en una sola etapa y con buenos
rendimientos, entre la bis-vainillina y diferentes hidrazinas y semicarbazidas
obteniendo diferentes ligandos quimicos, de las cuales tres de los mismos presentaron
excelentes propiedades para actuar como quimiosensores Ccromogénicos y

fluorogénicos de cationes. En especial, los resultados mostraron que:

— La nicotino hidrazona doble derivada de bis-vainillina actda como sensor cromogénico
frente a cationes AI**, Cr** y Fe**, y como sensor fluorogénico para Cr** y Fe**, con
estequiometria cation-ligando 1:1 en todos los casos. Con este ligando, la
concentracién de Al** que puede ser detectada por espectroscopia UV-Vis es de 9.107

M.

— La benzotiazol hidrazona doble de bis-vainillina actia como sensor cromogénico
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frente a cationes Cu?*, con estequiometria ligando:catién 1:1 en todos los casos. La

concentracién de Cu?* que puede ser detectada por este ligando es de 1,5.10° M.

— La hidralozona doble de bis-vainillina es capaz de actuar como sensor cromogénico de
los cationes Al**, Cr** y Fe*, y como sensor fluorogénico del Cr**, con estequiometria

13+

ligando:catiéon 1:1 en todos los casos. La concentraciéon de Al°* que puede ser

detectada con este ligando por espectroscopia UV-Vis es de 7.10° M.

4. A partir de métodos de referencias, se sintetizaron dos materiales mesoporosos: silice
(SBA-15) y alimina (Al203), y un material nanoparticulado: magnetita (Fe3Os4). Las
propiedades texturales, estructurales y quimicas de estos materiales evaluadas
mediante diferentes técnicas de caracterizacion, demostraron que estos pueden ser

utilizados como soportes de los ligandos sintetizados previamente.

5. Se prepararon nuevos materiales mesoporosos compuestos de bis-vainillina (BVA),
bis-eugenol (BEG), nicotinohidrazida doble derivada de la bis-vainillina (MA2) con
silice (SBA); bis-vainillina con alimina (Al;0O3); y bis-vainillina con magnetita
(Fe3sO4), mediante impregnacidon asistida por microondas. La caracterizacion
fisicoquimica de estos compositos confirmé el anclaje exitoso de los ligandos
quimicos sobre los soportes, a través de interacciones débiles del tipo electrostatica

que conectan las moléculas de los ligandos con los soportes.

6. Los compositos BVA/SBA, BEG/SBA, BVA/Al:O3;, BVA/Fe3O4 presentaron una
destacada actividad antioxidante de magnitud similar al antioxidante comercial
butilhidroxitolueno, y superior a sus correspondientes ligandos libres. También se
demostré la capacidad fluorogénica del composito de MA2/SBA para la deteccion del

cobre (II).
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VIII.1 Proyecciones

Como continuidad de este trabajo, como futuros estudios se propone:

— Profundizar los estudios de caracterizacion y evaluacion de los compositos
desarrollados, de manera de obtener un mayor conocimiento los mecanismos
involucrados en su accionar. En especial, seria de suma importancia realizar estudios
tedricos para evaluar las interacciones existentes entre los ligandos quimicos y los

soportes.

— En relacién a la evaluacion de los sensores quimicos sintetizados en el capitulo IV, se
propone realizar nuevos ensayos para evaluar su utilizacion como sensores

fluorogénicos de cationes y de sensores cromogénicos/fluorogénicos de aniones.

— Continuar con el estudio del bis-eugenol como precursor de quimiosensores,
sometiendo al mismo a reacciones tales como epoxidacion/apertura del
epoxido/oxidacion u  ozondlisis/reduccion y posterior condensacién con

hidrazinas/semicarbazidas sustituidas.

— Evaluar el cinamaldehido como sensor quimico a través de la sintesis de derivados
nitrogenados. Al igual que en los casos anteriores se procederia a realizar reacciones
de condensacién con compuestos nitrogenados para obtener las correspondientes

hidrazonas y semicarbazonas.

— Evaluar otras rutas de anclaje de las moléculas activas sobre los materiales utilizados
como soportes, tales como: sililacion superficial, recubrimiento con grupos

funcionales activos, etc.
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A.1. Introduccion
En este anexo se mencionan y detallan los fundamentos de las técnicas experimentales

utilizadas para la realizacion de los ensayos especificados en la presente tesis.

A.2. Métodos de extraccion
A.2.1. Destilacion
La destilacion es un método fisico usado para separar y/o purificar mezclas liquidas,

de las cuales se uso la destilacion por arrastre de vapor y la hidrodestilacion.

a) Destilacion por arrastre de vapor (DAV) de agua

La DAV es un medio de separacion y purificacion de compuestos orgdnicos.
Esencialmente esta operacion consiste en la volatilizacién de una sustancia mediante el
paso del vapor dentro de la mezcla del compuesto y agua. Siempre que el compuesto
orgénico tenga una apreciable presion de vapor (al menos entre 5y 10 mm a 100°C) éste
podré destilar con el vapor. Dicho proceso ocurre a una temperatura inferior a la del punto
de ebulliciéon del agua y por lo tanto, muy por debajo del punto de ebullicion de la
sustancia orgdnica. Es particularmente valiosa cuando las sustancias sufren
descomposicién al destilar a presién atmosférica’.

Los vapores saturados de las sustancias inmiscibles siguen la Ley de Dalton de las
presiones parciales. La misma establece que cuando dos o mds gases o vapores, que no son
miscibles entre si, se mezclan a temperatura constante, cada uno ejerce la misma presion
como si estuviera puro, y la suma de las presiones individuales es igual a la presion total

del sistema (Ecuacién Al.1).
Pr=P+ P +-:--+ B (Ecuacion AlLLT)
También se cumple la Ley de Raoult que enuncia que la presion de vapor de una
sustancia en una disolucidn es proporcional a su fraccion molar. Asi, considerando una

disolucion de dos componentes volatiles, A y B, la presion de vapor del componente A

seria (Ecuacion Al.2):
Py, = Xa . P} (Ecuacién Al.2)
x5 = fraccién molar del componente A en la disolucion
PY = presion de vapor de A puro

P, = presion de vapor de A a la temperatura de ebullicion de la mezcla
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De igual forma se obtiene la presion de vapor del componente B, de manera que la

suma de ambas da la presion de vapor total del sistema:

PT = PA + PB = XA - PAO + XB - P]g (EcuaCién AI3)

Relacionando la ley de Dalton de las mezclas gaseosas con la Ley de Raoult

(Ecuacion A.1.4):

0
Ya_ Pa_ xaPa (Ecuacién A.L4)

YB PB XB PBQ
Y, = fraccién molar de A en la fase gaseosa

Ys = fraccién molar de B en la fase gaseosa

Esta técnica se utiliza cominmente para aislar AE a nivel comercial’>. El
procedimiento se describe de la siguiente manera: La materia prima vegetal se coloca en un
recipiente. Su estado puede ser molido, cortado, entero o una combinacion de éstos. El
vapor de agua se inyecta mediante un distribuidor interno, previa generacién en un
hervidor o caldera. Conforme el vapor entra en contacto con la materia prima, ésta se
calienta y va liberando el AE contenido. Los vapores generados ascienden hacia la cabeza
del destilador y luego fluyen hacia el condensador. En el condensador, la mezcla se
condensa y enfria, hasta temperatura ambiente. A la salida del condensador, se obtiene una
mezcla de agua y AE, la cual, se separa en un decantador dindmico (a nivel industrial) o
mediante un tubo florentino (a nivel laboratorio). El tubo florentino es un accesorio que
posee un ramal lateral, por el cual, el agua se desplaza para favorecer la acumulacién del
aceite. El proceso termina, cuando el volumen de AE acumulado en el florentino no varie
con el tiempo. A continuacion, se retira el AE del tubo florentino, se almacena en un

recipiente y lugar apropiado®*. El equipo de DAV se muestra en la Figura A.1.

Figura A.1. Equipo de destilacién por arrastre de vapor.
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Esta técnica se destaca porque requiere bajo costo de equipamiento, es segura, facil de
escalar y permite usar un solvente que no presente toxicidad, como es en este caso el agua.

Ademds, existe menor posibilidad de dafiar los componentes si estos son termosensibles*?.

b) Hidrodestilacion (HD)

Es un método convencional de extraccion de AE. Se diferencia de la DAV porque en
la HD, la materia vegetal estd en contacto directo con el agua®. Al igual que en la DAV, el
condensado se separa mediante un tubo Florentino. Se debe tener especial cuidado en que
el agua presente en el extractor deberd ser suficiente para llevar a cabo la destilacion sin
producir un sobrecalentamiento o carbonizacion del material vegetal.

Al igual que la DAYV, se destaca por el bajo costo de equipamiento, su seguridad, facil
de escalar y amigable con el medio ambiente. Es ttil cuando la materia vegetal tiende a
aglomerarse cuando el vapor pasa a través de ella®. Como desventaja, la limpieza del
equipo es mas dificultosa debido al contacto entre el agua y la materia vegetal. El equipo

utilizado se muestra en la Figura A.2.

Figura A.2. Equipo de hidrodestilacion.

A.2.2. Extraccion Sélido-Liquido (ESL)

La separaciéon de una mezcla de compuestos presentes en matrices sélidas se puede
llevar a cabo aprovechando las diferencias de solubilidad de los mismos en un determinado
disolvente. Clasicamente este proceso se basa en la eleccion correcta de solventes, la
aplicacion de calor y agitacion para aumentar la solubilidad de los compuestos y la
velocidad de transferencia de masa’.

Para la eleccién del solvente se realizan extracciones iniciales con éter de petrdleo para
remover los compuestos menos polares (ejemplo, terpenos, esteroides, etc.), se sigue con

solventes mds polares tales como dietil éter, acetona, etanol y finalmente con agua para
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compuestos mds polares (ejemplo aminoécidos,
hidratos de carbono). Para la extraccidén continua
de un sélido con solvente caliente se usa muy
cominmente el equipo de extraccidon Soxhlet.
Otro equipo que permite realizar este tipo de
extraccion es el Twisselmann. Ambos se detallan

seguidamente!.

a) Extraccion Soxhlet
El extractor Soxhlet es un equipo de
laboratorio inventado en 1879 por Franz Von

Soxhlet. Originalmente fue disefiado para extraer

un lipido de un material s6lido. Sin embargo, no

Figura A.3. Equipo Soxhlet.

estd limitado a la extraccion de lipidos. La
muestra se coloca en un cartucho (generalmente hecho de celulosa) y éste a su vez en el
extractor. En el balon se coloca el solvente.

Se calienta el solvente extractante, se condensan sus vapores, cayendo gota a gota
sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo los compuestos solubles. Cuando el
nivel del disolvente condensado en la cdmara alcanza la parte superior del sifon lateral, el
solvente, con los compuestos disueltos, asciende por el sifén y retorna al balén de
ebullicién. Este proceso se repite hasta que se completa la extraccidon de los compuestos de
la muestra y se concentran en el disolvente. Luego, el solvente se elimina mediante un
evaporador rotatorio. La porcién no soluble de los restos sélidos extraidos en el dedal se
descartan.

En este método la muestra se pone en contacto repetidamente con porciones frescas
del solvente extractante, lo que facilita el desplazamiento del equilibrio de transferencia.

El uso de solventes hace que se requiera una etapa posterior de evaporacién®, y puede
ocurrir descomposicion térmica de las especies objetivos termoldbiles debido a que las

muestras se extraen en el punto de ebullicién del solvente durante perfodos prolongados’.

b) Extraccion Twisselman
Este método funciona de manera similar al extractor Soxhlet y se muestra en la Figura
A.4.a. La principal diferencia se basa en que el equipamiento utilizado contiene una llave

de paso ubicada entre el extractor que contiene la muestra y el condensador. De manera
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que, una vez alcanzado el tiempo de extraccion, el solvente se recupera al cerrar la llave de

paso.

Figura A.4.a) Equipo Twisselmann; b) Microondas Anto Paar Monowave 300.

A.2.3. Extraccion Asistida por Microondas (EAM)

La microondas es una onda electromagnética. Consiste en una combinacién de campos
eléctricos y magnéticos que oscilan perpendicularmente entre si en un rango de frecuencia
de 0,3 a 300 GHz’. Opera a través de la ruptura de células, lo que facilita la entrada del
solvente para solubilizar los compuestos, como consecuencia, la extraccién es mds répida
evitando asf la degradacién de los mismos'®.

Aporta varios beneficios, incluyendo tiempos de extraccién mds cortos, extraccion de
los compuestos de manera eficiente y protectora, rdpido calentamiento (aumenta la
velocidad de transferencia de energfa) y menor volumen de solvente!!.

La eficiencia de este método depende en gran medida de las condiciones de operacién
y de los pardmetros que afectan los mecanismos de extraccion y rendimiento. Los factores
que pueden influir en el rendimiento son: naturaleza del disolvente, relacion
solvente/alimentacion, tiempo de extraccidn, potencia, temperatura, caracteristica de la
muestra y agitaciéon'?. El microondas de laboratorio utilizado se muestra en la Figura

A.4.b.

A.3. Técnicas de caracterizacion
A.3.1. Punto de Fusion
El punto de fusion de un solido cristalino es la temperatura a la cual el sélido

comienza a cambiar a liquido bajo la presion de una atmdsfera. Para sustancias puras, el
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cambio del estado sélido al liquido es bastante agudo (dentro de 0-5°), por lo tanto, la
temperatura es valiosa para fines de identificacion. Ademds, el punto de fusién estd
considerablemente influenciado por la presencia de otras sustancias y, por lo tanto, es un
criterio importante de pureza. Si el liquido se enfria, la solidificacién se producird a la
misma temperatura, y para una sustancia pura, el punto de fusién y el punto de congelaciéon
son idénticos.

La presencia de pequenas cantidades de impurezas miscibles o parcialmente
miscibles generalmente produce un marcado incremento en el rango del punto de fusion
causando que la fusién comience a una temperatura inferior a la del punto de fusién de la

sustancia pura. Por lo tanto, su determinacién es un indicativo de la pureza de la muestra'.

A.3.2. Cromatografia de Capa Delgada (TLC)

La separacion de mezclas de sustancias mediante TLC se basa en el principio de
reparto entre dos fases, una fase estacionaria (gel de silice, alimina o papel) que actia de
soporte, con una fase mévil (disolvente o mezcla de disolventes). La FM se elige segtin la
naturaleza de los compuestos que se desean separar. Dependiendo de la mayor o menor
afinidad de los componentes de la mezcla a separar por la fase movil utilizada, cada
componente serd retenido de diferente forma. La placa realizada se deja secar y se revela
con un reactivo. Se determina asi el Ry, que se define como la relacion entre las distancias
recorridas por el soluto y el eluyente desde el origen de la placa. De esta manera las
sustancias se pueden identificar comparando los valores de Rt con los de la muestra patrén.
Dado que los terpenos y derivados presentes en los AE absorben luz ultravioleta (254 nm),
se utilizé la misma para revelar los compuestos presentes junto con el permanganato de

potasio.

A.3.3. Cromatografia en columna (CC)

Esta técnica se utilizé para separar el compuesto de interés del resto presente en la
muestra. Para esto es necesario elegir convenientemente la fase estacionaria (FE) y la fase
movil (FM). La fase estacionaria se coloco en el interior de la columna cromatografica la
cual contiene una llave para controlar el paso de sustancias al exterior de la columna. La
fase estacionaria se impregna con la fase movil. Seguidamente la mezcla orgénica que
interesa separar se deposita en la parte superior de la FE. Los compuestos disueltos en la
FM son de diferente polaridad por lo que tienen distinto grado de elucién. La separacion se

sigui6 mediante cromatografia de capa delgada.
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A.3.4. Cromatografia Gaseosa (GC)

La cromatografia gaseosa es un método fisico de separaciéon que permite analizar
compuestos que pueden evaporar sin descomponerse. La muestra se inyecta en la corriente
de un gas inerte (fase moévil (FM)). Esta fase transportard las moléculas del analito a través
de la columna cromatografica (fase estacionaria (FE)). La columna se encuentra dentro de
un horno con programacién de temperatura. La velocidad de migracion de cada
componente (y en consecuencia su tiempo de retencion en la columna) serd funcion de su
distribucién entre la fase mévil y la fase estacionaria.

Cada soluto presente en la muestra tiene diferente afinidad hacia la FE, lo que permite
su separacion: los componentes fuertemente retenidos por esta fase se moverdn lentamente
en la FM, mientras que los débilmente retenidos lo harén rdpidamente. Un factor clave en
este equilibrio es la presion de vapor de los compuestos (en general, a mayor presion de
vapor, menor tiempo de retencién en la columna)'?.

Las sustancias separadas salen de la columna disueltas en la fase mévil y son dirigidos
hacia un sistema de deteccion, el cual transforma la concentracién del analito en una sefial
eléctrica. En el registro de esta sefial en funcion del tiempo (cromatograma), las sustancias
aparecen como picos con dreas proporcionales a sus concentraciones. De manera que esta

técnica se realizo para determinar la cantidad relativa de los compuestos de interés.

A.3.5. Cromatografia de Gases-Espectrometria de masas (GC-MS)

Esta técnica combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de
gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Permite analizar y
cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Es
muy util para determinar la masa molecular de la sustancia de interés, proporcionando asi
informacion valiosa de la estructura de la misma.

Para determinar la masa molecular es necesario ionizar la molécula. Estos iones se
mueven rdpidamente en presencia de un campo magnético y se separan en funcidon de su
relacion masa/carga (m/z). El detector registra la sefial producida, la cual es enviada a un
sistema informatico. El espectro de masas se representa en un sistema de coordenadas,
indicandose en el eje de abscisas la relacion m/z y en el eje de ordenadas la abundancia

idnica relativa de cada uno de los iones detectados'®.
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A.3.6. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La mayoria de los compuestos con enlaces covalentes, ya sea de naturaleza orgénica o
inorgdnica, al ser excitados, pasan a un estado de energia superior absorbiendo frecuencias
de radiacién electromagnética en la regién infrarroja (¥ entre 4000-400 cm™), permitiendo
asf la identificacién de compuestos quimicos a través de la determinacion de la frecuencia
a la que los distintos grupos funcionales presentan bandas de absorcién en dicha regién '°.

Las intensidades de bandas pueden ser expresadas como transmitancia (T) o
absorbancia (A). La transmitancia es la relacién entre la potencia radiante transmitida por
la muestra respecto a la potencia radiante incidente en la muestra. La absorbancia es el
logaritmo en base 10 del reciproco de la transmitancia'*.

El espectro se obtiene sometiendo la muestra a radiacién infrarroja proveniente de una
fuente adecuada. La luz transmitida por la muestra se analiza a determinadas frecuencias,
previamente establecidas, al pasar por un prisma. El detector mide la sefial analitica, la cual

se amplifica dando como resultado el correspondiente espectro.

A.3.7. Espectroscopia UV-Visible

Cuando radiacién continua pasa a través de un material transparente, una porcion de la
misma puede ser absorbida. Si esto ocurre, la radiacion residual produce el espectro de
absorcion. Como resultado de la energia absorbida, atomos o moléculas pasan desde un
estado de baja energia (estado fundamental) a un estado de mayor energia (estado
excitado).

Cuanto mayor sea el nimero de moléculas capaces de absorber la luz a una
determinada longitud de onda, mayor serd el grado de absorcién. A partir de esto se
formul6 la Ley de Beer!:

A= ¢e.b.c (Ecuacion A.4)

Donde:

A = absorbancia

& = absortividad molar (cm™ M)

¢ = concentracién (moles/L)

b = longitud de la cubeta (cm)

La absortividad molar es una propiedad de la molécula que experimenta una transicion
electrénica y no es funcién de los pardmetros que varian en la preparacién de una muestra.

En la practica la muestra se coloca en una celda por lo que puede haber pérdidas por

reflexion y dispersidon, de manera que para compensar estos efectos, la energia del haz

Vanina A. Guntero A-10



ANEXO A

transmitido por la solucién del analito se compara con la energia de un haz que atraviesa
una celda casi idéntica que contiene sélo el disolvente del analito (blanco). De esta manera
se obtiene una absorbancia experimental que se acerca mucho a la verdadera absorbancia
de la solucién, y se obtiene el espectro UV-Vis (absorbancia en funcién de longitud de

onda).

A.3.8. Limite de Deteccion (LDD)

La definicion de la IUPAC, adoptada en 1975, afirma que el limite de deteccion,
expresado como una concentraciéon (cr) o cantidad (qr), se deriva de la medida maés
pequeiia (x1) que se puede determinar con certeza razonable para un procedimiento
analitico dado. Este concepto fue aclarado por la ACS, estableciendo que el limite de
deteccion corresponde a la concentracion mas baja de un analito que un proceso analitico
puede detectar de forma confiable!®.

Existen distintos métodos para determinar el LDD, entre los que se pueden mencionar,
i) el método de la IUPAC, en donde LDD depende de la desviacion estandar (sg) de las
sefales obtenidas para diferentes blancos analiticos, ii)) el método de propagacion de
errores (MPE), el cual es una variacién del método de la IUPAC, que aparte de emplear el
valor de (sg), adiciona la desviacion estdndar del intercepto de la curva de calibracion; iii)
el método de aproximacién de Hubaux-Vos, siendo este la primera aproximaciéon en
aplicar la teoria de prediccion estadistica al problema de estimacion de LDD, este
involucra la generacién de una curva de calibracién cercana al valor de LDD Yy la inclusién
de falsos positivos y negativos; iv) el método de la EPA (por sus siglas en inglés
Enviroment Protection Agency), el cual se encuentra compuesto por dos pasos
fundamentales, el primero correspondiente a la determinacién del limite de deteccion
instrumental (LDI) y finalmente el cdlculo de LDD, corrigiendo el valor de LDI teniendo
presente el porcentaje de recuperacion de la metodologia; v) método de la raiz de la suma
del error cuadritico (RSME), recomendado igualmente por la EPA, permite estimar LDD
a partir del célculo de la raiz de la suma del error cuadratico y vi) el método t99, el cual
estima el LDD a partir del limite critico (LC), a través de la extraccion de n muestras
fortificadas al LC y un estadistico t a una cola, para n-1 determinaciones usando un nivel
de confianza del 99% [t99(n-1)] .

Teniendo en cuenta la matriz de andlisis y las condiciones en las que se trabajo, se
optd por aplicar el método propuesto por la IUPAC. En el mismo, la probabilidad que la

mas pequefa sefal analitica discernible, yi, se pueda medir y no corresponda a una
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fluctuacion aleatoria de la medida del blanco, ys, depende de a cuantas unidades de
desviacion estdndar del blanco (sp) estd y. de yp (promedio de las medidas del
blanco), definido por la [IUPAC como:

Y. = yg + ksp (Ecuacion A.5)

Siendo k un valor que se elige segtn el nivel de confianza que se desee, generalmente

Al ser la concentracion limite, xr, una funcién de yi, se puede expresar como:

X, = O1L-95) (Ecuacién A.6)
m

Siendo m la pendiente obtenida por regresion de la curva de calibracion.

Sustituyendo la ecuacién (2) en (1) se obtiene:

ksp

LDD = x; = — (Ecuacion A.7)

A.3.9. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El andlisis y estudio de un espectro de RMN brinda informacion sobre la estructura de
un compuesto organico. De manera que se utiliza para estudiar nicleos atémicos con un
nimero impar de protones o neutrones (0 ambos), lo cual se da por ejemplo en los dtomos
de 'H, 13C, 'F, y ’P. Este tipo de nicleos son magnéticamente activos, es decir que, al
aplicar un campo magnético a una muestra, ésta podra absorber radiacion electromagnética
en una cierta region de frecuencias caracteristica cambiando as{ la orientacidn del spin. En
ausencia de un campo magnético dichos espines se orientan al azar.

En el espectro de RMN se grafica la intensidad en funcién de la frecuencia de los

picos de absorcién'?.

A.3.10. Difraccion de Rayos X
La region de rayos X del espectro electromagnético es extremadamente ttil para el
estudio de estructuras, andlisis y caracterizacion de s6lidos. Hay tres formas principales en
la que se usan los rayos X: difraccion, espectroscopia de emision y espectroscopia de
absorcion.
= Técnicas de difraccion: utilizan un haz monocromético de rayos X que se difracta
con la muestra y se utiliza para la determinacion de la estructura cristalina y la
identificacion de fase.
= Técnicas de emision: utilizan los espectros de emision de rayos X caracteristicos de

los elementos generados por ejemplo, por bombardeo con electrones de alta
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energia. Los espectros se utilizan para el analisis quimico de ambas muestras a
granel (Fluorescencia de rayos X) y particulas de tamafio micrométrico o
submicrénico (microscopia electronica analitica, AEM, electroforesis microanélisis
de sonda tron, EPMA, etc.). También tienen algunos usos en la determinacién de la
estructura local y nimeros de coordinacidn.

= Técnicas de absorcidon: miden la absorcion de rayos X por muestras, especialmente

a energias en la regién de los limites de absorcion. Son técnicas poderosas para
estudiar la estructura local. Requieren de una fuente de rayos X de alta energia,
como un sincrotrén '8,

El fundamento de las técnicas de difraccién se basan en la interaccién de la estructura
cristalina de un s6lido con una fuente de rayos X. De esta manera, dicha interaccién da
como resultado un patrén de difraccion de rayos X cuya interpretacion indica las
posiciones internas de los dtomos en el cristal con mucha precision definiendo asi las

distancias y los dngulos interatémicos'®.

A.3.11. Difraccion de Rayos X a bajos angulos (SAXS)

La dispersion de rayos X a bajos dngulos es una técnica basada en analizar la
dispersion de rayos X producida por un material al paso del haz.
La muestra es irradiada con un haz de rayos X monocromético y a partir de la distribucién
de intensidades a muy bajo dngulo (cercanos a 0) es posible obtener informacién sobre
tamafo o distribucién de tamafos de particulas, forma de particulas y estructura interna.
Donde las ondas interfieren constructivamente se tendrd un maximo, que es lo que se
detecta. El maximo de la intensidad estard en la direccion de 20 (siendo 0 el angulo de
incidencia).

Esta técnica se emplea en particulas con un tamafio comprendido entre 0,5 y 50 nm en
materiales tales como: cristales liquidos, peliculas de polimeros, microemulsiones,

catalizadores, proteinas, virus, entre otros.

A.3.12. Espectroscopia electréonica de rayos X (XPS)

Esta técnica se utiliza para el andlisis de superficie. Proporciona informacion valiosa
sobre el estado quimico y cuantitativo de la superficie del material en estudio.
Por lo general, la XPS se logra al excitar una superficie de muestra con rayos X mono-
energéticos de Al ka que hacen que se emitan fotoelectrones desde la superficie de la

muestra. Se utiliza un analizador de energia de electrones para medir la energia de los
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fotoelectrones emitidos. A partir de la energia de enlace y la intensidad de un pico

fotoelectrénico, se puede determinar la identidad elemental, el estado quimico y la cantidad

de un elemento detectado.
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ANEXO B

B.1.Introduccion
En este anexo se incluyen resultados obtenidos durante la realizacion de la tesis y que

se consideran complementarios a los presentados en los capitulos.

B.2.Eugenol aislado del AE de clavo de olor
En la Tabla B.1 se muestran los resultados obtenidos mediante el método de
hidrodestilacion. En la corrida N° 3 se obtuvo los mejores rendimientos de AE, eugenol y

el del proceso.

Tabla B.1 Resultados obtenidos por HD

Corrida Tiempo Rend.de AE Rend.deE Rend. del
N° (h) (%) (%) proceso (%)

1 2 9,02+0,79 1,24+0,31 0,11+0,04

2 4 7,4620,76 0,50+0,17 0,04+0,02

3 6 14,18+0,51 2,39+0,39 0,34+0,07

En la Tabla B.2 se muestran los resultados obtenidos por destilacion por arrastre de

vapor. Se obtuvo un aceite de color amarillo con aroma caracteristico a eugenol.

Tabla B.2 Resultados obtenidos por DAV

Corrida Tiempo Rend.de AE Rend.de E Rend. del proceso

N° (h) (%) (%) (%)

1 2 6,80+0,08 0,65+0,18 0,04+0,01
2 4 8,84+0,12 5,75+0,17 0,51+0,02
3 6 49,51+0,51 0,63+0,08 0,31+0,04

En la Tabla B.3 se muestran los resultados obtenidos por extraccion Soxhlet con etanol

a diferentes tiempos. Los mejores rendimientos se obtuvieron en un tiempo de 2 h.

Tabla B.3 Resultados obtenidos por ES

Corrida Tiempo Rend. de Rend. de E Rend. del
N° (h) AE (%) (%) proceso (%)

1 2 32,67+1,10 9,69+0,19 3,16+0,12

2 4 29,6620,98 2,51+0,32 0,75+0,12

3 6 27,48+1,22 3,38+0,39 0,93+0,15
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Los resultados obtenidos por extraccion Twisselman se indican en la Tabla B.4. Como

era de esperar se obtuvieron resultados muy similares a la ES.

Tabla B.4 Resultados obtenidos por ET

Corrida Tiempo Rend. de AE Rend. de E Rend. del

N° (h) (%) (%) proceso (%)
1 2 36,57+0,41  10,92+0,07 1,93+0,11
2 4 41,60+0,76 4,65+0,19 1,93+0,11
3 6 32,89+0,44 3,42+0,32 1,13+0,12

En la Tabla B.5 se detalla el método de Taguchi disefiado.

Tabla B.S Método de Taguchi de 5 factores y 5 niveles

) Factor 1 Factor 2 | Factor 3 Factor 4, , Facto.r ,5
Corrid e s . Concentracion Relacion
o Temperatura | Agitacion | Tiempo L. o
aN ©C) (rpm) (min) de etanol liquido:sdlido
(%) (mL/mg)
1 240 5 20 7
2 480 10 40 10
3 30 720 15 60 13
4 960 20 80 16
5 1200 25 100 19
6 240 10 60 16
7 480 15 80 19
8 40 720 20 100 7
9 960 25 20 10
10 1200 5 40 13
11 240 15 100 10
12 480 20 20 13
13 50 720 25 40 16
14 960 5 60 19
15 1200 10 80 7
16 240 20 40 19
17 480 25 60 7
18 60 720 5 80 10
19 960 10 100 13
20 1200 15 20 16
21 240 25 80 13
22 480 5 100 16
23 70 720 10 20 19
24 960 15 40 7
25 1200 20 60 10
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Tabla B.6 Rendimientos de AE obtenidos experimentalmente

Corrida Rend. de AE (%) Rend. de AE (%)

N° Experimental 1 Experimental 2 MSD S/N
1 41,96 41,86 1756,45 32,45
2 45,84 45,81 2099,93 33,22
3 39,07 39,17 1530,38 31,85
4 29,27 29,31 857,90 29,33
5 31,00 31,05 962,55 29,83
6 25,26 25,32 639,59 28,06
7 19,02 18,95 360,43 25,57
8 59,65 59,75 3564,09 35,52
9 30,03 30,12 904,51 29,56
10 47,14 46,98 2214,65 33,45
11 55,9 56,13 3137,69 34,97
12 49,67 49,82 2474,57 33,93
13 55,66 55,89 3110,86 34,93
14 52,38 52,97 2774,74 34,43
15 56,12 56,02 3143,85 34,97
16 33,85 33,95 1149,21 30,60
17 44,55 44,18 1968,29 32,94
18 42,85 42,76 1832,27 32,63
19 14,32 14,64 209,70 23,22

20 47,96 48,04 2304,00 33,62

21 19,45 19,79 384,97 25,85

22 22,02 22,42 493,77 26,94

23 58,13 57,99 3370,97 35,28

24 56,47 56,67 3200,17 35,05

25 30,36 30,23 917,79 29,63

Tabla B.7 Proporciones totales S/N correspondientes a los rendimientos de AE

Factor Niveles ,Nl.vel
optimo
] 30 40 50 60 70
Temperatura (°C) 156,69 | 152,16 | 17324 | 153,02 | 152,75 >0
ey 240 430 720 960 1200
Agitacion (rpm) 151.05 | 15260 | 158.14 | 15160 | 16151 | ‘20
Tiempo (rom) 5 10 15 20 25 s
1empo {pr 159,00 | 154,75 | 161,06 | 159,02 | 153,12
20 40 60 80 100
Etanol (%) 164,85 | 167,26 | 15691 | 148,36 | 15047 40
Relacion liquido:sélido 7 10 13 16 19 7
(ml/mg) 170,93 | 160,01 | 14831 | 152.88 | 155,72
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Tabla B.8 Rendimientos de eugenol obtenidos experimentalmente

Corrida Rend. de E (%) Rend. de E (%)

N° Experimental 1 Experimental 2 MSD SIN
1 10,4 10,91 113,59 20,55
2 12,42 12,38 153,76 21,87
3 12,67 12,54 158,89 22,01
4 30,34 30,42 922,95 29,65
5 41,52 41,75 1733,49 32,39
6 12,47 12,51 156,00 21,93
7 15,42 15,43 237,93 23,76
8 11,8 11,92 140,66 21,48
9 11,3 11,2 126,57 21,02
10 10 10,09 100,90 20,04
11 14,9 14,98 223,21 23,49
12 11,1 11,33 125,79 21,00
13 11,9 12,05 143,41 21,57
14 12,5 12,76 159,53 22,03
15 10,9 10,87 118,48 20,74
16 11,5 11,69 134,45 21,29
17 17,1 17,45 298,46 24,75
18 14,77 14,53 214,64 23,32
19 10,54 10,68 112,58 20,51
20 11,9 12,1 144,01 21,58
21 17,98 18 323,64 25,10
22 47,51 47,65 2263,86 33,55
23 12,1 12,41 150,21 21,77
24 11,1 11,29 125,34 20,98
25 17,27 17,31 298,94 24,76

Tabla B.9 Proporciones totales S/N correspondientes a los rendimientos de eugenol

Factor Niveles 'leel
optimo
R 30 40 50 60 70
Temperatura (°C) 126,47 108,24 108,81 111,45 126,15 30
L 240 480 720 960 1200
Agitacién (rpm) 112.36 124,93 110,14 114,20 119,50 480
. 5 10 15 20 25
Tiempo (rpm) 119.49 106,82 111,83 118,17 124,83 2
0 20 60 80 100
Etanol (%) 10592 | 10574 | 11548 | 12257 | 13tz | %
Relacién 7 10 13 16 19
liquido:sélido 108,50 | 11445 | 10866 | 12828 | 12123 | 16
(ml/mg)
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Tabla B.10 Rendimientos del proceso global estimados

Corrida Rend. del proceso (%) Rend. del proceso (%) MSD S/N
N° Experimental 1 Experimental 2
1 4,36 4,57 19,93 13,00
2 5,69 5,67 32,27 15,09
3 4,95 4,91 24,31 13,86
4 8,88 8,92 79,18 18,99
5 12,87 12,96 166,84 22,22
6 3,15 3,17 9,98 9,99
7 2,93 2,92 8,57 9,33
8 7,04 7,12 50,14 17,00
9 3,39 3,37 11,44 10,58
10 4,71 4,74 22,33 13,49
11 8,33 8,41 70,04 18,45
12 5,51 5,64 31,11 14,93
13 6,62 6,73 44,59 16,49
14 6,55 6,76 44,29 16,46
15 6,12 6,09 37,27 15,71
16 3,89 3,97 15,44 11,89
17 7,62 7,71 58,75 17,69
18 6,33 6,21 39,34 15,95
19 1,51 1,56 2,36 3,73
20 5,71 5,81 33,20 15,21
21 3,50 3,56 12,47 10,96
22 10,46 10,68 111,77 20,48
23 7,03 7,20 50,61 17,04
24 6,27 6,40 40,12 16,03
25 5,24 5,23 27,42 14,38

Tabla B.11 Proporciones totales S/N correspondientes a los rendimientos del proceso

global
Factor Niveles 'leel
optimo
Temperatura 30 40 50 60 70 30
O 83,15 60,39 82,05 64,47 78,90
Agitacién 240 480 720 960 1200 1200
(rpm) 64,29 77,52 80,34 65,80 81,02
Tiempo (xpm) 5 10 15 20 25 5
79,38 61,57 73,89 77,18 77,95
Concentracién 20 40 60 80 100 100
de etanol (%) 70,76 72,99 72,38 70,93 81,90
Relacion 7 10 13 16 19
liquido:sélido 16
q(mL/mg) 79,44 74,45 56,97 81,16 76,94
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Tabla B.12 Resultados de rendimientos del ensayo realizado en las condiciones 6ptimas

encontradas para el contenido de eugenol

Factores Rend. de AE Rend. de E Rend. del proceso
global
30 °C, 1200 rpm, 5 min,
+ + +
100 % etanol, 16 ml/mg 33,460,89 62,55+0,76 20,930,21
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C.1. Introduccion

En este anexo se detalla los equipos y pertenencia institucional de los mismos.

Tabla C.1 Equipos y pertenencia institucional

Equipo Marca

Pertenencia institucional

Resonancia Magnética Nuclear =~ Bruker 300 MHz

Espectrofotometro de Hitachi F-7000
fluorescencia

Cromatdgrafo Gaseoso PERKIN-ELMER

Autosystem XL
Espectrofotometro UV-VIS PERKIN-ELMER
Lambda 40
Espectrofotometro de FTIR SHIMADZU

Prestige-21

SHIMADZU
modelo XD-D1

Difraccién de rayos X

XEUSS 1.0
(XENOCS)

Dispersion de rayos X a bajo
angulo

Microscopia electrénica de JEM-2100Plus

barrido

NOVA-1000
Quantachrome

Sortémetro

Bruker Avance 11
300 (59,6 MHz)

Resonancia magnética nuclear de
solidos

Anton Parr
Monowave 300

Microondas

Multitécnica
Specs

Espectroscopia de fotoelectrones
emitidos por rayos

INTEC - Santa Fe

LAMOFIQ - UNL - FIQ

LAMOFIQ - UNL - FIQ

LAMOFIQ - UNL - FIQ

CENACA - UNL - FIQ

CENACA - UNL - FIQ

INIFTA-CONICET-UNLP

SECEGRIN - CONICET -

Santa Fe

SECEGRIN - CONICET -
Santa Fe

LaNAIS-UNC-CONICET

FESTER

INCAPE-CONICET,
CENACA-UNL
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