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RESUMEN
La presente tesis reporta la sintesis y caracterizacion de derivados
sulfurados de ciclodextrina conteniendo grupos tiol y ditiocarbamato para su
inmovilizacién en electrodos metalicos y el estudio de algunas de sus posibles
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aplicaciones. Los procesos de formacion de las monocapas fueron estudiados a
través de mediciones voltamétricas, de desorcion reductiva e impedancia. Los
electrodos modificados con derivados de ciclodextrinas se utilizaron como
sensores de reconocimiento molecular de varias familias de isdmeros de
nitrocompuestos aromaticos disustituidos, estudiandose la influencia que tiene,
en la respuesta electroquimica, la posicion de los sustituyentes en el sustrato
estudiado y el tamafio de la cavidad de la ciclodextrina. Se describe ademas el
empleo de electrodos modificados con B-ciclodextrina y acido tioctico en el
desarrollo de una novedosa estrategia para la determinacion simultanea de
dopamina en presencia de ascorbato basada, sustancias que estan asociadas a
los procesos de  neurotransmision. La estrategia esta basada en una
combinacion de interacciones electrostaticas y supramoleculares que son
capaces de diferenciar entre ambas sustancias. Finalmente, se reporta la
inmovilizacion de proteinas en electrodos empleando interacciones
supramoleculares. En particular, se estudié el proceso de inmovilizacién de la
metaloproteina citocromo c conjugada a residuos de adamantano en un
electrodo de oro modificado con B-ciclodextrina, lo cual se puede considerar
como un modelo de biosensor. Los sistemas estudiados fueron caracterizados
por diversas técnicas electroquimicas (voltametria ciclica y espectroscopia de
impedancia) y, en algunos casos, los resultados fueron complementados con
estudios computacionales.

INTRODUCCION

El estudio de los fendémenos de reconocimiento molecular y de autoensamblaje constituye en la actualidad
uno de los campos mas novedosos de la Quimica Supramolecular dada su relacién con los procesos
biologicos. Las especies supramoleculares tienen en el reconocimiento molecular y en los procesos de
autoensamblaje sus funciones basicas, las cuales han sido aprovechadas de diversas formas en el desarrollo
de nuevos materiales y dispositivos, tales como sensores, catalizadores artificiales, etc.

Entre los diferentes tipos de receptores moleculares existentes, las ciclodextrinas han sido objeto de intenso
estudio desde mediados del pasado siglo. Esta familia de oligosacaridos ciclicos naturales posee una
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estructura tridimensional muy peculiar de cono anular truncado con una cavidad central hidrofobica. Tal
estructura les permite formar complejos de inclusion con diferentes sustratos organicos e inorganicos,
mediante interacciones de tipo no covalentes. Las ciclodextrinas han sido utilizadas como receptores en
estructuras supramoleculares para disefiar, entre otros, enzimas artificiales, sistemas de liberacién
controlada de farmacos y sensores de reconocimiento molecular. Estos Gltimos dispositivos son receptores
moleculares capaces de detectar y discriminar de forma simultanea diversas moléculas mediante la
variacién de alguna propiedad fisica del receptor o del sustrato.

Uno de los tipos de sensores de reconocimiento molecular mas estudiado es aquel que se obtiene al
inmovilizar en la superficie de un electrodo una sustancia que pueda detectar a un sustrato presente en
disolucion. Sin embargo, el empleo con este fin de receptores moleculares con cavidades bien definidas ha
sido reportado s6lo muy recientemente, por lo que el comportamiento de estos sistemas es poco conocido.
La idea consiste en dotar a la superficie de propiedades de reconocimiento molecular bien definidas y
predecibles que le permitan un amplio rango de aplicaciones.

En 1995, se inici6 el estudio de sensores de reconocimiento molecular formados por un derivado de la -
ciclodextrina inmovilizado en superficies de oro mediante procesos espontaneos de quimisorcion. Este
proceso genera monocapas estables del receptor con propiedades de reconocimiento molecular. A partir de
entonces, solo algunos autores se han adentrado en este interesante campo, aunque la gran mayoria de los
trabajos publicados hasta ahora se han limitado al estudio del fenémeno de inmovilizacién del receptor en
si mismo, con muy poco énfasis aplicativo. Esto hace que este campo de investigacion esté aln
practicamente virgen, lo cual ofrece numerosas perspectivas de desarrollo.

Desde el afio 1997, el Laboratorio de Bioinorganica de la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Habana ha venido trabajando en la inmovilizacién de derivados sulfurados de las ciclodextrinas en
electrodos con el interés de desarrollar sistemas de reconocimiento molecular con diversas aplicaciones.
Este tema, hasta donde tiene conocimiento el autor, no ha sido estudiado en nuestro pais, a pesar de su gran
actualidad y perspectivas futuras, y ha sido explorado por sdlo algunos pocos grupos en el mundo.

El presente trabajo se propone demostrar la siguiente hipotesis cientifica:

“las ciclodextrinas inmovilizadas en superficies metalicas poseen propiedades de reconocimiento molecular
que pudieran ser empleadas en la deteccidn de moléculas y en la inmovilizacién de proteinas.”

En este sentido, el trabajo tiene como objetivo fundamental:

Estudiar voltamétricamente las propiedades de reconocimiento molecular de diferentes derivados
sulfurados de las ciclodextrinas inmovilizados en superficies metalicas de oro y plata, en la determinacién
de moléculas de interés bioldgico y en el proceso de inmovilizacién de proteinas.

Los objetivos especificos del trabajo son:

Sintetizar y caracterizar diversos derivados sulfurados de las ciclodextrinas.

Caracterizar los procesos de quimisorcion de los derivados sulfurados de las ciclodextrinas sintetizados en
electrodos de oro y plata, a través de diferentes técnicas electroquimicas (voltametria ciclica y
espectroscopia de impedancia).

Diferenciar voltamétricamente isémeros de posicidn de nitrocompuestos aromaticos.

Detectar dopamina en presencia de ascorbato, problema de gran importancia relacionado con la
determinacion electroquimica de sustancias asociadas a los procesos de neurotransmision.

Inmovilizar proteinas, en particular de citocromo ¢, empleando interacciones supramoleculares, el cual
constituiria un novedoso sistema de gran importancia practica en el desarrollo de biosensores.

La novedad cientifica y originalidad de este trabajo se materializan en el hecho de que el estudio de
electrodos modificados mediante quimisorcion de ciclodextrinas sulfuradas (objetivo 2) es un aspecto muy
reciente, reportado por primera vez en 1995, por lo que existen pocos trabajos en la literatura orientados
hacia el empleo préactico de estos dispositivos. En este sentido, los objetivos planteados en 3, 4 y 5 son
enteramente novedosos, ya que introducen nuevas ideas y estrategias que pueden ser (tiles en el futuro
disefio de sensores de reconocimiento molecular y biosensores enzimaticos.

CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1- La Quimica Supramolecular.
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La quimica molecular es una disciplina muy antigua que se dedica a la sintesis de
moléculas a partir de la ruptura y formacion de enlaces covalentes entre los 4tomos.* Con
el tiempo, y con el desarrollo de novedosas técnicas de caracterizacion, la quimica
molecular ha ido evolucionando hacia una nueva quimica basada en las interacciones
intermoleculares que se ponen de manifiesto en las asociaciones moleculares: la quimica

supramolecular? (figura 1.1)
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Figura 1.1- Evolucién de la quimica molecular a la quimica supramolecular.

La quimica supramolecular es una nueva rama de la quimica de caracter
interdisciplinario, que se ubica en la frontera de la Quimica (inorgénica, organica,
analitica, etc.), la Fisica y la Biologia. Estudia la formacion de agregados moleculares
entre moléculas, iones y radicales, como resultado de la accién de fuerzas
intermoleculares de diferente naturaleza tales como fuerzas electrostaticas, puentes de
hidrégeno, interacciones de Van der Waals, interacciones hidrofébicas, dipolares, etc.?
Es, por lo tanto, la quimica de las interacciones intermoleculares no covalentes, mas alla

de las moléculas.*

Los antecedentes iniciales de la quimica supramolecular se establecieron a partir de
los trabajos de Emil Fischer en 1894, relacionados con la selectividad y reactividad en la
unién molecular, que tiene como formulacion teodrica el principio de “la llave y la

"> que rige la catalisis enzimatica. Esta teorfa, ademés, conformé la base

cerradura”,
tedrico-conceptual de los sistemas de reconocimiento molecular y de transporte de

sustratos a traves de las membranas celulares. Otros conceptos que contribuyeron a la
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formacion de la quimica supramolecular como disciplina fueron la teoria de la

“coordinacion” de Alfred Werner en 18932 asi como el de "receptor" de Paul Ehrlich.®

La formacion de especies supramoleculares esta regida por un proceso de
reconocimiento molecular, que tiene como fundamento tedrico el principio de doble
complementariedad enunciado por Emil Fischer. Este principio considera que para la
formacion de especies supramoleculares es necesario que se ponga de manifiesto una
doble complementariedad geométrica entre el sustrato y el receptor dada por la
compatibilidad en cuanto a tamafio, forma y carga entre ambos. Esto hace que las
especies estén en una disposicion estructural adecuada para que se produzcan

interacciones intermoleculares éptimas entre ambas.
1.1.1- Reconocimiento molecular y autoensamblaje

La quimica supramolecular comenzé su desarrollo vertiginoso a partir de los afios
sesenta, cuando el estudio de las reacciones bioguimicas que se producian en los seres
vivos evidencio que muchos de los fendmenos bioldgicos dependen de procesos
enziméticos o de transporte de sustratos a través de membranas celulares etc. Hoy se
conoce que muchos de estos procesos bioquimicos se desarrollan a través de diferentes

formas de reconocimiento molecular entre sustrato y receptor.*’

El reconocimiento molecular es wuna funcion bésica de las especies
supramoleculares; se define como la energia e informacion quimica asociadas a las
interacciones no covalentes que se ponen de manifiesto en el proceso de seleccién de un
sustrato por un receptor molecular.® Un ejemplo de este fenémeno es el llamado proceso
de inclusion (host-guest) que, en su caso mas simple, da lugar a la formacion de una
estructura en la que el receptor alberga total o parcialmente al sustrato. Otro concepto
importante a tener en cuenta es el autoensamblaje supramolecular (supramolecular self-
assembly). Este fendmeno se define como la asociacién espontanea de dos 6 mas
unidades complementarias que provoca la formacién de agregados polimoleculares.®®
Ello significa que este proceso involucra repetidos reconocimientos moleculares, tal y

como se representa en la figura 1.2.
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Figura 1.2- Autoensamblaje de subunidades quimicas complementarias.

El concepto de autoensamblaje no es una idea totalmente nueva. Un nimero
elevado de sistemas multicomponente utilizan esta via en los procesos bioldgicos, incluso
el proceso quimico de cristalizacién es también una forma de autoensamblaje.>** No
obstante, lo mas importante es que mediante la sintesis y estudio de especies
supramoleculares, se han ido comprendiendo mejor los principios que gobiernan los
procesos de reconocimiento molecular y de autoensamblaje, aunque queda ain mucho

por entender y sistematizar.
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1.1.2- Receptores moleculares.

La quimica supramolecular puede considerarse fundamentalmente, de
forma general, como la quimica de las moléculas con cavidades bi- o
tridimensionales. Los receptores moleculares son estructuras capaces de
acomplejar selectivamente sustratos i6nicos o moleculares, a través de
interacciones intermoleculares, con la formacibn de una estructura
supramolecular.® Una de las formas de clasificaciéon de los receptores

moleculares es en funcién de la estequiometria del complejo formado.***?

-receptor monotopico: es aquel que posee una sola region molecular capaz de

actuar como receptor y por lo tanto puede acomplejar un solo sustrato.

-receptor politopico: es aquel que posee dos 6 mas regiones moleculares

unidas covalentemente, capaces de acomplejar a mas de un sustrato.

Una gran variedad de receptores moleculares han sido sintetizados e
investigados, especialmente los de tipo macrociclicos. Estos trabajos
precisamente marcaron el inicio de la quimica supramolecular y fueron llevados
a cabo por Pedersen,™ Cram,** y Lehn,'® por lo que compartieron el Premio
Noébel de Quimica en el afio 1987. Los compuestos macrociclicos sintetizados
por ellos fueron conocidos como "éteres corona,” "esferandos" y "criptandos”,
gue son receptores moleculares capaces de complejar selectivamente cationes
de distintos tamafios en funcion del tamafio del macrociclo. Los trabajos iniciales
en quimica supramolecular se centraron en el disefio de moléculas con
funciones receptoras basadas en el reconocimiento molecular y los procesos de
acomplejamiento, sin que se llevaran a cabo reacciones quimicas con el
sustrato. Si el receptor presenta en su estructura determinados grupos reactivos
capaces de transformar quimicamente al sustrato acomplejado este proceso es

conocido como catalisis supramolecular.®

Las estructuras receptoras pueden también comportarse como
transportadores supramoleculares a través de una membrana bioldgica, al

encontrarse el receptor molecular localizado en el interior de una membrana y
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actuar como transportador selectivo del sustrato a través de la misma.’

En resumen, puede decirse que los procesos de reconocimiento,

autoensamblaje, transporte y transformacién conforman las funciones basicas

de los receptores supramoleculares.

En la figura 1.3 se muestran las estructuras de diferentes receptores

moleculares. Entre ellos las ciclodextrinas han sido uno de las mas estudiados

y sirven de base experimental de nuestra investigacién, por lo que seran

tratadas en detalle en el epigrafe siguiente.

!
L
Lo

A
7N\ /7 \«
/SN N\ /N
(@) (@]
(@] — (0]
\_N+\ p /_\NJ
C

OMe MeO
HOH,C
lo) HO
OH
HOH,C
o) OH
OH
(o]
OH
HOH,C

D

OMe

(0]

o
H,OH
HO
o
OH
o

HO
CH,OH
HO
OH )
At

CH,OH

Figura 1.3- Ejemplos de receptores moleculares. A: 18-corona-6. B: ciclotriveratrileno.

C: ciclofano. D: a-ciclodextrina.
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1.2.- Caracteristicas generales de las ciclodextrinas.
Las ciclodextrinas son una familia de oligosacéridos ciclicos naturales no

reductores, constituidos por 6, 7, u 8 unidades de D(+)-glucopiranosa unidas
por enlaces o(1—4) glicosidicos, que se denominan a-, - y y-ciclodextrina,

respectivamente (figura 1.4).

HOH,C o
o OH &
o) HO
OH HO H,OH
HOH,C o
A
n:]., a-CD OH CH.,OH
OH B CH,OH z
o) n=2, 3-CD o
—a . HO
oH n=3,y-CD
CD | Diametro de la Cavidad (A)
o CH,OH o 29
OH HO
HOH,C OH o 3 6.2
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Figura 1.4- Estructura ciclica y dimensiones de las ciclodextrinas.

Son conocidas también ciclodextrinas con mas de ocho unidades de
p(+)-glucopiranosa (8, € y n-ciclodextrinas),'® hasta llegar a tener catorce
unidades,'” aunque no son las més utilizadas por su pobre capacidad en la
formacion de compuestos de inclusion, debido al gran tamafio de la

cavidad.

La estructura de las ciclodextrinas ha sido elucidada a partir de
estudios de difraccion de rayos X.'® Como resultado de la conformacién silla
“C, de las unidades glucopirandsicas, las ciclodextrinas presentan una forma
tridimensional de cono anular truncado.” (figura 1.4). Los grupos hidroxilo

primarios enlazados al carbono 6 de la cara primaria de cada unidad
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glucopiranosica quedan orientados hacia el borde méas estrecho del cono,
mientras que los hidroxilos secundarios situados en los carbonos 2y 3 de la
cara secundaria quedan, por consiguiente, dirigidos hacia el borde maés
ancho del cono anular. Asi, todos los grupos hidrofilicos se ubican alrededor
de las aberturas de la cavidad y orientados hacia afuera. De esta forma, la
ciclodextrina presenta un revestimiento externo de naturaleza altamente
hidrofilica. Los atomos de hidrogeno metinicos de los carbonos 3 y 5, asi
como los pares electronicos de los enlaces glicosidicos quedan orientados
hacia el interior de la cavidad, dandole un caracter marcadamente

hidrofébico y apolar (figura 1.5).

ATOMOS DE HIDROGENO Y

INTERIOR DE LA CAVIDAD
ENLACES GLICOSIDICOS

CARA DE LOS GRUPOS
HIDROXILO SECUNDARIOS

CARA DE LOS GRUPOS
HIDROXILO PRIMARIOS

Figura 1.5- Ubicaciéon de los diferentes grupos funcionales en la molécula de
ciclodextrina.

En 1891, Villiers publicé la primera referencia acerca de las ciclodextrinas
cuando aislé una sustancia cristalina no reductora a partir de la degradacion
enzimética del almidén,?® que llamé celulosina. Poco después, la enzima
ciclodextrin-transglicosilasa, de origen bacterial, fue aislada por primera vez del
microorganismo Bacillus macerans® y se utilizé en la degradacién enzimatica
del almidén, obteniéndose mezclas de dextrinas lineales y ciclicas.
Posteriormente, Schardinger? desarrollé en 1903 un trabajo sistematico en la
sintesis y purificacion de sustancias similares a la celulosina obtenida por

Villiers, asi como al estudio de sus compuestos de inclusion con yodo. Estos
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experimentos permitieron diferenciar la a- de la B-ciclodextrina, identificandose

como “dextrinas de Schardinger”.

En 1936, los trabajos relacionados con la hidrélisis enzimatica de las
dextrinas de Schardinger definieron la estructura ciclica de estas moléculas y la
naturaleza de los enlaces glicosidicos tipo a(l1—4). En 1948, Freudenberg
descubrié una nueva ciclodextrina, la y.?? En la actualidad las ciclodextrinas se
producen industrialmente en grandes cantidades a partir de cepas del bacilo
modificadas genéticamente, de forma tal que se obtiene selectivamente
solamente una de las ciclodextrinas. Este método evita los procesos de
separacion de mezclas y hace mas rentable el proceso, obteniéndose las

ciclodextrinas como reactivos con grados de pureza superior al 99%.*?3

Las ciclodextrinas son receptores moleculares tridimensionales monotépicos, que
al poseer una cavidad hidrofobica central, les permite la formacion de complejos de
inclusién con una gran variedad de compuestos inorganicos y organicos. Esta propiedad
contribuyé al desarrollo de un gran numero de aplicaciones de las ciclodextrinas en la
tecnologia de los alimentos,®* las industrias farmacéutica, textil, biotecnolégica y
cosmética.”> A pesar de las potencialidades de aplicacion de las ciclodextrinas en la
quimica analitica, s6lo han encontrado uso en la electroforesis capilar y la cromatografia

quiral.

Una de las principales aplicaciones de las ciclodextrinas en la quimica
supramolecular ha sido en el disefio de enzimas artificiales a partir de los afios 60 por
Tabushi,?® Bender?’ y Breslow.?® Existen algunos casos notables en los que la sustitucién
de grupos hidroxilo por ciertos grupos funcionales ha permitido obtener enzimas
artificiales con una actividad catalitica superior a la enzima natural que se desea

modelar.?®

Otras aplicaciones de las ciclodextrinas que han motivado un gran
desarrollo de la quimica supramolecular, es su utilizacibn como sistemas de
transporte selectivo de sustratos a través de las membranas biol6gicas.?®
También se ha empleado la modificacion selectiva de todos los hidroxilos
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primarios o secundarios por grupos apolares, obteniéndose derivados anfifilicos
capaces de formar monocapas en la interfase de una disolucion y en estado

sélido, a través de procesos de auto-organizacién con diversas aplicaciones.®

El disefio de artefactos de reconocimiento molecular, es otra de las
aplicaciones de las ciclodextrinas que se ha desarrollado aceleradamente en la
actualidad, dada su capacidad de formar complejos de inclusion intramoleculares
con determinados sustituyente (figura 1.6).°°3' En este tipo de sistema, el
sustituyente esta acomplejado en la cavidad de la ciclodextrina y puede ser
desplazado hacia el exterior por un sustrato o molécula huésped, alcanzandose

de esa forma un estado de equilibrio entre ambos complejos.

H

Figura 1.6- Representacion de un artefacto de reconocimiento molecular formado por
una ciclodextrina modificada.

Finalmente, una de las aplicaciones de las ciclodextrinas en la quimica
supramolecular que ha tenido un desarrollo vertiginoso en la actualidad, y que
presenta una importancia fundamental en nuestra tesis, es en el disefio de
sensores de reconocimiento molecular a partir de electrodos modificados con
ciclodextrinas. Estos sensores se basan en la propiedad de estas moléculas de

formar compuestos de inclusién con una gran variedad de sustratos.

1.2.1- Propiedades de las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son solidos cristalinos incoloros. Su hidrdlisis acida
parcial produce una mezcla de glucosa y una serie de oligosacéridos lineales.
Este proceso transcurre a través de una cinética de pseudo primer orden.* Las
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principales propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas dependen del
namero de unidades de D(+)-glucopiranosa presentes en la molécula y se

recogen en la tablal.1.

Tabla 1.1: Principales propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas.

Propiedades oaCD BCD yCD
Unidades de D(+)-glucopiranosa 6 7 8
Masa molecular (g/mol) 973 1135 1297
Diametro de la cavidad (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Temperatura de descomposicion ('C) 250-260 255-265 240-245
Solubilidad en H,O (g /100 mL a 25°C) 145 1.85 23.2
Poder rotatorio de la luz polarizada [a]p® 150 162.5 177.4
Profundidad de la cavidad (A) 7.9 7.9 7.9
Diametro de la periferia (A) 14.6 15.4 17.5
Volumen aproximado de la cavidad:
Por molécula (A% 174 262 972
Por gramos (A% 0.10 0.14 0.20
Moléculas de H,O en el interior de la cavidad 8 11 17

Una de las propiedades fisicoquimicas mas importantes de las
ciclodextrinas es su solubilidad. Son solubles en agua y disolventes polares
aproticos como el dimetilsulfoxido (DMSO) y la dimetilformamida (DMF) y
practicamente insolubles en la mayoria de los solventes organicos comunes

tales como alcoholes, acetona, etc.*®

En la molécula de ciclodextrina, el &tomo de oxigeno del grupo hidroxilo del C,
de una unidad glucopiranosica forma un enlace por puente de hidrégeno con el proton
del grupo hidroxilo del C; de la unidad adyacente. En el caso de la B-ciclodextrina, los
siete enlaces por puente de hidrogeno forman un cinturén en la cara secundaria con una
geometria tal que origina una estructura sustancialmente rigida, estable y dificil de
solvatar, lo que explica en cierta medida su menor solubilidad en agua. En la a- y y-

ciclodextrinas este cinturdn esta distorsionado por razones geométricas, lo cual hace méas
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débiles los enlaces de hidrégeno que lo forman y, por tanto, son mas faciles de solvatar,

aumentando su solubilidad en agua con respecto a la B-ciclodextrina.**
1.2.2- Complejos de inclusion en ciclodextrinas.

Como hemos visto, la estructura ciclica de las ciclodextrinas determina una
cavidad apolar (receptor), que les permite la inclusion de moléculas huéspedes
(sustratos), preferentemente apolares, en el interior de la cavidad mediante
interacciones no covalentes. Este tipo de ensamblaje forma estructuras mas o
menos estables, que pueden ser aisladas en fase soélida. Es de notar que la
inclusion apenas afecta la estructura y la funcionalidad de los sustratos

moleculares, aunque puede provocar alguna ligera deformacion del receptor.

A pesar de ser muchos y variados los trabajos realizados acerca del poder
acomplejante de las ciclodextrinas, todos los autores coinciden en que se trata de un
fenomeno huésped-hospedero. Pringsheim, en 1920, descubrid esta propiedad en las
ciclodextrinas y lo denoming “coordinacion”, y al producto formado “complejo®. La
terminologia actual es de “complejo de inclusion”, propuesta por Schlenk 30 afios

después de Pringsheim .

El proceso de reconocimiento molecular de sustratos por las ciclodextrinas
requiere que el receptor y el sustrato sean compatibles en cuanto a su tamafio y su forma.
Si, ademas, el sustrato posee grupos polares capaces de formar puentes de hidrogeno con
los grupos hidroxilo del receptor, la interaccion sera mas fuerte y, por tanto, la estructura
ser4 més estable.® La fuerza motriz en la formacion de complejos de inclusién es el
desplazamiento, por parte del sustrato, de moléculas de agua situadas en la cavidad de las
ciclodextrinas en posiciones energéticamente desfavorables (interaccién polar-apolar).®
Ello provoca un aumento de la entropia del sistema, favoreciendo el proceso de
formacion del complejo de inclusién. En la figura 1.7 se representa de forma esquematica

el proceso de formacion de un complejo de inclusion.
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Figura 1.7- Representacion esquemética de la formacién de un complejo de inclusion.

La naturaleza y contribucion de las diferentes interacciones que toman
parte en la formacion de los complejos de inclusibn no son enteramente
conocidas, aunque la mayoria de los autores consideran como mas importantes
las siguientes:

1- Interacciones hidrofobicas.

2- Formacién de enlaces por puente de hidrogeno entre los centros polares de las
moléculas.

3- Interacciones de van der Waals.

4- Liberacion de energia por desplazamiento de moléculas de agua de la cavidad por
el sustrato apolar.

5- Energia liberada por cambios conformacionales.
6- Interacciones dipolares y dispersivas.

7- Interacciones electrostaticas

Las interacciones hidrofobicas sustrato-receptor son las predominantes en la
formacion de los compuestos de inclusion, aunque las contribuciones de cada una de

estas fuerzas dependen de la naturaleza del sustrato incluido.

La estructura y estabilidad de los complejos de inclusion depende de dos

parametros fundamentales:
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1. Polaridad del sustrato: La estabilidad de los complejos de inclusion esta en

funcién del caracter hidrofobo del sustrato.

2. Compatibilidad geométrica: La estabilidad de los complejos de inclusion también
depende del tamafio y forma geométrica del sustrato con respecto a las

dimensiones de la cavidad de las ciclodextrinas.

El proceso de formacion de complejos de inclusion provoca variaciones
reversibles en las propiedades fisicoquimicas de la molécula huésped, tales como su
solubilidad en agua, volatilidad y fotosensibilidad, confiriéndoles una gran utilidad
industrial en la solubilizacién de drogas,® la estabilizacién de sustancias volatiles,**y la
proteccién contra la oxidacién.?® Otras propiedades fisicoquimicas de las moléculas
huéspedes que sufren variaciones al formar complejos de inclusion son sus corrimientos
quimicos en RMN vy la intensidad y posicion de las bandas de sus espectros de absorcion
y de fluorescencia, los cuales son muy utiles para detectar la inclusion y determinar sus

parametros cinéticos y termodinamicos.*"®

El sistema mas frecuente de inclusion molecular se verifica con estequiometria 1:1

y es descrito mediante la ecuacion siguiente:

., _ [G-CD]
G+CD— G-CD K= m

donde G es la molécula huésped, CD la molécula de ciclodextrina, G-CD es el complejo

de inclusion formado y K es la constante de equilibrio.

Los principales tipos de compuestos de inclusion que se observan entre las

ciclodextrinas y diferentes sustratos son los siguientes:®

1. Parcial: Inclusién parcial del sustrato en la cavidad de la ciclodextrina. Si la
molécula huésped es de dimensiones muy grandes con respecto a la
ciclodextrina, el proceso de inclusion se lleva a cabo s6lo por una parte del

sustrato que se incluye.
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2. Completa: Inclusién total de una pequefia molécula huésped en la cavidad de la
ciclodextrina. Si el huésped posee grupos polares, éstos generalmente quedan
orientados hacia el exterior de la cavidad. Los grupos polares pudieran
interactuar con los grupos OH periféricos de las ciclodextrinas, mediante enlaces

por puente de hidrégeno.

3. Complejos con estequiometria superior: Tanto en soluciébn como en estado
solido pueden formarse complejos de inclusion de estequiometria superior, (p.e,
2:1 sustrato-receptor), si el sustrato es de pequefias dimensiones, o 1:2 si, por el

contrario, el sustrato es mucho mayor que la cavidad.

1.3- Derivados de las ciclodextrinas

La sintesis de derivados de ciclodextrinas constituye en la actualidad un desafio de
extraordinaria dimension para la quimica supramolecular, debido a sus potenciales
aplicaciones en diversos campos. Por otro lado, los derivados de las ciclodextrinas en
muchas ocasiones poseen una mayor capacidad de formacion de complejos de inclusion,

como consecuencia de los nuevos grupos funcionales incorporados a las ciclodextrinas.'®

Las estrategias de sintesis de derivados de las ciclodextrinas estan regidas por dos
de sus principales propiedades estructurales: la capacidad de formacion de compuestos de
inclusién y la presencia de numerosos grupos hidroxilo en la periferia del cono anular
truncado, que pueden ser sustituidos por diferentes grupos funcionales. Los grupos mas
reactivos en reacciones de sustitucion nucleofilica son los hidroxilos mas basicos unidos
al C¢ (pKa = 15-16), seguido de los hidroxilos unidos al C, (pKa, = 12-13). En Cj3 se
encuentran los grupos hidroxilos menos accesibles a reacciones de sustitucion
nucleofilica debido a los enlaces por puentes de hidrogeno en los que intervienen con los

grupos hidroxilo de unidades adyacentes de glucopiranosa.'®

En la década del 50 aparecieron de forma sistematica en revistas especializadas las
primeras referencias relacionadas con la sintesis y caracterizacion de derivados de las

39,40

ciclodextrinas.?! Recientemente, se han reportado recopilaciones de los principales

tipos de derivados de las ciclodextrinas, asi como de las diferentes estrategias de sintesis
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y sus principales aplicaciones.

Diversos autores han intentado clasificar los derivados de las ciclodextrinas
atendiendo a variados criterios. A continuacién mostramos una propuesta general de

clasificacion (figura 1.8).

Modificacién por la Modificacion por la segun la posicion
cara primaria cara secundaria de la sustitucion

NS

ciclodextrina
sustituida

v N .
Derivados asimétricos Derivados simétricos
(sin eje de simetria) (con eje de simetria C)
/ \ l > segun el niumero de
grupos sustituidos
Monosustituidos Poli-sustituidos Per-sustituidos
(un solo grupo (no todos los grupos (todos los grupos
hidroxilo esta sustituido) hidroxilo del mismo hidroxilo del mismo
tipo estan sustituidos) tipo estan sustituidos)

S

Figura 1.8- Clasificacion de los derivados mas comunes de las ciclodextrinas.

La forma mas directa de sintesis de derivados de las ciclodextrinas es a partir de la
sustitucion, mediante un reactivo electrofilico, de uno o varios grupos hidroxilo primarios

o secundarios de las ciclodextrinas.**

En el presente trabajo utilizaremos fundamentalmente la sintesis de derivados
simétricos por la cara primaria, por lo que haremos hincapié en este tipo de derivado. Es
por ello, que sélo haremos una breve mencién de los derivados asimétricos, dada su

importancia en la formacion de una vision general de los principales métodos de sintesis.
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La sintesis de derivados asimétricos de las ciclodextrinas se realiza mediante la
sustitucion parcial de uno o varios grupos hidroxilo. Entre los més importantes estan los
monosustituidos, siendo su obtencidn basicamente un problema estadistico debido al gran
numero de grupos hidroxilo presentes en la periferia del cono anular. Es por ello, que las
condiciones de reaccion deben ser ajustadas de forma muy cuidadosa para evitar la
polisustitucion. Uno de los derivados monosustituidos que ha sido mas investigado por su
importancia sintética, es el monotosilato de las ciclodextrinas. En la literatura existe una
variada recopilacion de métodos de monotosilacion de ciclodextrinas por la cara primaria
o secundaria.***>*** Como el grupo sulfonato es facilmente sustituible por otros grupos
funcionales mediante reacciones de sustitucion nucleofilica, los derivados monotosilados
son importantes precursores de derivados mas complejos (Figura 1.9). Las ciclodextrinas
monosustituidas tienen aplicacion en el disefio de enzimas artificiales, sensores,

e1:(:.29,30,40,45

0.7 eq TsCl
py, 0-5°C
—_—

(25-30%)

BCD

Z =NH,, NHR, SH, SR, CI, Br, I, etc.

Fig. 1.9- Sintesis de derivados monosustituidos de ciclodextrinas.

La activacion del carbono 6 para la sintesis de derivados per-sustituidos se puede
llevar a cabo de dos formas diferentes.“® La primera via consiste en tratar la ciclodextrina

con un ligero exceso de un reactivo electrofilico poco selectivo, por ejemplo, un cloruro
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de sulfonilo en piridina a temperatura ambiente. Como es de suponer, esto origina una
mezcla de productos que, en muchas ocasiones, es dificil de separar y purificar. La
reaccion se sigue por cromatografia de capa delgada hasta la formacion del producto
deseado con el mayor rendimiento posible que es aislado por recristalizacion o por
cromatografia de columna. De esta forma Lautsch, en 1954, obtuvo por primera vez el
heptakis-(6-O-tosil)-p-ciclodextrina con un 50% de rendimiento.*” Esta sintesis fue
mejorada posteriormente por Takeo y empleada para preparar un derivado per-

halogenado.*®

La segunda via es una version mejorada de la anterior en la cual se escoge un
reactivo electrofilico selectivo a los hidroxilos de alcoholes primarios, los cuales son
reemplazados por halégenos. A diferencia del primer método, en este caso se pueden
emplear grandes excesos de reactivo y altas temperaturas para garantizar la per-
sustitucion, sin afectar la selectividad de la sustitucion. Esto hace que el procedimiento
sintético sea mas sencillo y la purificacion mas facil. En 1974, Takeo sintetiz6 por
primera vez, de forma directa, un derivado per-halogenado por Cs, al hacer reaccionar el
bromuro de metanosulfonilo con las ciclodextrinas nativas en dimetilformamida,
obteniéndose los correspondientes per-bromuros con un 76% de rendimiento.*

Posteriormente, Defaye®*™

propuso un metodo directo de per-halogenacion en C-6 a
partir de la reaccion de a- y PB-ciclodextrina con trifenilfosfina y bromo o yodo en
dimetilformamida, obteniéndose el correspondiente per-(6-halo-6-desoxi)-derivado en un
84-87%. De esta forma se obtuvieron, de forma inequivoca, los primeros derivados per-
bromados y per-yodados que resultaron ser intermediarios de sintesis muy Utiles.

La sintesis directa del heptakis-(6-cloro-6-desoxi)-B-ciclodextrina fue propuesta
por D'Souza en 1994,°% a través de la formacién de un intermediario de Vilsmeier-Haack,
producto de disolver imidazol y cloruro de bencenosulfonilo en dimetilformamida, en

exceso con relacion a la B-ciclodextrina.

Posteriormente, Defaye®® propuso otros dos métodos generales de per-
halogenacion directa al hacer reaccionar las ciclodextrinas naturales con un exceso de

53a

haluro de halometilenmorfolinio (generado in situ en presencia de DMF)>** o una mezcla

de N-halosuccinimida y trifenilfosfina en DMF.>** Estas reacciones también ocurren a
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través de intermediarios tipo Vilsmeier-Haack, obteniéndose los per-(6-halo-6-desoxi)-

derivados con rendimientos que varian entre 76 y 93% (figura 1.10).

via haluro de halometilenmorfolinio

o J=<x X~ /[DMF/60°C/20h
\ / H

n X via N-halosuccinimida
|

o N o}
v/PPhleMFl80°C/4h

n=6,7,8
X=Cl, Br, |

76-93%

Figura 1.10- Sintesis de los derivados del tipo per-(6-halo-6-desoxi)-ciclodextrina.>®

Los derivados del tipo per-(6-halo-6-desoxi)-ciclodextrina son intermediarios
importantes, ya que presentan una mayor estabilidad en comparacion con los derivados
polisulfonados de las ciclodextrinas. Su utilizacion, de forma general, es un poco limitada
por ser solo solubles en solventes polares apréticos, como DMF y DMSO vy
practicamente insolubles en agua y etanol, propiedad ésta que, en cambio, favorece sus

métodos de obtencion y purificacion.

Como hemos planteado anteriormente, los derivados per-halogenados son
precursores de un gran nimero de otros derivados que se pueden obtener por reacciones
de sustitucion nucleofilica. Por ejemplo, la sintesis de los derivados per-(6-azido-6-
desoxi)-ciclodextrina se puede realizar con rendimientos casi cuantitativos por reaccién
de los correspondientes derivados per-halogenados con un exceso de azida de sodio en

dimetilformamida.>** (figura 1.11).

NaN,/DMF/80°C/16h

n=6,7,8

99%
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Figura 1.11- Sintesis de los derivados del tipo per-(6-azido-6-desoxi)-ciclodextrina.>**°

Las per-(6-amino-6-desoxi)-ciclodextrinas se pueden obtener reduciendo la
correspondiente azida per-sustituida con trifenilfosfina disuelta en una mezcla de dioxano
y metanol, seguido de hidrélisis con amonfaco.”® (figura 1.12). Este método fue
modificado y generalizado por Stoddart,* al utilizar la dimetilformamida como solvente
y precipitar directamente con etanol, obteniéndose la amina libre con un 98% del

rendimiento.

1) PPh,/dioxano-MeOH, ta,2 h
2) NH, (ac), ta, 12 h

n=6,7,8

98%
Figura 1.12- Sintesis de los derivados del tipo per-(6-amino-6-desoxi)-ciclodextrina.>*

Los derivados halogenados de las ciclodextrinas son también importantes
intermediarios en los métodos de sintesis de otros derivados de las ciclodextrinas,

especialmente de compuestos sulfurados.

En la actualidad el derivado per-sulfurado mas importante y conocido de las
ciclodextrinas es el per-(6-tio-6-desoxi)-p-ciclodextrina, obtenido por primera vez por
Kaifer.”” EIl método de sintesis consta de dos etapas. La primera es la sintesis del per-(6-
iodo-6-desoxi)-B-ciclodextrina visto anteriormente. En la segunda, este haluro se trata
con tiourea en presencia de dimetilformamida a 70°C durante 19 h, seguido de hidrélisis
bésica y acidulacion para obtener el derivado heptatiolado de la B-ciclodextrina con un
rendimiento del 90% (figura 1.13).
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1) (NH,),C=S, DMF, 80°C, 16 h
2) NaOH (ac),reflujo x 1h
3) KHSO,

n=6,7,8

90%

Figura 1.13 - Sintesis de los derivados del tipo per-(6-tio-6-desoxi)-ciclodextrina.”’

Debemos resaltar que, aunque algunos métodos de sintesis indicados
anteriormente han sido descritos para la B-ciclodextrina, éstos son aplicables también
para la a- y y-ciclodextrinas. En estos casos los rendimientos pueden variar ligeramente

pero en realidad no se observa correlacion alguna con el tamafio del anillo.

1.4- Sensores de reconocimiento molecular basados en derivados de las

ciclodextrinas

Los sistemas de reconocimiento molecular formados por ciclodextrinas se
pueden comportar como sensores moleculares artificiales capaces de detectar
de forma selectiva un tipo especifico de sustrato, ya sea por su tamafo,
disposicion de los grupos funcionales en la molécula o por la posibilidad de

provocar cambios en alguna de las propiedades fisicas del sistema receptor.

Los sensores de reconocimiento molecular basados en las ciclodextrinas y sus

derivados pueden actuar, de forma general, en dos formas diferentes:

1. Ensolucion, o sea, sin estar fijos a un soporte.

2. Inmovilizados en un soporte.

El primer tipo de sensor es un derivado soluble de las ciclodextrinas que contiene

algin grupo croméforo o fluoréforo ocluido en su cavidad. Este sustituyente posee una
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sefial analitica determinada que, al ser desplazado de la cavidad por un sustrato huésped,
origina una nueva sefial analitica diferente®® (figural.13). Esta nueva sefial es
caracteristica del huésped ocluido y la magnitud del cambio en posicion o intensidad con

respecto a la sefial inicial depende del grado de penetracion del huésped en la cavidad.

® i
\ . c
S - — 5|
| [+ « > | ||il E /‘\
II|___ ) ) __‘.III I'|\___ ____.III »
1 2 var. independiente
(At E. 1)

Figura 1.13- Representacion esquematica de un sensor no fijo a un soporte.

Una caracteristica fundamental de estos sensores es que las propiedades
fisicoquimicas del sustituyente se ven modificadas notablemente al pasar al exterior de la
cavidad de la ciclodextrina. Las sefiales analiticas mas empleadas en este tipo de sensores
han sido las de fluorescencia,® absorcién en el ultravioleta-visible,*>* resonancia

magnética nuclear,® dicroismo circular, etc.®*

El segundo tipo de sensor esta formado por un derivado de las ciclodextrinas pero,
en este caso, la modificacion quimica tiene como objetivo fijar el sensor a una superficie
s6lida, generalmente un electrodo.®? En este tipo de sensor las ciclodextrinas se pueden
inmovilizar de tres formas diferentes (figura 1.14):

A. formando peliculas poliméricas (polymer films).®*%
B. formando monocapas de derivados anfifilicos autoensamblados mediante
interacciones hidrofébicas y electrostaticas.®®

C. formando monocapas en superficies de metales nobles mediante enlaces M-S.*’

La formacién de peliculas se puede realizar adsorbiendo fisicamente materiales
poliméricos de derivados de ciclodextrinas sobre electrodos de pasta de carbon
(composites), carbon vitreo o diferentes metales (figura 1.14-A). Los polimeros, al estar
formados por multiples receptores unidos mediante enlaces covalentes, favorecen en

muchas ocasiones la capacidad de las ciclodextrinas de formar compuestos de inclusion
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con diferentes sustratos, mejorando la sensibilidad del dispositivo.®*®°

La segunda estrategia consiste en la modificacion selectiva de todos los grupos
hidroxilo de un mismo tipo por grupos apolares para obtener derivados anfifilicos que
poseen una cara hidrofébica (sustituida por grupos apolares) y otra cara hidrofilica
(sustituida por grupos polares) los cuales pueden ser inmovilizados en soporte. En este
sentido es de resaltar el trabajo desarrollado recientemente por Kaifer.® Este autor
inmovilizé un receptor anfifilico cargado positivamente a un electrodo de oro modificado
previamente con una monocapa del anion 3-mercaptopropanoato (figura 1.14-B). Se
demostré ademas que la estructura formada estd mucho mas organizada que la que se
origina por simple autoensamblaje del mismo receptor sobre el electrodo sin modificar.

Este tipo de

Figura 1.14- Métodos de inmovilizacidn de ciclodextrinas en superficies sélidas.

autoensamblaje organizado se asemeja al que ocurre en las membranas bioldgicas,

ademas de poseer propiedades de reconocimiento molecular.

La tercera estrategia de modificacion consiste en formar monocapas de
compuestos sulfurados en superficies de metales preciosos (figura 1.14-C). Esta
es precisamente la estrategia empleada en nuestro trabajo por lo que sera

expuesta con un mayor grado de detalle en el epigrafe siguiente.

1.4.1- Quimisorcion en superficies solidas. Caracteristicas generales.
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El proceso de autoensamblaje en superficies sélidas con la formacién de
monocapas (self-assembled-monolayers) se define como el ordenamiento molecular, en
dos o tres dimensiones, que ocurre a través de procesos espontaneos de quimisorcion.
Este fendmeno se origina en la interfase que existe entre una superficie solida (p.e. una
barra metalica) y una sustancia activa en disolucion, que trae consigo la formacion de

bloques estructurales supramoleculares®”® (figura 1.15).

La reaccion quimica general que representa la quimisorcion de un alcanotiol en
una superficie de oro es considerada como una reaccion de oxidacién-adicion del grupo
tiol seguido de una posterior eliminacion reductiva del hidrogeno, como se muestra en la

ecuacion siguiente:®®
R-S-H + Au— R-S-Au + %2H,

Estas monocapas muestran, en general, un O6ptimo grado de organizacion,
compactacion y estabilidad como resultado de los fuertes enlaces Au-S.°*™ A pesar de
esto, se ha encontrado que en las monocapas pueden existir ciertos defectos de
autoorganizacion, especialmente cuando la cadena carbonada es muy corta (figura
1.16).%°
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Figura 1.15- Proceso de quimisorcion sobre una superficie sélida, con formacion de monocapas
(self-assembled-monolayers).

Ademéas de los compuestos tiolados, se ha demostrado que otros tipos de
compuestos sulfurados presentan la propiedad de autoensamblarse en superficies
metalicas. Entre ellos estan los tiocarbamatos’? y las tioureas.” " Como soportes sélidos
se han estudiado otras superficies metalicas tales como plata,” platino,” cobre,”’ y

hierro.”

La posibilidad de caracterizar la estructura quimica, asi como los defectos de las
monocapas electrédicas mediante métodos electroquimicos y espectroscopicos, ha sido
un elemento de vital importancia para el desarrollo de sensores de reconocimiento
molecular basados en procesos de quimisorcion. En particular, los experimentos de
desorcion reductiva y las mediciones de impedancia permiten estudiar el grado de
revestimiento de la monocapa y su permeabilidad. La caracterizacion electroquimica del
recubrimiento  electrodico se puede complementar con diferentes técnicas
espectroscdpicas como, por ejemplo, la espectroscopia Raman superficial, la elipsometria

o las mediciones de angulo de contacto.”
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DEFECTOS

’:/KFH/(H/\

Figura 1.16- Diagrama esquematico de una monocapa sobre electrodo de oro y algunos de los
defectos mas comunes.

Es evidente que la naturaleza de las moléculas adsorbidas le puede conferir al
soporte determinadas propiedades que pueden ser Utiles para construir determinados
dispositivos. Los ejemplos mas sencillos los tenemos en las monocapas de &cidos w-
mercaptocarboxilicos 0 de w-mercaptoaminas, que pueden ser utilizadas como soportes
ibnicos o para reconocer iones de carga opuesta. Por su parte, las monocapas de
alcanotioles de cadena larga se pueden emplear para inducir determinadas orientaciones

en proteinas inmovilizadas que posean dominios hidrofébicos.®’
1.4.2-Electrodos modificados con derivados sulfurados de las ciclodextrinas

A partir de mediados de la década del 90, se inici6 el estudio de nuevas
generaciones de sensores voltamétricos basados en derivados tiolados de determinados
receptores quimiabsorbidos en electrodos de oro. La idea consistio en dotar a la
superficie de propiedades de reconocimiento molecular aprovechando las caracteristicas
del receptor inmovilizado. Como hemos visto, las ciclodextrinas estdn entre los
receptores moleculares mas importantes y mas aplicados. Sin embargo, su estudio como
modificadores de electrodos ha comenzado s6lo hace muy pocos afios, como veremos a

continuacion.

El primer trabajo en este tema fue publicado por Kaifer en 1995 al reportar la
sintesis y quimisorcion del heptakis-(6-tio-6-desoxi)-B-ciclodextrina sobre un electrodo
de oro. °" La monocapa fue caracterizada por medidas de capacitancia y desorcion

reductiva. Como resultado, se obtuvo que los receptores forman una monocapa
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relativamente imperfecta que recubria alrededor del 65% de la superficie. Los defectos en
el proceso de recubrimiento fueron sellados con pentanotiol para, de esta forma, obligar a
que toda reaccidon redox del sustrato en la superficie electrddica se llevara a cabo a través

de la cavidad de la ciclodextrina (figura 1.17).

S § 888 8§ s S 8§ 5 5 S § S 8 S § S § 8§ § 8§

ELECTRODO

Figura 1.17- Sensor de reconocimiento molecular basado en un derivado heptatiolado
de la B-ciclodextrina y pentanotiol quimiabsorbido en un electrodo de oro.

Este electrodo fue estudiado como sensor voltamétrico de reconocimiento
molecular del ferroceno, encontrandose que la constante de acomplejamiento interfacial
era relativamente alta (3.9 x 10* M™). Por otro lado, la formacién del complejo de
inclusion ferroceno/B-ciclodextrina fue comprobada a traves del fendmeno de
competicion selectiva con un sustrato no electroactivo, el acido 3-metilbenzdico. Se
observd que la sefial redox del ferroceno disminuy0, en la medida que la concentracién
del &cido aumentd en solucion. Este trabajo marcoé la pauta en el estudio y caracterizacién
de otros electrodos modificados con derivados sulfurados de las ciclodextrinas como

sistemas de reconocimiento molecular.®

Un trabajo muy interesante fue el desarrollado por Osa® a partir de la
modificacion de un electrodo de oro con el derivado hepta-(6-lipoil-6-desoxi)-f-
ciclodextrina. El electrodo modificado fue utilizado como sensor de reconocimiento
molecular de sustratos no electroactivos empleando marcadores electroactivos (figura
1.18). La intensidad de la sefial del marcador electroactivo disminuye y es proporcional a
la concentracion del sustrato que compite por los receptores de ciclodextrina, y al valor
de su constante de inclusion interfacial. Otro trabajo en la misma linea fue el desarrollado
por Ferri® mediante la modificacién de un electrodo de oro segin el método propuesto

por Kaifer. La monocapa fue utilizada como sensor en la determinacion voltamétrica de
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una serie de sustancias organicas no electroactivas, tales como sales biliares vy
detergentes. Estos sensores constituyen una alternativa a la deteccion de sustancias no

electroactivas y pudieran encontrar aplicaciones diversas.

1 2
&
o O O - &

A e A A olle

|
s s s s s s $s ss §s ss S svss
_

Marcador electroactivo Analito (generalmente una sustancia
(p.e.: [Ru(NH;):** ; [Fe(CN)gJ*) organica no electroactiva)

Figura 1.18- Sensor voltamétrico para sustratos no electroactivos empleando ciclodextrinas
inmovilizadas.

La misma estrategia fue empleada por Kitano para determinar las constantes de
inclusion de los isémeros orto y para del conjugado del rojo de metilo con la
fenetilamina en una monocapa de a-ciclodextrina.?* El valor obtenido para el isémero
orto resultd ser mayor que el del isomero para, lo cual se pudiera explicar considerando
que la forma en “V” del primero le permite interactuar, a la vez, con dos de los receptores
inmovilizados (figura 1.19). Una revision bibliogréafica realizada hasta finales de afio
2003 indica que este trabajo es el unico relacionado con la diferenciacién interfacial de

isdbmeros por ciclodextrinas inmovilizadas.
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Figura 1.19 Diferenciacion de isémeros de posicién por ciclodextrinas inmovilizadas.®

Wenz®®  estudi6 mediante  diferentes métodos  electroquimicos y
espectroscopicos la influencia de la separacién que se origina entre la superficie del
electrodo y la cavidad de las ciclodextrinas. Para ello, sintetizd una serie de derivados
mono- y per-tiolados con espaciadores de diferente longitud y naturaleza. Estos estudios
demostraron la influencia de la estructura quimica del derivado tiolado en la arquitectura
de la monocapa, donde la orientacion, permeabilidad de la cavidad, asi como la cinética
del proceso de quimisorcién, varian con el numero de grupos tiol inmovilizados y su
distancia a la cavidad de la ciclodextrina. La permeabilidad de las monocapas con
diferentes espaciadores fue demostrada desde el punto de vista cualitativo, a través del
estudio voltamétrico del proceso redox del anion hexacianoferrato en solucion. Ademas,
se estudié mediante voltametria ciclica la inclusion de diversos sustratos organicos como
el 4acido ferrocenocarboxilico, el metilnaranja, el acido 4-ter-butilbenzoico y el

ciclohexanol.

A partir de estos trabajos se pudo concluir que la cinética del proceso de
quimisorcion en una superficie solida es influenciada, entre otros factores, por la

estructura quimica del receptor y puede ser descrita mediante tres etapas fundamentales:

1- Proceso fisico de adsorcion,

2- Enlace y orientacion.

70



3- Formacion de la monocapa.

Finalmente, Reinhoudt desarroll6 métodos novedosos de sintesis de derivados de
ciclodextrinas conteniendo grupos tioéter con diferentes grados de ramificacion y estudio
mediante métodos electroquimicos y espectroscopicos la formacién de monocapas en
electrodos de oro.””® La arquitectura de la monocapa resulté ser dependiente del tipo de
ciclodextrina, siendo los derivados de B-CD los que formaron las monocapas mas
compactas. Estas monocapas son capaces de acomplejar sustratos organicos fluorescentes

con valores de K superiores a los obtenidos con el receptor en disolucion.

En resumen, los trabajos de Kaifer, Wenz y Reinhoudt fueron muy
importantes en el estudio de los factores que afectan la estructura, orientacion y
permeabilidad de las monocapas de ciclodextrinas. Ademas, demostraron que la
arquitectura y orientacion de los blogues supramoleculares formados dependen
de la estructura del derivado inmovilizado que conforma la interfase. Pero mas
importante, quizas, resultd ser que demostraron las potencialidades de estos
electrodos modificados para comportarse como sensores voltamétricos de
reconocimiento molecular capaces de detectar moléculas de la mas diversa
naturaleza. A pesar de esto, existen muy pocos trabajos en la literatura
orientados con fines aplicativos por lo que el tema tiene amplias posibilidades de

desarrollo en un futuro muy préximo.

1.5- Monocapas cargadas. Aplicaciones.

Otra variante de inducir eventos de reconocimiento molecular en
superficies electrodicas es mediante la formacion de monocapas cargadas. Para
ello, se inmovilizan compuestos alcanotiolados que poseen grupos terminales
-0S03, -COO o -NH3". Entre otras aplicaciones, estos sistemas constituyen
modelos de marcada utilidad en el estudio de fendbmenos biolégicos, como son

los procesos de transferencia electrénica e iénica a través de las membranas.®’

Una de las aplicaciones mas estudiadas de los sensores voltamétricos desarrollados
a partir de monocapas cargadas es la determinacion de neurotransmisores en fluidos

extracelulares del sistema nervioso central en organismos vivos. El problema esencial en
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la determinacion del neurotransmisor dopamina en presencia de acido ascorbico esta
dado por la similitud de los potenciales de oxidacion de ambas especies a pH fisioldgico,
asi como por la reaccion que ocurre entre el acido ascérbico y la dopamina oxidada
(figura 1.20).

HO NH,+ [e) NH,+
A @N D/\/ +2H +2e E=019V
HO o)

(0] (@]
HO (@]
o) _— e} +2H +2e
B HO 10 E=017V
OH OH
OH OH

0 0
HO o NH,+ o HO NH, +
e A< Rl s o
HOji(Z—OH o O%OH HO
OH OH

Figura 1.20- Reacciones de oxidacion de la dopamina (A) y del &cido ascérbico (B) y oxidacion
del acido ascérbico por la forma oxidada de la dopamina (C).

Adicionalmente, la concentracion de acido ascérbico en los fluidos es unas 1000 veces
mayor que la de la dopamina en el plasma humano y en la orina.?®® Esto hace necesario

el desarrollo de métodos eficientes de determinacion simultanea de ambas especies.

Varias han sido las estrategias electroanaliticas desarrolladas con el
objetivo de mejorar la determinacion simultanea de dopamina y acido ascorbico.
Estas estrategias se centran en las interacciones electrostaticas que se ponen
de manifiesto entre la superficie electrodica cargada y las especies
electroactivas a determinar, trayendo consigo la separacién de los potenciales
de oxidacion y la posibilidad de determinacién de las sustancias implicadas.

Ohsaka™®* ha empleado electrodos de oro modificados mediante monocapas
cargadas positivamente, por ejemplo, cisteamina protonada (HSCH,CH,NH3") o
complejos macrociclicos tiolados de niquel (Il) (cargados di-positivamente). La

interaccion electrostatica entre la superficie cargada positivamente y el acido ascorbico
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cargado negativamente trae consigo el desplazamiento del potencial de oxidacion del
acido ascorbico de 0.20 V hasta aproximadamente 0.05 V. En contraste, el potencial de
oxidacion de la dopamina sélo varia de 0.20 V a 0.24 V, a pesar de las repulsiones
electrostaticas que se ponen de manifiesto entre la monocapa electrodica positiva y la
dopamina cargada positivamente. De esta forma, el electrodo modificado con la
superficie positiva separa el potencial de ambos procesos en 0.19 V, ocurriendo
primeramente la oxidacion del &cido ascorbico a 0.05 V y posteriormente la oxidacion de
la dopamina (figura 1.21). A pesar de esto, esta separacion no logra resolver
completamente los picos de oxidacion de ambas especies ya que aln existe una
componente de corriente anddica correspondiente al ascorbato en el pico de oxidacion de

la dopamina.
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Recientemente, el propio Ohsaka propuso una variante al método anterior
empleando nanoparticulas de oro inmovilizadas en la superficie de oro modificada con

cisteamina protonada.”® La adsorcion de las nanoparticulas genera una mayor superficie
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activa del electrodo provocando un aumento notable en selectividad y sensibilidad en la
determinacion de dopamina en presencia de acido ascorbico. También la reversibilidad

del proceso redox de la dopamina se ve significativamente mejorada.

La variante contraria a la representada en la figura 1.21 ha sido estudiada
recientemente por Tao.”® En este caso, el electrodo de oro fue modificado con &cido 3-
mercaptopropanoico con la formacion de una monocapa cargada negativamente. La
separacion de los picos de oxidacion de la dopamina y el &cido ascérbico obtenida de este
modo fue de 0.25 V. Este valor, aunque ligeramente mayor que la reportada por Ohsaka,

tampoco es suficiente para resolver completamente los picos.

Las estrategias antes mencionadas han sido objeto de intensos estudios tratando
de mejorar la resolucién de los picos de oxidacién.”** Para ello, han modificado los
electrodos con diferentes materiales, tales como polimeros i6nicos de diferente
naturaleza, complejos metalicos y diversos compuestos organicos ionizables, aunque no

siempre con resultados satisfactorios.

Otra importante aplicacion de las monocapas cargadas relacionada con el disefio
de biosensores es la inmovilizacion de enzimas por via electrostatica o hidrofobica.
Existen, al menos, tres estrategias generales para la inmovilizacion de enzimas en

electrodos'®* (figura 1.22):
A) Conjugacién covalente.
B) Adsorcion fisica.
C) Formacion de peliculas.

La conjugacién covalente es casi siempre irreversible, dando origen a monocapas
estables de la enzima en la superficie electrédica. Ademas, requiere de un proceso de
preactivacion de la superficie del electrodo y de una reaccion de acoplamiento (p. e.,
formacion de amidas). Por su parte, la adsorcion fisica es facil de realizar pero tiene los
inconvenientes de ser poco reproducible y de depender grandemente de la fuerza idnica
del medio. Finalmente, la formacién de peliculas se puede llevar a cabo empleando
surfactantes o polimeros cargados en los cuales la enzima queda atrapada en la superficie

electrédica. Las fuerzas motrices en estos dos ultimos métodos son comudnmente
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interacciones de tipo electrostaticas o hidrofébicas que determinan la fortaleza de la

interaccion y, por tanto, su estabilidad.'***%

NH, NH,* NH, NH*
PROTEINA PROTEINA
WU GO e
Sco gco,n-l Sco §02H gco Sco; CO; CO; CO; CO; CO;
S S S S S S 8§ § § s
A B
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PROTEINA <@— SURFACTANTE
4 O POLIMERO

C

Figura 1.22- Estrategias generales para la inmovilizacion de proteinas en electrodos: (A):
conjugacion covalente, (B), adsorcion fisica (C) formacion de peliculas.

Una de las proteinas mas estudiadas desde el punto de vista
electroquimico ha sido el citocromo c. Bowden'® estudié la adsorcion
electrostética del citocromo ¢ en un electrodo modificado con el acido 16-
mercaptohexadecanoico y determind que la orientacion de la proteina depende
del pH del medio. La respuesta voltamétrica del citocromo ¢ no se ve alterada

por la inmovilizacién, lo cual permite inferir que la estructura de la proteina
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permanece intacta. Esto es de gran importancia ya que para cualquier aplicacion
relacionada con proteinas o enzimas inmovilizadas es necesario que Su
funcionalidad se vea lo menos alterada posible para lograr un maximo de

actividad.

Como ha podido verse a lo largo de este capitulo, las ciclodextrinas
constituyen una familia de compuestos muy versétiles, que han encontrado
aplicacion en campos muy diversos. A pesar de ser conocidas desde hace més
de un siglo, cada dia se descubren y explotan nuevas posibilidades de
aplicacion. Un ejemplo de ello es el desarrollo de sistemas de reconocimiento
molecular basados en ciclodextrinas inmovilizadas en electrodos, los cuales han
comenzado a estudiarse hace solamente 10 afios. Esto hace que el tema sea de

gran actualidad, abriendo numerosas posibilidades de estudio y desarrollo futuro.

CAPITULO 2: PARTE EXPERIMENTAL.

2.1- Reactivos.
Las a-, B- y y-ciclodextrinas utilizadas en este trabajo provienen de la firmas

Merck, Sigma y Wacker, respectivamente. En caso necesario, las ciclodextrinas se
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secaron en una estufa de vacio a 120 °C sobre pent6xido de difésforo (P,Os), durante 20
h.

La dimetilformamida (DMF) se secO por agitacion con hidruro de calcio
(CaH,) durante 20 h, seguido de destilacion a presion reducida, y fue guardada
sobre tamices moleculares de 4 A. El imidazol (ImH) se sec6 a vacio durante 8
h. El dioxano utilizado se purifico tratdndolo con sodio metalico durante 12 h y
posteriormente se redestilo al vacio. EI metanol (MeOH) y etanol (EtOH)
utilizados fueron previamente destilados. El resto de los reactivos empleados

fueron de calidad analitica y utilizados sin tratamiento previo.

2.2- Equipos.

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron registrados en un
espectrémetro Bruker AC 250 en D,O 0 DMSO-ds, segun el caso, a 25 °C.

Los espectros de masas (FAB+) fueron obtenidos en un equipo Autospec EQ207
empleando una matriz de glicerina.

Los espectros UV-Vis fueron realizados en un espectrofotdmetro Pharmacia LKB
Ultrospec 1lI, utilizando el sofware auxiliar Wavescan en cubetas de cuarzo de 1 cm de
paso optico.

Los puntos de fusion fueron determinados en un equipo Electrothermal

Engineering Ltd.

Las mediciones voltamétricas fueron realizadas en un analizador polalogréafico
Yanaco P900 (Japdn) acoplado a un registrador XY Graphtec 1000 o en un equipo CHI-
660 de CH Instruments (USA), acoplado a una computadora personal. Se empleé un

sistema de tres electrodos:

 indicador: electrodos de plata (¢ 2 mm) u oro (¢ 1 mm), modificados o no.
e referencia: electrodo de plata/cloruro de plata saturado (Bioanalytical Systems).

e contraelectrodo: 1amina de platino de 2 cm?.

Las mediciones voltamétricas se realizaron a velocidades de barrido entre 50-100

mV/s en buffer fosfato de pH 7 (0.1 mol/L) o sulfato de sodio (Na,SO,) de concentracion
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0.2 mol/L, previamente desoxigenados con argon. El convenio utilizado para representar

los voltamogramas ciclicos se muestra en la figura 2.1.
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Figura 2.1 Convenio utilizado para representar los voltamogramas ciclicos en el presente trabajo.

2.3- Métodos generales de sintesis de derivados de las ciclodextrinas.

2.3.1- Per-(6-cloro-6-desoxi)-ciclodextrinas (2).

Método de D Souza.>* Se disolvieron 0.75 g, 0.88 g 0 1.02 g de imidazol y 4.0-4.2
mL de cloruro de bencenosulfonilo en 35 mL de dimetilformamida seca a 70°C y se
esper6 unos 10 minutos hasta que la disolucion paso de una coloracion amarilla a rojo
vino. A continuacion, se afiadieron 0.97 g, 1.13 g 0 1.30 g, respectivamente, de a-, 3, 0 -
ciclodextrina seca y se agitd durante 24 h a 70°C, provisto de un tubo de cloruro de
calcio. La disolucidon se concentro al vacio hasta menos de la mitad del volumen inicial a
una temperatura de 70°C, posteriormente se afiadié sobre 1.5 L de agua con hielo y se
agito vigorosamente durante 1 hora, obteniéndose un precipitado blanco muy fino. A esta
suspension se le afiadié una disolucion de NaOH (0.5 mol/L) hasta pH 10, y se agit6
durante 10 min. Posteriormente, la suspension se neutralizd con una disolucion de HCI

(0.5 mol/L), se centrifugd y el precipitado se lavd varias veces con agua y acetona,
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secandose al vacio sobre pentoxido de difésforo (P,0s) durante 72 h.
Hexakis-(6-cloro-6-desoxi)-a-ciclodextrina: (2a). Rendimiento: 72%. p.f: 254-256C
(desc).

Heptakis-(6-cloro-6-desoxi)-B-ciclodextrina: (2B). Rendimiento: 76%. p.f: 265-267C
(desc).

Octakis-(6-cloro-6-desoxi)-y-ciclodextrina: (2y). Rendimiento: 70%. pf: 238-240C
(desc).

2.3.2- Octakis-(6-cloro-6-desoxi)-y-ciclodextrina (2y).

Método de Defaye.® Se disolvié 1.30 g de y-ciclodextrina seca en 40 mL de
dimetilformamida y se le afadieron 2.07 g de N-clorosuccinimida y 4.19 g de
trifenilfosfina. La disolucion se agité manteniendo la temperatura entre 70 y 80°C durante
4 horas empleando un tubo de cloruro de calcio. La mezcla de reaccion se diluy6 con 100
mL de metanol y se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
enfrié a 15°C y se ajusté el pH de la disolucién a 9 con una disolucién de metéxido de
sodio 3 mol/L en metanol. Finalmente, la disolucidon se precipitd en 600 mL de agua con
hielo con agitacion vigorosa, el precipitado fue filtrado y lavado varias veces con
metanol, secdndose al vacio sobre P,Os durante 24 h.
Octakis-(6-cloro-6-desoxi)-y-ciclodextrina: (2y). Rendimiento: 92%. pf: 240-241°C
(desc).

2.3.2- Heptakis-(6-bromo-6-desoxi)-B-ciclodextrina (3p).

Método de Defaye.”® Se disolvié 1.13 g de B-ciclodextrina seca en 40 mL de
dimetilformamida y se afadieron 2.43 g de N-bromosuccinimida y 3.64 g de
trifenilfosfina. La disolucion se agité manteniendo la temperatura entre 70 y 80°C durante
4 horas empleando un tubo de cloruro de calcio. La mezcla de reaccién se diluy6 con 100
mL de metanol y se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
enfri6 a 15°C y se ajusté el pH de la disolucion a 9 con una disolucién de metéxido de
sodio 3 mol/L en metanol. Finalmente, la disolucién se precipité en 600 mL de agua con

hielo con agitacion vigorosa, el precipitado fue filtrado y lavado varias veces con
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metanol, secAndose al vacio sobre P,Os durante 24 h.
Heptakis-(6-bromo-6-desoxi)-B-ciclodextrina: (3B). Rendimiento: 90%. pf: 239-241°C
(desc).

2.3.3- Heptakis-(6-yodo-6-desoxi)-B-ciclodextrina (4p).

(A) Método de Defaye.”®>! Se disolvieron 13.31 g de trifenilfosfina en 50 mL de
dimetilformamida seca, posteriormente se afiadieron lentamente 13.45 g de yodo y se
dejo agitando durante 30 minutos a temperatura ambiente. A la disolucion se le afiadieron
432 g de P-ciclodextrina seca y se agité vigorosamente durante 18 h a 80°C.
Posteriormente, la disolucion se concentro a presion reducida hasta la mitad del volumen
y se enfri6 hasta 5 C, ajustandose el pH a 9 con una disolucién de metéxido de sodio 3
mol/L en metanol. A continuacion, la mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se precipitd sobre 1.5 L de agua con hielo y el producto obtenido
se lavo varias veces con agua destilada y se dejo secar al aire durante 24 h. Para eliminar
el exceso de yodo, el solido se suspendi6 en 1 L de diclorometano, se filtré y lavo varias
veces con diclorometano. Finalmente, el solido se redisolvio en 100 mL de
dimetilformamida seca y se precipitd sobre 1.5 L de agua con hielo. El sélido blanco

obtenido se lavo con MeOH, y se secd al vacio sobre P,Os durante 72 h.

Heptakis-(6-yodo-6-desoxi)-p-ciclodextrina: (4B). Rendimiento: 70%. pf: 232-
235°C (desc).

(B) Método de Stoddart.”® Este método se diferenci6 del de Defaye a partir de los
procedimientos de extraccion y purificacion del producto. Luego de ser precipitado el
producto sobre agua con hielo, se lavd con metanol y se secd superficialmente.
Finalmente, se eliminaron las impurezas de yodo presentes en el producto mediante el
extractor de Soxhlet, utilizando metanol como solvente durante 12 horas. Rendimiento:
82%. pf: 230-232°C (desc).

2.3.4- Per-(6-azido-6-desoxi)-ciclodextrinas (5).
Método de Defaye.>* Se disolvié 1.08 g, 1.26 g 0 1.44 g de 2a, 2B 0 2y,
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respectivamente, en 20 mL de dimetilformamida y se le afladieron 0.84 g, 0.97 g 0 1.10 g,
respectivamente, de azida de sodio. La mezcla se agito vigorosamente a una temperatura
de 70°'C durante 24 h, provisto de un tubo de cloruro de calcio. Posteriormente, la
disolucidn se enfrid a temperatura ambiente y se afiadio muy lentamente, con agitacion
vigorosa, sobre 1 L de agua con hielo. El precipitado blanco formado se centrifugé y se

lavé varias veces con agua y acetona y se seco al vacio sobre P,Os durante 72 h.

Hexakis-(6-azido-6-desoxi)-a-ciclodextrina: (5a). Rendimiento: 93%. pf: 252-
255°C (desc).

Heptakis-(6-azido-6-desoxi)-fciclodextina: (5B). Rendimiento: 96%. pf: 243-
245°C (desc).

Octakis-(6-azido-6-desoxi)-y-ciclodextrina: (5y). Rendimiento: 95%. pf: 223-
225°C (desc).

2.3.5- Per-(6-amino-6-desoxi)-ciclodextrinas (6).

(A) Método de Defaye.* Se suspendié 0.95 g, 1.11 g 0 1.29 g, respectivamente,
de 5a, 5B o 5y finamente dividido en 25 mL de una mezcla 5:1 (v/v) de dioxano y
metanol. A continuacion se afiadieron 4.98 g, 5.24 g o 5.50 g de trifenilfosfina. Se
observaron burbujas de un gas en soluciéon (N,) y, pasada una hora, la mezcla se volvio
transparente. Posteriormente, se afiadieron muy lentamente 2.3-2.5 mL de amoniaco al
25% y se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 12 h. La disolucién resultante
se concentrd al vacio hasta sequedad. El sélido obtenido se disolvié en 25 mL de H,O
acidulada con acido clorhidrico (pH 2) y el oxido de trifenilfosfina se filtro al vacio. El
filtrado, que contiene el clorhidrato de la per-amina correspondiente, se precipitd sobre
200 mL de acetona, se centrifugo y lavo varias veces con acetona. El solido obtenido se
seco al vacio sobre P,Os durante 72 h.
Clorhidrato de hexakis-(6-amino-6-desoxi)-a-ciclodextrina: (6a). Rendimiento: 73%. pf:
172-173°C (desc).
Clorhidrato de heptakis-(6-amino-6-desoxi)-p-ciclodextrina: (68). Rendimiento: 78%. pf:
182-185°C (desc).
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Clorhidrato de octakis-(6-amino-6-desoxi)-y-ciclodextrina: (6y). Rendimiento: 76%. pf:
190-193°C (desc).

(B) Método de Stoddart.”® Este método se diferencié del A en que se utilizé6 como
solvente la dimetilformamida y el producto se precipitd directamente sobre etanol,
seguido de lavados abundantes con etanol y éter. De esta forma se obtuvo la per-amina
libre con rendimientos superiores al método anterior. La ausencia de impurezas de 6xido
de trifenilfosfina se confirmé por RMN-'H.

Hexakis-(6-amino-6-desoxi)-a-ciclodextrina: (6a). Rendimiento: 92%. pf: 210-213°C
(desc).
Heptakis-(6-amino-6-desoxi)-B-ciclodextrina: (6B). Rendimiento: 90%. pf: 205-207°C
(desc).
Octakis-(6-amino-6-desoxi)-y-ciclodextrina: (6y). Rendimiento: 85%. pf: 200-202°C
(desc).

2.3.6- Poli-(6-ditiocarbamato-6-desoxi)-ciclodextrinas (7).

(A) Método de Cao® (modificado). Se afiadieron 0.6 - 0.8 mmol de CS,a 6 mL de
una mezcla 1:1:1 (v/v/v) de agua, etanol y amoniaco al 25 %, en dependencia del tipo de
ciclodextrina empleada. Posteriormente, se afiadieron 0.10 g, 0.11 g 0 0.13 g de 6a., 6B 0
6y, respectivamente. La suspension se agito vigorosamente en un bafio con hielo durante
6 h; al cabo de este tiempo el solido se disolvié completamente. Finalmente, la mezcla se
precipitd con acetona, obteniéndose un sélido blanco que se centrifugd, lavé con acetona
y se seco al vacio sobre P,Os durante 24 h.

Sal de amonio de poli-(6-ditiocarbamato-6-desoxi)-a-ciclodextrina: (7a).
Rendimiento: 71%. pf: 234-240°C (desc).
Sal de amonio de poli-(6-ditiocarbamato-6-desoxi)-p-ciclodextrina: (7).
Rendimiento: 75%. pf: 240-242°C (desc).
Sal de amonio de poli-(6-ditiocarbamato-6-desoxi)-y-ciclodextrina:  (7y).
Rendimiento: 78%. pf: 247-249°C (desc).
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(B) Este método fue esencialmente igual al anterior pero, en este caso, se empled
trietilamina como base. El producto fue precipitado y purificado de forma similar. Los
rendimientos obtenidos fueron ligeramente mayores (80% para 7a., 85% para 7 y 82%

para 7y).

2.3.7- Heptakis-(6-tio-6-desoxi)-B-ciclodextrina (88).

Método de Kaifer.>” Se disolvieron 0.88 g o 096 g de 3B o 4B,
respectivamente, en 10 mL de dimetilformamida y se afiadié 0.30 g de tiourea, dejandose
reaccionar con agitacion vigorosa a una temperatura de 70°C durante 19 h. La disolucién
se concentr6 al vacio a temperatura ambiente hasta que se obtuvo un sirope amarillo, que
posteriormente fue disuelto en 50 mL de agua. A continuacion, se afiadieron 0.26 g de
hidroxido de sodio y se refluj6 durante 1 h. Posteriormente se neutraliz6 con una
disolucion de KHSO, al 10%, con la finalidad de precipitar el producto. El precipitado se
filtro y se lavd varias veces con agua destilada y acetona y se sec6 al vacio sobre P,Os
durante 24 h.

Heptakis-(6-tio-6-desoxi)-B-ciclodextrina: (8B). Rendimiento: 83-85%. pf: 135-137C.

2.3.8- Modificacion del citocromo ¢ con residuos de adamantano (Cyt c-A).

Se disolvieron 20 mg de citocromo c (liofilizado, de corazén de caballo, Merck),
100 mg de l-adamantanocarboxilato de sodio y 50 mg de clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida en 50 mL de buffer fosfato de pH 6 y se agit6 durante
16 ha4’C.

Posteriormente, la mezcla se dializ6 varias veces contra agua destilada para
eliminar las sales y los componentes de baja masa molecular. Para ello se, empled una
membrana de didlisis de limite de exclusiéon ~1000 (Spectra-Pore®, ¢ 1.5 x 25 cm) y la

disolucién se mantuvo a 4'C mientras no se usé en las mediciones voltamétricas.

2.4- Determinacion del grado de sustitucion en 7.

El calculo del grado de sustitucion de los grupos ditiocarbamato en 7a,, 7B y 7y se
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realizé a partir de sus correspondientes espectros de RMN de *C desacoplados a banda
ancha y con extincion de NOE. Para ello se calculd la relacion de integracion de las
sefiales correspondiente al grupo NCSS (~206 ppm) y al C; (~102 ppm), tomando esta
altima como el 100 %. Las condiciones tipicas para la realizacion de los espectros
fueron:
Concentracion de muestra: 30 mg/0.5 mL de DMSO-dg;
Rango espectral: 20000 Hz.
Ancho de pulso: 4 ps.
Tiempo de relajacion: 10 s.
NUmero de barridos: 4800.

Cada uno de los productos, 7a, 7B y 7y, se sintetizd tres veces y el grado de
sustitucion se determind para cada muestra, por lo que es el promedio de tres

determinaciones.
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Tabla 2.1- Rendimientos y sefiales de RMN-"*C (63 MHz, DMSO-ds) de los derivados sintetizados.

C-1 C-6’

Comp  Rend (%)’ (ppm)  C2(Ppm) C-3(ppm) C-4(ppm) C-5(ppm) C-6(ppm) oy C-7 (PPM)
2a 72 101.95 72.72 71.68 83.68 70.96 45.32 - -
2B 76 102.07 72.55 72.06 83.68 71.30 45.03 - -
2y 70 102.10 72.50 72.50 83.14 71.29 45.12 - -
3p 82 102.50 72.50 72.13 86.36 71.45 9.81 - -
4B 90 102.31 72.64 72.30 84.92 71.4 34,57 - -
5ot 93 101.10 72.89 71.75 83.57 70.59 51.54 - -
5B 96 102.12 72.66 72.05 83.26 70.42 51.38 - -
5y 95 101.34 74.43 72.22 82.63 70.44 51.15 - -
ba* 92 104.34 74.89 73.24 81.98 69.43 41.21 - -
6p* 90 104.72 74.94 74.49 84.72 70.43 42.70 - -
6y* 85 103.90 74.20 72.77 83.36 69.96 41.11 - -
Ta 71 101.56 72.00 72.40 84.00 70.01 50.40 55.70 205.6
7B 75 102.19 72.24 72.50 83.40 70.00 50.05 54.50 206.5
7y 78 102.03 72.30 72.45 83.90 70.04 51.04 55.00 206.0
8B 83 102.26 72.61 72.36 85.02 71.19 26.05 - -

* Los espectros se obtuvieron en D,O conteniendo un 2% de 4cido trifluoroacético.

"En el caso de los compuestos que se prepararon por mas de un método (2y, 3B, 6a—y) se indica el mayor rendimiento obtenido.
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Tabla 2.2- Sefiales de RMN-'H (250 MHz, DMSO-ds) y de espectrometria de masas de los derivados obtenidos.

Comp ooy eem)  @em)  Gem)  Gpm SRR G o w2
20, 493(d) 3.84m) 3.84(m) 4.07(d) 3.60(m) 3.33 (M) 5.83(d)  5.62(s)
2B 495(d) 381(m) 3.81(m) 4.07(d) 3.62(m) 3.35 (M) 579(d)  5.60(s) 1264.1 [M+H]"
2y 496(d) 3.82(m) 3.81(m) 4.03(d) 3.57(m) 3.35 (m) 5.80(d)  5.65(s)
3p 499(d) 3.70(m) 3.70(m) 3.80(d)  3.45(m) 3.28 (m) 6.05(d)  5.90(s) 1927.0 [M+Na]"
48 490(d) 3.78(m) 3.78(m) 3.99(d)  3.55(m) 3.30 (m) 570(d)  5.57(s) 1597.8 [M+Na]*
5o 490(d) 3.65m) 3.70(m) 3.85(d) 3.62(m) 3.30(m) 3.42(m) 5.92(d) 5.77(s) 1160.9 [M+K]"
5B 490(d) 3.71(m) 3.80(m) 3.90(d) 3.60(m) 3.35(m) 3.40(m) 5.92(d) 575(6)  1310.1 [M+H]', 1347.9 [M+K]"
5y 491(d) 379(m) 3.82(m) 4.00(d) 3.64(m) 3.33(m) 341(m) 590(d) 5.70(s) 1497.0 [M+H]’, 1534.8 [M+K]®
6o 5.20(d)  3.69() 4.12(m) 3.92(d) 3.78(dd) 3.36(m)  3.50(dd) 966.0 [M+H]", 989.2 [M+Na]*
6p*  525() 3.66(t) 4.13(m) 3.90(d) 3.76(dd) 3.38(m) 3.52(dd) 1129.3 [M+H]"
6y* 521(d)  3.65() 4.10(m) 3.90(d) 3.78(dd) 3.33(m) 3.50(dd)
7a 5.00(s) 3.2-4.4(m) 5.8(s)
7B 5.04(s) 3.2-4.4(m) 5.8(s)
v 5.02(s) 3.2-4.4(m) 5.8(5)
8p 495() 3.36(m) 3.60(m) 3.40(d)  3.68() 2.79(m) 3.21(m) 5.97(d)  5.83(s) 1269.2 [M+Na]*

* Los espectros se obtuvieron en D,O conteniendo un 2% de acido trifluoroacético.
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2.5- Preparacion y caracterizacion de las superficies electrodicas.

2.5.1- Preparacion de las superficies electrodicas de platay oro.

I. Preparacion de los electrodos de plata en forma de gota.

a)
b)

c)

d)

f)

9)
h)

)

II. Preparacion del electrodo de oro de en forma de gota.

a)
b)

c)

d)

f)

Se cort6 un alambre de plata (99.9%, Aldrich) de ¢ 2 mm por 10 cm de longitud.

Se calent6 la parte final del alambre de plata en una llama gas-oxigeno hasta la
formacion de una pequefa esfera.

Se repitid el procedimiento hasta que la esfera alcanzé el diametro deseado de ~4
mm.

Se introdujo el alambre de plata en un tubo de vidrio, y se sell6 con silicona y una
cinta de teflon, dejando libre la esfera de plata y 1 cm del alambre en el otro
extremo para la conexién externa.

Se lavo con &cido nitrico diluido (0.1 mol/L), de forma tal que la esfera de platay la
silicona fuese atacada lo menos posible por el acido.

Se pulio la superficie de plata con una suspension en agua de alimina fina (>200
mesh) hasta quedar brillante.

Se limpio con papel de filtro.

Se lavé varias veces con etanol y agua bidestilada.

Se sec0 al aire durante 10 min.

Se prepararon 3 electrodos por el mismo método, tratando de reproducir diametro

de la esfera obtenida.

57,106

Se cort6 un alambre de oro (99.99%, Aldrich) de ¢ 1 mm por 5 cm de longitud.

Se calentd la parte final del alambre de oro en una llama gas-oxigeno hasta la
formacion de una pequefa esfera.

Se repitio el procedimiento cuidadosamente hasta que la esfera alcanzo el diametro
deseado (~2 mm).

Se hirvio el electrodo de oro en &cido nitrico al 37%.

Se lavd varias veces con metanol y agua destilada.

Se repitio el calentamiento de la esfera de oro en la parte mas caliente de una llama
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9)
h)

)

K)

1)

gas-oxigeno hasta lograr la incandescencia (jcon extremo cuidado para evitar que la
gota se caiga!) sin permitir que la esfera incrementara su diametro, y se enfrié
rapidamente en agua bidestilada.

Se repitid el procedimiento cuidadosamente de 5 a 8 veces.

En el ultimo tratamiento, la esfera de oro se enfrié en un flujo de argén en lugar de
agua. La inspeccion ocular de la superficie del electrodo bajo una lupa o alguna
lente de aumento debe revelar una superficie pareja, limpia y brillante.

Se introdujo el alambre en un tubo capilar de vidrio blando de 2 mm de diametro y
se sell6 a la llama de tal forma que quedara lo méas proximo a la superficie esférica
libre del electrodo.

Se soldo el otro extremo del alambre de oro a un alambre de plata de igual diametro
que sirvié como conductor electrénico.

Finalmente, el electrodo indicador de oro se limpid electroquimicamente en una
celda electrolitica que contenia una disolucion de &cido sulfdrico de concentracion
0.1 mol/L, un electrodo de referencia de Ag/AgCl(sat) y un contraelectrodo
formado por una lamina de platino. El voltamograma se registrd por mas de 10
veces consecutivas en un rango de potenciales entre -0.2 y +1.85 V a una velocidad
de barrido de 100 mV/s.

Se prepararon 3 electrodos, tratando de reproducir diametro de la esfera obtenida.

2.5.2- Procedimiento de determinacion de las areas geométricas de los electrodos

indicadores de plata y de oro.

Se calcularon las areas geométricas de las superficies electrédicas de plata

policristalina y de oro sin modificar, mediante el registro de los voltamogramas reversibles
de una disolucion de cloruro de hexaminrutenio(lll) de concentracion 0.01 mol/L,
utilizando como electrolito soporte una disolucion de sulfato de sodio (Na,SO,) de
concentracion 0.2 mol/L. Los voltamogramas se registraron en una celda estandar formada
por un sistema de tres electrodos: electrodos indicadores de plata u oro sin modificar,
electrodo de referencia, plata/cloruro de plata saturado y como contraelectrodo una lamina
de platino, en un rango de potenciales entre -0.10 y 0.50 V y a velocidades de barrido
comprendidas entre 0.025y 0.25 V/s.
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Posteriormente, las areas geométricas de los electrodos de plata y oro sin modificar,
se determinaron mediante el célculo de las pendientes de las lineas rectas obtenidas al
relacionar los valores de las corrientes anodicas (ipa) en funcion de la raiz cuadrada de las
velocidades de barrido correspondientes a cada uno de sus voltamogramas.

La ecuacion utilizada para el célculo del area superficial electrodica fue la de

Randles-Sevcik.*’

iy= 269000An*? D"%cv'? (ecuacion 2.1)

donde:

ip - corriente del pico anddico (pnA).

A - 4rea geométrica del electrodo (cm?).

n - nimero de electrones intercambiados; en este caso n = 1.

D - coeficiente de difusién de la especie electroactiva (cm?s); en este caso
DirunHyg* = 7.5 X 10 em?/s.”

c - concentracion de la especie electroactiva en disolucién (mmol/L).

v - velocidad de barrido (Vs™).

2.5.3- Modificacién de los electrodos de plata y oro por los derivados de
ciclodextrina.

El electrodo de plata previamente limpio se sumergi6é durante toda la noche en un
recipiente que contenia una disolucion de 7a, 78 o 7y de concentracion 10 mmol/L en
dimetilsulfoxido/agua (60:40 v/v), tapado herméticamente. A continuacion, se introdujo el
electrodo previamente modificado en una disolucion etandlica de adamantanol y
morfolinditiocarbamato de sodio de concentracion 0.01 mol/L durante 6 horas, para sellar
los espacios no cubiertos por los receptores de ciclodextrina. Finalmente, se lavo el
electrodo cuidadosamente varias veces con dimetilsulfoxido, metanol y agua bidestilada, y
se dejé secar durante 10 min.

Por su parte, la modificacién de los electrodos de oro se realizd en dos variantes:
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A. EI electrodo de oro previamente limpio se introdujo en un pequefio recipiente que
contenia una disolucion 1 mmol/L de 8B en dimetilsulfoxido/agua (60:40 v/v), durante
toda la noche, seguido de lavados con dimetilsulfoxido, metanol y agua.
Posteriormente, se sumergié por segunda vez en una disolucion etandlica de 1-
adamantanol y acido tiéctico de concentracion 1 mmol/L, durante 6 h. Finalmente, se
lavd varias veces con dimetilsulfoxido, etanol y agua bidestilada y se dejé secar durante
10 min.

B. Para los estudios de inmovilizacion de citocromo c, el electrodo solo se modifico con
8B y no se tratd con ningun sellante con el objetivo de no reducir el area activa del

electrodo.

2.5.4- Caracterizacion electroquimica de la formacion de monocapas en superficies
electrodicas.

Una de las formas de caracterizar la formacion de monocapas electrédicas
fue electroquimicamente, a través de experimentos de desorcion reductiva. Estos
se realizaron en una celda electrolitica formada por un sistema de tres electrodos
en los cuales el electrodo indicador fue el de plata u oro modificado con 7a, 78, 7y
0 8B, plata/cloruro de plata como electrodo de referencia y un contraelectrodo de
platino. Como electrolito soporte se empleé una disolucién de hidréxido de potasio
de concentracion 0.5 mol/L y se registré el voltamograma en un rango de
potenciales entre 0 y -1.2 V a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

Otra de las formas electroquimicas de demostrar el proceso de autoensamblaje de
derivados sulfurados de las ciclodextrinas en superficies electrodicas fue a través de las
mediciones de impedancia,’”’ las cuales se realizaron en un equipo CHI-660 (CH
Instruments, USA) empleando un sistema de tres electrodos. El potencial de trabajo se fijé
al valor del potencial redox de la especie estudiada (+0.20 V para [Ru(NHs)s]**, +0.22 V
para el ascorbato y +0.25 para la dopamina). La concentracion de la especie estudiada fue
de 1 mmol/L y el electrolito soporte fue KCI 0.1 mol/L o buffer fosfato de pH 7. La
respuesta de impedancia se midié con una corriente de 5 mV de amplitud a frecuencias
entre 0.1 y 1000 Hz. Los resultados se analizaron empleando el grafico de Nyquist. La

resistencia a la transferencia de carga (Ry) se determind por extrapolacion de la parte
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semicircular del grafico de Nyquist al eje de las x (Z’) empleando el programa Equivalent

Circuit desarrollado en la Universidad de Twente, Holanda.

2.5.5 -Calculo de la concentracion superficial de receptores inmovilizados.

La concentracion superficial de receptores inmovilizados (I') se determind a partir
de los experimentos de desorcion reductiva descritos en 2.5.4. Para ello se determiné el
area bajo la curva correspondiente al proceso catodico, registrado a sensibilidades Sy = 1
pA/lcmy Sy = 0.1 V/cm, y a una velocidad de barrido v = 0.1 V/s (figura 2.2).

El area bajo la curva es equivalente a la carga involucrada en el proceso de
desorcion segtn la ecuacién Q = [i(t)dt. Teniendo en cuenta los valores de S, Syyv
empleados en el registro, se obtiene que 1 cm? equivale a 1 uC, por lo que la carga (en pC)

sera numéricamente igual al valor del &rea obtenida (en cm?).

A o-fia
A
8i: 8, = 1 pA/cm,
Q s, = 0.1 V/cm,
. Lem? v=20.1V/s
. 1(1A)
1(nA) - U S leom 21pAax1ls
1uC
1 em® => 1 uc
E(V) >
)= S
E(V)

Figura 2.2- Equivalencia entre el area bajo la curva de desorcién y la carga para las condiciones
empleadas en el registro.
Segun la Primera Ley de Faraday, la carga involucrada en el proceso es

proporcional a la cantidad de sustancia transformada:
Q =nnF
donde:
n - cantidad de sustancia transformada,
Ne - NUmero de electrones involucrados en el proceso (que depende del  numero de
enlaces M-S formados por cada receptor),
F = constante de Faraday (96500 C/mol).
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Entonces:
n = Q/ncF.
Si se divide el valor de n obtenido por el area geométrica del electrodo A (obtenida
en 2.5.2) se puede determinar I" segun:
I'=n/A
Esta magnitud, que se expresa en mol/cm?, indica la cantidad de sustancia de los

receptores inmovilizados por unidad de area del electrodo.

2.5.6- Célculo del grado de recubrimiento superficial en los electrodos modificados.
Para realizar este calculo, es necesario determinar primero la concentracion
superficial maxima (I'max) que puede obtenerse con los receptores empleados, lo cual se
puede hacer a partir de consideraciones geométricas sencillas.
Si se considera que el diametro exterior de la molécula de B-ciclodextrina es de

unos 16 A, el area ocupada por un receptor se puede calcular segun:
Agcp = mr’ = 3.1416 x (8 x 10® cm)® = 200 x 10™® cm?® = 200 A?
Si una molécula ocupa un area de 200 x 10™® cm? y considerando que el maximo

recubrimiento se logra con un empaquetamiento hexagonal (figura 2.3), entonces 1 cm? de

superficie estara ocupado aproximadamente por:

1/Agcp = 1/(200 x 10™*® em?/molécula) = 5 x 10" moléculas/cm?

16 A

Figura 2.3- Empaquetamiento hexagonal de la B—ciclodextrina.
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Por lo tanto:

I'max = 1/(AgcoNa)
Timax = (5 x 10" moléculas/cm?)/(6.023 x 10%® moléculas/mol)

Tmax(pcp) = 8.3 X 10™* mol/cm? = 83 pmol/cm®

Anélogamente, para la a- y y-ciclodextrina se obtienen, respectivamente, los valores

siguientes:

Cmax(eco) = 10.8 x 10 mol/cm? = 108 pmol/cm?

Tmaxze) = 6.5 x 10™ mol/em? = 65 pmol/cm?
El grado de recubrimiento (R) sera entonces:
R =100 I'/T max

donde T es la concentracion superficial de receptores inmovilizados determinada en
2.5.5.

Esta magnitud representa el % de superficie electrédica ocupada por un receptor
dado. R depende del tipo de ciclodextrina y del nimero de enlaces M-S mediante el cual se

fije al electrodo.

2.6- Estudios voltamétricos realizados con los electrodos modificados en

diferentes aplicaciones.

2.6.1- Estudio voltamétrico de nitrocompuestos aromaticos disustituidos empleando
electrodos de plata modificados con los derivados 7o, 7By 7.

Se realizé un estudio voltamétrico comparativo de diferentes sustancias organicas
electroquimicamente activas, tales como los isomeros de posicion orto-, meta- y para- del
nitrobenzoato, del nitrofenol y del alcohol nitrobencilico. La concentracion de la sustancia

electroactiva vario entre 1 mmol/L y 10 mmol/L y se empleé como electrolito soporte una
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disolucion de sulfato de sodio de concentracion 0.2 mol/L. Los voltamogramas fueron
registrados en un sistema de tres electrodos, donde el electrodo indicador fue de plata sin
modificar y modificados con los derivados 7a, 7B y 7y, electrodo de referencia de Ag/AgCI
y como contraelectrodo una lamina de platino. Los voltamogramas se registraron a valores

de potenciales entre +0.10 y -0.75 V y velocidades de barrido de 100 mV/s.

2.6.2- Estudio del comportamiento voltamétrico de la dopamina en presencia
de acido ascorbico empleando electrodos de oro modificados con 8.

Primeramente, se registraron los voltamogramas de las disoluciones de dopamina y
acido ascorbico de concentracion 1 mmol/L, mezcladas y por separado. Dada la gran
facilidad de oxidacion de la dopamina y el acido ascorbico, sus disoluciones se prepararon
en buffer fosfato de pH = 7, cuidadosamente desoxigenadas con argén, y se aislaron del
aire en la medida de lo posible. Las disoluciones se emplearon rapidamente y se
descartaron al finalizar cada medicion.

Se usé un sistema clasico de tres electrodos empleando electrodos indicadores de
oro sin modificar o modificados con acido tidctico o 8f, o ambos. Los voltamogramas
fueron registrados a valores de potenciales entre 0.2 y 0.6 V a velocidades de barrido de
100 mV/seg.

2.6.3 Determinacion de la constante de inclusion interfacial de los sustratos estudiados
mediante la isoterma de Langmuir.

Se registraron los voltamogramas de disoluciones del sustrato a diferentes
concentraciones (1-5 mmol/L para los nitrocompuestos; 0.1-1 mmol/L para la
dopamina) empleando los electrodos modificados correspondientes y se determiné
el valor de la corriente de pico correspondiente para cada concentracion.

El valor de la constante de inclusion interfacial (K) se determind mediante la

ecuacion de la isoterma de Langmuir:

C 1 C

'S K . + i (ecuacion 2.2).

p max max

- ipeslaintensidad del pico de reduccion.

- ces la concentracion del sustrato.
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- Kees la constante de inclusion interfacial.
Graficando c/i, vs ¢ se obtiene una linea recta cuya pendiente (b) equivale a 1/imax Y

el intercepto (a) corresponde a 1/(Keimax). Por lo tanto: K = b/a.

2.6.3- Estudio voltamétrico del proceso inmovilizacién del citocromo ¢ modificado con
unidades de adamantano (Cyt c-A).

Se monitored voltamétricamente el proceso de inmovilizacion del citocromo
c (Cyt c) de concentracion 10 mmol/L en una superficie electrodica de oro
modificada con el derivado 8B. Se utilizdo como electrodo de referencia
plata/cloruro de plata, como contraelectrodo una lamina de platino, y como
electrolito soporte buffer fosfato de pH = 7, previamente desoxigenado con argén.
Los voltamogramas se registraron inmediatamente después de sumergido el
electrodo en la solucién de Cyt ¢ o Cyt c-A, asi como a diferentes tiempos, en un
rango de potenciales entre 0.0 y 0.6 V, a una velocidad de barrido de 50 mV/s.

Posteriormente, se repitid el experimento para las mismas condiciones
anteriores de registro después de agregar alicuotas de disoluciones saturadas de
1l-adamantanol o 4,4’-bipiridina.

Finalmente, se realizaron estudios comparativos en presencia de sustratos
electroactivos, en particular 1,2-naftoquinona y Ru(NHs)e®*, ambos de

concentracion 1 mM, en ausencia y en presencia de Cyt c-A.

2.7- Estudios Computacionales.

Se desarroll6 una serie de célculos de optimizacion de geometria de
los derivados 7By 88 y sus complejos de inclusion por métodos de mecanica

108

molecular (MM2)*®" o semiempiricos (PM3)*°® soportados en el programa

MOPAC 6.0, en una computadora personal Pentium 4.

7B: La optimizacion de geometria comenz6 a partir de la estructura
cristalina reportada para la B-ciclodextrina.’® A continuacion, los siete grupos
hidroxilo primarios fueron sustituidos por siete grupos amino y la estructura

resultante fue optimizada mediante MM2 usando Hyperchem™. Teniendo en
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cuenta que el grado de sustitucion en 73 determinado por RMN era ~4,
cuatro grupos CSS’ fueron adicionados a los grupos amino en diferentes
posiciones. Se optimizaron a nivel PM3 las geometrias de los cinco isomeros
de posicién posibles (6”,6°6°6°—, 6" 65665, 6"6°6°6™— 6"6%6°65y
6*,65,6°,6™)," obteniéndose que el isémero (6*,6%,6°,67) resulté ser el mas

estable (figura 2.4).

A,B,C,D A,B,.C,F A,B,CE A B,D,E A.B,D,F
-969.3 kcal -970.3 kcal -970.6 kcal -972.5 kcal -975.6 kcal

Figura 2.4- Posibles isbmeros de posicién de un derivado tetrasustituido de BCD y

calores de formacién obtenidos para sustituyentes del tipo ditiocarbamato.

Finalmente, en la estructura optimizada de este ultimo isémero se
colocaron en el centro de la cavidad los sustratos orto- y para-nitrobenzoato

y se optimizo la geometria de los complejos de inclusion a nivel MM2 y PM3.

8B: A partir de la estructura cristalina de la p-ciclodextrina,™ los siete
grupos hidroxilo primarios fueron sustituidos por siete grupos -SH y la
geometria fue optimizada mediante MM2 y PM3. Posteriormente, los
sustratos dopamina y acido ascérbico se colocaron en el interior de la
cavidad del receptor y se optimizaron las geometrias de los compuestos de

inclusién mediante MM2 y PM3.

T Esta nomenclatura se interpreta de la siguiente forma: el anillo de ciclodextrina se mira desde el lado primario y cada
unidad de glucosa es identificada con una letra mayuscula siguiendo las manecillas del reloj. Asi, por ejemplo:
6°,6%6°,6" quiere decir que los sustituyentes estan situados en la posicién 6 de las unidades A, B, D y F,
respectivamente.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION
3.1- Sintesis y caracterizacion espectroscopica de los derivados de

ciclodextrina estudiados.

La sintesis de derivados de las ciclodextrinas es, sin duda alguna, uno
de los aspectos mas importantes de la presente tesis, ya que constituye el
punto de contacto del transito de la quimica molecular a la quimica
supramolecular. A continuacion se describen los aspectos fundamentales

relacionados con la sintesis de los derivados estudiados.
3.1.1- Sintesis de los derivados halogenados (2-4).

Existe una notable variedad de reportes en la literatura especializada
donde las estrategias de sintesis de estos derivados, los métodos de
aislamiento, purificacion y los rendimientos de reaccion son reportados de
diferentes maneras.****°® Es por ello que se procedi6é a ensayar algunos de
estos métodos con el objetivo de comparar los resultados obtenidos y, de

esa forma, conformar una adecuada estrategia de sintesis (figura 3.1).

?I O Er (0]
(o) N (o]
ImAASOCI v v 1,/PPh/DMF
DMF
PPh,/DMF PPh,/DMF

20—y 2y 3B 4B
(n=6,7,8) (n=28) (n=7) (n=7)
70-76% 92% 90% 70-82%
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Figura 3.1- Sintesis de los derivados halogenados estudiados.

Los halogenuros de las ciclodextrinas (2-4) constituyen los
precursores del resto de los derivados sintetizados. Estos derivados fueron
obtenidos mediante reacciones del tipo Vilsmeier-Haack a partir de la
ciclodextrina nativa y un agente halogenante generado in situ en presencia
de DMF.

Entre los derivados halogenados sintetizados, los cloruros 2a—y fueron sintetizados
adaptando el método de D Souza,*® que esta reportado solamente para la sintesis de 2p. Esta
reaccion ocurre mediante un ataque nucleofilico de los iones cloruro al carbono 6 activado (figura
3.2). La funcién del imidazol es inhibir la reaccion competitiva de formacién de ésteres y formiatos

gue pudieran provocar una disminucién en el rendimiento de la reaccion.

Q N o H
: {/ 3 Q WAl owe N+ OSOAr
Ar—S—Cl  + —  Ar—S—N M, =<
I N I +\=N 70°cC / H
0 H
cl Cl-

N
H
ArSO4~

Figura 3.2- Mecanismo de la reaccion de formacion de 2.

Una de las condiciones experimentales necesarias en esta reaccion fue el uso de un medio
anhidro. Las ciclodextrinas de partida se secaron durante 20 horas a 120°C sobre P,0s, lo cual
garantizé la eliminacion del ~12% de agua de cristalizaciéon con que se comercializan. Dadas las
condiciones de humedad relativa elevada existentes en nuestro medio, se empleé un tubo de
cloruro de calcio para aislar el sistema lo mas posible de la humedad. El estricto control de la
temperatura a 70°C es otro de los aspectos importantes a tener en cuenta en esta sintesis. La
formacién del intermediario sulfonil-imidazol al inicio de la reaccion (figura 3.2) es un proceso muy
exotérmico en el que la temperatura puede alcanzar valores superiores a los 90°C, provocando su
descomposicion y la formacién de productos colaterales formilados y sulfonados con la
consiguiente disminucion en los rendimientos del cloruro. Para aislar el producto se prefirio la

centrifugacion a la filtracién, ya que se trabajé con cantidades relativamente pequefias de
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producto. Bajo estas condiciones los rendimientos de reaccion fueron de entre un 70 y un 76%, los
cuales son menores que el reportado para 2 (89%).

Como el rendimiento de la sintesis de 2y (70%) fue el méas bajo obtenido, se ensayo el
método recientemente reportado por Defaye,53b el cual reporta un 93% de rendimiento para este
derivado (figura 3.1). En este método se emplea N-cloro-succinimida y trifenilfosfina en DMF y
tiene la ventaja de que el tiempo de reaccién es mucho menor (4 horas) comparado con el de
D’Souza (24 horas). Esta reaccion ocurre también a través de reacciones del tipo Vilsmeier-Haack
con la diferencia de que, en este caso, el grupo hidroxilo primario es activado por la formacion de

una sal de trifenilfosfonio®>**

(figura 3.3). El método de aislamiento y purificacién del producto fue
similar al anterior, obteniéndose un rendimiento del 92%. Andlogamente, se obtuvo el derivado per-

bromado 3f empleando, en este caso, N-bromo-succinimida, con un rendimiento del 90%.

El derivado per-yodado 4f fue sintetizado por los métodos propuestos por Defaye™ y
Stoddart.>® En este caso el reactivo de Vilsmeier-Haack se forma por la reaccion del yodo con la
trifenilfosfina en DMF a 80°C (figura 3.3). En el procedimiento de aislamiento y purificacion de
ambos métodos se utiliz6 una disolucion de metéxido de sodio en metanol de concentracion 3
mol/L, con la finalidad de eliminar los ésteres y formiatos que se forman como resultado de
reacciones colaterales no deseadas. Para el método de Stoddart se utiliz6 el extractor de Soxhlet y
metanol como disolvente para eliminar el exceso de yodo que coprecipita con el producto y que es
sumamente dificil de eliminar por simples lavados. Esta forma de extraccion contribuyé ademas a

la obtencién de 4B con un mayor rendimiento, el cual fue un 12% superior que el obtenido segun

Defaye.

0] ) X =Cl, Br, |

o]t == o] bl x> 471)‘¢Y' 3
P DMF I|D@ = ﬁ)@ Y = -N;\,j o

Y X

(0]
/?F')@ ” 3 @f‘(b ¢
/—OH Y ~ )

— . /—O—P——d) _— /—x O:PS——
Ne K] o

Figura 3.3- Mecanismo general de la reaccion de formacion de 2y, 3p y 4.

3.1.2 Sintesis de los intermediarios 5y 6.

Los azido-derivados 5a, 5B y 5y se obtuvieron con 93-96% de rendimiento por simple
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desplazamiento de un atomo de cloro en 2a—y con un exceso de azida de sodio en DMF (figura

3.4), a través de un mecanismo Sy2.

1) PPh,
NaN,/DMF 2) NH;, (ac)
—_—
n n n
So—y 6oy
(n=86,7,8) (n=6,7,8) (n=86,7,8)
93-96% 73-92%

Figura 3.4- Sintesis de los intermediarios 5y 6.

Entre los derivados nitrogenados mas importantes de las ciclodextrinas estan las aminas
6a, 6B y 6y, que se obtienen por reduccion de las azidas 5a, 5 y 5y con trifenilfosfina (figura 3.4).

435y Stoddart™ que difieren, esencialmente, en la

La sintesis se realiz6 por los métodos de Defaye
forma de aislar el producto. Se plantea que en el primer paso de esta reaccién se forma un
intermediario del tipo azo-fosfina como resultado del ataque nucleofilico de la trifenilfosfina al
nitrégeno electrofilico de la azida, con desprendimiento de nitrégeno gaseoso.>® A continuacion, el
amoniaco concentrado hidroliza este intermediario con la formacién de la amina correspondiente y

Oxido de trifenilfosfina (figura 3.5).

¢I¢
> HO~ ¢ HO: ¢
N-CN=N *HO. Il\i_P;\ ) N—E-P/
R/_CL') @ (- Ny R/_U % R/_G) SN\
¢ o P
Johe
T]:Qf) [

:¢ A - /
O=P;—¢ + /—NH2 S /—N‘—jsp

E R R H N \

¢ ¢

Figura 3.5- Mecanismo de la reaccién de formacion de 6a, 6p y 6y.%°

545 se obtiene la amina en

En el método original reportado por Defaye
forma de clorhidrato, lo cual es muy conveniente para su caracterizacion, como se

vera posteriormente. La mezcla de reaccion se precipita directamente con agua y
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el oxido de trifenilfosfina se elimina por lavados con metanol. Sin embargo, esta
operacion no elimind completamente la impureza de 6xido de trifenilfosfina, segun
se comprobo6 por RMN protonica, por lo que se emple6 una variante en la que el
producto se precipitd directamente sobre agua acidulada con HCI y se filtré el
oxido de trifenilfosfina. El filtrado, que contiene el clorhidrato de la amina, se
precipitd con acetona. De esta forma se facilita la purificacion del producto aunque
los rendimientos obtenidos (73-78%) fueron ligeramente inferiores a los reportados

en la literatura.

Finalmente, la necesidad de obtener la amina libre para la sintesis de los ditiocarbamatos
Ta—y, nos inclind por el método de Stoddart en el cual la amina libre se precipita de la mezcla de
reaccién con etanol. De esta forma la impureza de o6xido de trifenilfosfina queda disuelta y la
purificacion de la amina se puede llevar a cabo muy facilmente. Una caracteristica muy interesante
de las aminas 6a, 6B y 6y es su insolubilidad en agua y el resto de los disolventes organicos
comunes, incluyendo DMSO y DMF. Por ello, debieron transformarse en clorhidratos para su
caracterizacion espectroscépica. Los rendimientos obtenidos segin el método de Stoddart fueron

superiores (85-92%) a los obtenidos segun Defaye.

3.1.3 Sintesis de los derivados sulfurados (7 y 8).

Los derivados sulfurados de las ciclodextrinas son los productos finales y mas importantes
de nuestro trabajo ya que, mediante su fijacion a electrodos metalicos, pudieron ser empleados
como sensores voltamétricos de reconocimiento molecular o soportes enzimaticos.

Los derivados de tipo ditiocarbamato 7a, 7p y 7y se obtuvieron a través de la reaccion de
condensacion entre el grupo amino de 6a., 6B y 6y y el disulfuro de carbono en medio bésico (figura
3.6).

cs,
_—
NH, o NEt,
n
6oy
(n=6,7,8) (n=6,7,8)

71-85%
Figura 3.6- Sintesis de los ditiocarbamatos 7a.-y.

En reportes previos de nuestro grupo sobre derivados de este tipo se habia descrito la

sintesis de ditiocarbamatos derivados de ciclodextrinas monosustituidas por reaccion de mono-
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metilamino-B-ciclodextrinas con 1 equivalente de CS, en presencia de una base con un 89% de
rendimiento.*® Es por ello que para la obtencién de 7a,7B y 7y se decidi6 emplear esencialmente el
mismo método, adaptando las cantidades de reactivos a la presencia de numerosos grupos amino
susceptibles de reaccionar con el CS,. Sin embargo, como se vera mas adelante, esto no
garantizé la sustitucién completa de todos los grupos amino, sino que se obtuvo una mezcla de
productos con diferentes grados de sustitucién, como se evidencié por RMN. Esta reaccion se
realizé por triplicado, obteniéndose un grado de sustitucion que coincidi® en +10%. Los
ditiocarbamatos se sintetizaron primero en forma de sal de amonio pero posteriormente se ensay6
la sintesis utilizando una base mas fuerte, la trietlamina. De esta forma, se obtuvieron las
correspondientes sales de trietilamonio que resultaron ser mas estables y permitieron una mejor
purificacion y mayores rendimientos (80-85%) que los obtenidos para las sales de amonio (70-
75%).

El derivado hepta-tiolado 8f se obtuvo inicialmente segun el método de Kaifer® tratando el
hepta-yoduro 4f con tiourea en dimetilformamida, seguido de hidrdlisis basica (figura 3.7). En esta
reaccién se produce un ataque nucleofilico del azufre de la tiourea a los atomos de carbono de la
posicion 6 de 4B, formandose un intermediario del tipo tiouronio que, al hidrolizarse con NaOH y
neutralizar el medio, originé el derivado hepta-tiolado deseado en un 83% de rendimiento (figura
3.7).

(NH,),C=S
NaOH, KHSO,

3B (X = Br) 8B
48 (X =1) 83-85%

H,N NH

2 \[( 2
s: :
> HO\ NH,
+HO < +H' NH

X — S X —— SH 2
R/C R/_\) ® = +0=<

NH R NH

2 2

Figura 3.7- Sintesis y mecanismo de formacién de 8p.>’

Esta reaccion se ensay0, ademas, partir del cloruro 2f3 y del bromuro 3. En el primer caso
no se verificd la reaccion, recuperandose intacto el producto de partida, mientras que el hepta-
bromuro, como era de esperar, si reacciond facilmente. Es por ello que cuando se hizo necesario
preparar de nuevo el hepta-tiol 88 se empled 3B en lugar de 4B, dada la mayor sencillez y

rendimiento en su obtencion, aunque el rendimiento de formacién de 8 fue muy similar (85%). La
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diferencia de reactividad observada para los haluros frente a la tiourea puede explicarse
atendiendo al mayor volumen atémico de los sustituyentes yoduro o bromuro, que son mejores
grupos salientes que el cloruro en las reacciones de sustitucién nucleofilica y al menor poder
nucleofilico de la tiourea con respecto, por ejemplo, al grupo azido que si reacciona facilmente con

el hepta-cloruro.

3.1.4- Caracterizacion espectroscoépica de los derivados de ciclodextrina sintetizados.

La identificacion y caracterizacion de los derivados de las ciclodextrinas estudiados se
desarroll6 mediante diferentes técnicas espectroscépicas: espectroscopia ultravioleta-visible (UV-
Vis), resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas, teniendo en cuenta las
caracteristicas estructurales de cada derivado.

La espectroscopia de RMN se ha convertido en uno de los métodos mas importantes de
caracterizacion estructural de compuestos organicos, especialmente en disolucion. En la
actualidad, esta técnica ha alcanzado una marcada utilidad en el control de la sintesis y
caracterizacion de derivados de las ciclodextrinas.

La caracterizacion de los derivados de las ciclodextrinas obtenidos se llevo a cabo por
RMN proténica y de *C empleando DMSO-ds 0 D,O como disolvente y sus resultados aparecen
recogidos en las tablas 2.1 y 2.2. Una seleccién de algunos de los espectros mas representativos
se muestra en el Anexo 1.

De forma general, los espectros de RMN-'H de los derivados 2a, 2B, 2y, 3B, 4B, 50, 5B, 5y
y 88 en DMSO-ds, mostraron las sefiales de los grupos -OH entre 5y 6 ppm y del protén H-1
anomeérico alrededor de los 5 ppm. Se observd, ademas, un grupo de sefiales entre 3 y 4 ppm
correspondiente a los restantes protones, que aparecen solapadas entre si. No obstante, en esta
zona aparece también la sefial del agua (~3.4 ppm) que en algunos casos impidi6 determinar
adecuadamente la posicion y multiplicidad de estas sefiales, a pesar de los cuidados que se
tuvieron en excluir el agua de la muestra.

En el caso de las aminas 6a, 6B y 6y, sus espectros se obtuvieron en D,O acidulada con
acido trifluoroacético, dada su insolubilidad en DMSO o D,O como aminas libres (ver anexol).
Estos espectros son muy similares a los de las ciclodextrinas libres, excepto por el desplazamiento
a campos mas altos de -0.48 ppm que muestran las sefiales de H-6a y H-6b, que aparecen como
multipletes ensanchados

Por otro lado, los espectros de los ditiocarbamatos 7a, 7 y 7y mostraron las sefiales de
los grupos -OH entre 5 y 6 ppm, una sefial a ~5 ppm correspondiente a H-1 y un multiplete
centrado a los 3.7 ppm correspondiente al resto de los protones de las unidades de glucosa (figura
3.8). Como puede verse, estas sefiales aparecen sustancialmente ensanchadas, lo cual result6 ser
el primer indicio de que estos productos constituyen una mezcla de compuestos con diferentes

grados de sustitucion.
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H-2,3,4,5,6

7B

OH-2 + OH-3

Figura 3.8- Espectro RMN-'H de 7B en DMSO-dg.

El andlisis de los espectros de RMN-C nos permitid establecer una serie de
consideraciones generales:

1. Los espectros de los compuestos sintetizados (excepto 7a, 78 y 7y) muestran un Unico sistema
de 6 sefales, caracteristico de los derivados per-sustituidos (ver Anexo 1). Ello se debe a que
sus compuestos poseen un eje de simetria C, (donde n = 6-8) en los que todas las unidades de
glucosa son magnéticamente equivalentes como resultado de la sustitucion en todos los
carbonos de la posicién 6.

2. En la tabla 2.1 se puede observar que el C-1 anomérico evidencia un marcado desblindaje,
como resultado de su entorno electrénico (esta unido a dos atomos de oxigeno), por lo que la
sefial aparece a los mayores valores de & (alrededor de los 102 ppm). A continuacion aparecen,
a mayores campos, la sefial del C-4 a 83 ppm, las sefiales de los C-2, C-3, C-5 entre 70 y 72
ppm.

3. Como es de esperar, las sefales correspondientes al C-6, que es el que contiene el
sustituyente, aparecen en posiciones variables en dependencia de la naturaleza del grupo
enlazado al &tomo de carbono.

En el caso de los ditiocarbamatos 7a, 7B y 7y, los espectros de "*C mostraron sefiales

ensanchadas, caracteristicas de un producto polidisperso (figura 3.9).
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Figura 3.9- Espectro de RMN-"C con extincién de NOE de 7p en DMSO-ds.

El espectro representado en la figura 3.9 muestra una sefial a los 206 ppm, caracteristica
del grupo ditiocarbamato y dos sefiales de C-6 que aparecen a 50 y 54 ppm, asighadas mediante
un experimento DEPT-135. Esto demuestra que la reaccion de condensacién entre los derivados
6a, 6B y 6y con el disulfuro de carbono no ocurre completamente. Esto puede deberse a que la
cara primaria de las ciclodextrinas no puede acomodar 6, 7 u 8 grupos ditiocarbamato,
presumiblemente por razones estéricas al ser ésta la cara mas estrecha.

La sefial que aparecié a menores valores de &, 50 ppm, se asigna al C-6 mas blindado
unido directamente al grupo amino, mientras la que aparecié a mayor 8§, 54 ppm, fue asignada al
C-6 que esta unido al grupo ditiocarbamato  (C-6'). Empleando los espectros de RMN-*C{*H}
con extincién de NOE (figura 3.9), los cuales se pueden integrar, se logré determinar el grado de
sustitucion de los grupos ditiocarbamato en 7a, 7B y 7y. Para ello se calculd la relacion entre el
area bajo la curva espectral de las sefiales correspondientes al grupo CSS (206 ppm) y al carbono
anomeérico (102 ppm), que representa el 100% ya que todas las unidades de glucosa, sustituidas o
no, poseen esta sefial. De la aplicacion de este método a los espectros obtenidos para 3 réplicas
de los compuestos sintetizados se obtuvieron grados de sustitucion de 55 + 8%, 64 + 10% y 59 +
9% para 7a, 7p y 7y, respectivamente. De ahi que x = 3.3 £ 0.5, 45 + 0.7y 4.7 + 0.7 en las

formulas de 7a, 7B y 7y, respectivamente (figura 3.10).

OH HO

:7a (x=3.3%0.5)
7B (x=45+0.7)
27y x=4.7%0.7)

Figura 3.10- Grados de sustitucion de los derivados 7a, 7By 7.
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Los espectros UV-Vis de los derivados 7a, 78 y 7y presentaron dos bandas
de absorcion muy intensas correspondientes a las transiciones =n-n* del grupo
ditiocarbamato. La primera banda se observo alrededor de los 254 nm (log e = 4) y
corresponde a transiciones mn-n* del grupo S-C=S. La segunda banda,
correspondiente a las transiciones de grupo N-C=S, aparece alrededor de los 287
nm (log € = 4). La aparicion de estas bandas permitio seguir en el tiempo la
formacion de estos productos lo cual ocurrié, como norma, a las 6 horas.

Finalmente, la gran mayoria de los derivados per-sustituidos obtenidos
fueron caracterizados por espectrometria de masas empleando la técnica FAB
(Fast Atom Bombardment). La presencia de los iones moleculares [M+H]" y/o de
sus aductos con Na' o K' permitid corroborar las estructuras propuestas para
estos productos. Es de notar que los espectros obtenidos no presentaron sefales
correspondientes a productos con menor grado de sustitucion en C-6, lo cual
confirmé los resultados obtenidos por RMN de '3C. Desafortunadamente, no se
lograron obtener espectros de masas de los ditiocarbamatos 7a, 7B y 7y a pesar
de ensayarse diferentes técnicas y matrices (FAB, MALDI, ionizacion por

electrospray).

3.2- Caracterizacion electroquimica de las monocapas de los derivados 7a, 7B, 7y y

8B, en electrodos de platay oro

Una vez sintetizados los derivados sulfurados empleados en nuestro trabajo, se
estudiaron sus propiedades de adsorcion en superficies de plata y oro. Este estudio se
dividio en las siguientes etapas:

e Construccion de los electrodos de plata y oro y determinacion de sus areas

geomeétricas.

e Formacién y caracterizacion electroquimica de las monocapas.

e Comprobacion de las propiedades de reconocimiento molecular de los

derivados 7a, 78, 7y y 8p.
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3.2.1- Construccion, limpieza y determinacién de las areas geométricas de

los electrodos de platay oro.

La preparacion de los electrodos (figura 3.11) se llevé a cabo a través de toda una serie de
operaciones que aparecen descritas en el epigrafe 2.5. Es importante destacar que el éxito en la
preparacién del electrodo de plata radico en el sellaje del tubo de vidrio con silicona y una cinta de
teflon. En el caso del electrodo de oro, el sellaje se llevé a cabo por fusién de un capilar de vidrio
blando muy préximo a la superficie esférica libre del electrodo El tratamiento realizado previo al
sellaje, que consiste en el calentamiento de la esfera al rojo seguida de enfriamientos bruscos
garantiza una superficie homogénea que hace que la monocapa formada tenga pocos defectos.*®.
En ambos casos estas operaciones fueron muy importantes ya que cualquier tipo de interaccion
entre la solucién electroactiva y el interior del electrodo produciria errores en las mediciones

electroquimicas. De cada tipo de electrodo se prepararon, al menos, 3 ejemplares.

\,‘7 conector

Figura 3.11- Representacion de electrodo
4 recubrimiento aislante de vidrio empleado para mediciones voltamétricas.

‘ﬂ— superficie libre del electrodo

La limpieza quimica y electroquimica de las superficies electrédicas segun la metodologia
descrita en el epigrafe 2.5.1 fue también una operacién muy importante. El electrodo de oro se
limpié adicionalmente de forma electroquimica, mediante el registro del voltamograma de una
disolucion de acido sulfdrico de concentracion 0.1 mol/L por mas de 10 veces hasta obtener una

respuesta constante (figura 3.12).

_0_5-
T o=~ Figura 3.12- Respuesta voltamétrica
= de un electrodo de oro en una
disolucién de acido sulftirico 0.1 mol/L
0.5 (v=0.1V/s).
1 )
0 1.0 18
E(V) vs Ag/AgCI

Una vez limpios los electrodos de plata y de oro se le calculd el area geométricas (A)
segun la ecuacién de Randles-Sevcik (i,= 269000An*> D"%cv'?). El célculo del 4rea se realizé a

partir del registro de los voltamogramas de una disolucién de [Ru(NHz)e]** de concentraciéon 10
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mmol/L a diferentes velocidades de barrido (figura 3.13 A). Para ello, se calculé la pendiente de la
recta obtenida al relacionar la intensidad de los picos de corriente anddica (i) contra la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido (v

) (figura 3.13 B). Conocidos los valores de c y D, se
determiné el area geomeétrica a partir de la pendiente de este gréafico. Se obtuvieron valores entre
0.12 y 0.14 cm?® para la plata y 0.04-0.07 cm’ para el oro. Esta diferencia se debe al mayor

diametro del alambre de plata empleado para construir los electrodos.

_anad v (V/s)
400 0.200
0.175 B
0.150
0.125 5001 =
200 gégg ip=95'1\f +5
o.078 o]  L7=0.9942
0.025
< 3007
3 oA ot
- 200-
1001
200+
0 L] T L] Ll 1
A SR S S S 00 01 02 03 04 05
01 0 01 02 03 04 05 o A
E(V) vs Ag/AgCI V12 (V512)

Figura 3.13- A)- Voltamogramas ciclicos de una disoluciéon 10 mmol/L de [Ru(NHa)e]**
obtenidos con un electrodo de plata sin recubrir (A = 0.129 cm?) a diferentes velocidades
de barrido. B)- Gréfico de i vs v? empleado para el calculo de A.

3.3.2- Formacién y caracterizacion electroquimica de las monocapas de los derivados 7a, 78,
7yy 8B en electrodos de platay oro.

La modificacion de la superficie se realizé sumergiendo durante toda la noche los
electrodos de plata y oro en disoluciones diluidas de 7a—y y 8B, respectivamente, en atmésfera
inerte. Por ser mas baratos, los electrodos de plata se utilizaron como indicadores en la regién
catodica (de reduccion). Entretanto, dada la mayor inercia quimica del oro, este metal, aunque
mucho mas caro, se utilizé para los experimentos en la zona anddica. La formacion de monocapas
de 7o~y en superficies de oro resultd ser un proceso sumamente lento y las monocapas obtenidas
fueron muy poco estables y con bajos porcentajes de recubrimiento, por lo que los electrodos de
oro debieron ser modificados con derivados conteniendo grupos tiol (8f) y no ditiocarbamato. La
razon de esta diferencia de comportamiento entre ambos grupos viene dada, fundamentalmente,
por el mayor caracter m-aceptor del grupo -SH, lo que favorece mucho mas la formacién de

compuestos de Au(l) con respecto a los ditiocarbamatos.

Una vez formadas las monocapas con los derivados 7a, 78, 7y y 8B, se
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procedidé a su caracterizacion a través de experimentos de desorcion reductiva.
Este proceso es inverso a la quimisorcion y se puede describir segun la ecuacion
siguiente:
RS-M+e " =RS +M

Los experimentos fueron realizados empleando como electrolito soporte
una disolucion de KOH 0.5 mol/L. Esto tiene como objetivo desplazar la reduccién
del disolvente a potenciales mucho mas negativos que permitan observar la sefial
de desorcion reductiva. En la figura 3.14 se muestran los voltamogramas

obtenidos con los electrodos Ag/7p y Au/8.

A
A
-0
e - 0
4—-
5 - 1
A B }2
10
I r
1.0 E(V) 05 -1.2 E (V) 0.0

Figura 3.14- Voltamogramas ciclicos de los procesos de desorcion reductiva de derivados
sulfurados de la B-ciclodextrina, A) electrodo de plata modificado con 7. B) electrodo
de oro modificado con 8. Electrolito soporte: KOH 0.5 mol/L. v = 50 mV/s.

El voltamograma de desorcion reductiva de 7 mostrd un pico irreversible
de reduccién muy intenso a un potencial de -0.69 V, correspondiente al proceso de
desorcion de 7B de la superficie electrodica de plata. También aparecen dos
pequefas sefiales anddicas a potenciales de -0.58 V y -0.62V, que pueden ser
asignadas a la readsorcion parcial de 7B, ya que cuando se registré el
voltamograma a potenciales entre 0 y -0.6 V estas sefiales no aparecieron. En el
caso del electrodo de oro modificado con 8B, el voltamograma mostré un pico
irreversible de reduccion a -1.03 V que, de igual forma, fue asignado a la
desorcion reductiva de 8B de la superficie de oro. Este desplazamiento catodico

del pico de desorcion de 8 indica una mayor fortaleza de los enlaces Au-S.
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La integracion de los picos de desorcién reductiva obtenidos permitio el
calculo de la concentracion superficial de receptores inmovilizados (I'), segun la
metodologia descrita en el epigrafe 2.5.5. El grado de recubrimiento superficial (R)
de la superficie electrodica fue calculado dividiendo los valores de T" obtenidos por
las concentraciones superficiales maximas (I'max), calculadas mediante
consideraciones geomeétricas, segun se describe en el epigrafe 2.5.6. Estos
resultados se muestran en la tabla 3.1. Como puede verse, el grado de
recubrimiento R es maximo para 7a lo que pudiera explicarse a partir de su menor
diametro que conlleva a un mejor empaquetamiento en la superficie del electrodo.

Como era de esperar los valores de R de Ag/7By de Au/8B son muy semejantes.

Una de las técnicas mas empleadas en la caracterizacién de monocapas en electrodos es
la espectroscopia de impedancia.'® En esta técnica se le impone al sistema una corriente alterna
de frecuencia y fase conocidas y se mide la respuesta de impedancia del electrodo de trabajo a un
potencial fijo, que corresponde al potencial redox de una especie utilizada como marcador.
Tedricamente, el sistema se trata como un circuito equivalente (figura 3.15 A) formado por una
resistencia (la resistencia del solvente, Rg) en serie con un subcircuito que corresponde a la
monocapa y que esta formado por una resistencia (la resistencia a la transferencia de carga, Ry)
en paralelo con un elemento capacitivo (C4) cuyo valor es despreciable en los rangos de frecuencia
tipicamente utilizados (0.1 Hz - 1000 Hz). Como es ldgico, mientras mas compacta y menos

permeable sea la monocapa, mayor serd Ry. La forma mas comun de representar los resultados

Tabla 3.1 Potenciales de desorcién reductiva, concentracién superficial de receptores y
y grado de recubrimiento de los electrodos de plata y oro modificados.

Electrodo E gesorcion (V) I (pmol/cm?)’ R (%)"
Agl7a 0.72 78 + 4 72+ 4
Ag/7B -0.69 52+3 63+5
Ag/7y -0.67 42 +3 65+5
Au/SB -1.03 50 + 3 60 + 4

T Calculado considerando la formacién de 3, 4, 5y 7 enlaces M-S para 7a, 7B, 7y y 8B,
respectivamente

es mediante el grafico de Nyquist'®® que relaciona las componentes real (Z') e imaginaria (-Z") de
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la impedancia y est4 formado por dos ramas, una semicircular y otra recta (figura 3.15 B).T

Extrapolando la rama semicircular al eje de las x (Z') se obtiene Ry, valor que usualmente se

divide por el area del electrodo para obtener resultados comparables en todos los casos.

A (:d 4

R,
—WW— —

s
-L”(o)

P N
PVl

1
[=R-N=-R-I Ko NNl

Grafico de Nyquist

AMA transferencia electrénica)

R,

B

region de
baja frecuencia
(asociada a la
transferencia de masa)

disolucién monocapa

Figura 3.15- (A) Representacién del circuito empleado las mediciones de impedancia. (B)

Gréfico de Nyquist para la determinacion de Ry,

En nuestro caso, se determinaron los valores de Ry para el proceso que involucra el catién

[Ru(NH5)¢]** en los diferentes electrodos estudiados (figura 3.16). Los valores obtenidos (9 -18

kQ/cmZ) se encuentran en el rango de los observados para monocapas de receptores de similar

tamafio, aunque son mucho menores que los obtenidos para monocapas compactas de

alcanotioles de cadena lineal en oro.” Esto significa que las monocapas que forman los derivados

de ciclodextrina estudiados son relativamente permeables, lo cual se explica por la presencia de

las cavidades en la superficie del metal que permiten la interaccién de especies electroactivas con

el electrodo.

Las componentes real (Z') e imaginaria (-Z”) de la impedancia representadas en el grafico de Nyquist provienen de aplicar
la ley de Ohm al subcircuito en paralelo representado en la figura 3.15A, considerando que por el mismo circula una
corriente alterna de frecuencia conocida (o). La impedancia de este subcircuito (que es el que esta asociado a la
transferencia de carga) es la que mas informacién brinda sobre la naturaleza de la monocapa y es predominante a altas
frecuencias. La componente capacitiva (Cq4) también se puede obtener del grafico de Nyquist aunque su determinacion es

mas complicada y es poco utilizada con fines interpretativos.
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Figura 3.16- Gréficos de Nyquist para los electrodos Ag/7p y Au/8B en presencia de
[Ru(NH3)6]** (1 mmol/L en KCI 0.1 mol/L). Rango de frecuencias: 0.1 — 1000 Hz.

Ahora bien, los resultados de los experimentos de desorcidn reductiva
(tabla 3.1) indicaron que sélo entre el 60 y el 72% de la superficie de los
electrodos fue recubierta por los receptores de ciclodextrina. Esto significa que la
monocapa aun presenta defectos, lo cual ha sido explicado por las débiles
interacciones laterales que existen entre los receptores adsorbidos.>’ Por otra
parte, la naturaleza aproximadamente circular en que las ciclodextrinas se
adsorben sobre la superficie del electrodo obliga a que queden espacios vacios en
el electrodo, tal y como se representa en la figura 2.2 del epigrafe 2.5.5.

Es por ello que se procedio al sellaje de los espacios vacios en la superficie
del electrodo para, de esa forma, lograr que la interaccion de los sustratos
estudiados solo tuviera lugar a través de la cavidad de la ciclodextrina. Para ello
se sumergio el electrodo en una mezcla equimolar del agente sellante
seleccionado (morfolilditiocarbamato o acido tiéctico) y 1-adamantanol. El 1-
adamantanol forma complejos de inclusibn muy estables con las ciclodextrinas por
lo que tiene la funcion de “tapar” las cavidades de los receptores inmovilizados,
haciendo que el agente sellante sdlo interactie con la superficie no recubierta del
electrodo. Se monitored la respuesta voltamétrica del complejo [Ru(NHs)e]** con

los electrodos antes y después de ser tratados con el agente sellante (figura 3.17).
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Figura 3.17- Voltamogramas ciclicos del complejo [Ru(NHs)e]** (0.1 mmol/L) registrados
con electrodo de Ag modificado con 7B antes (——) y después (------ ) de ser sellado con
morfolilditiocarbamato durante 6 h. Electrolito soporte: Na,SO4 0.2 mol/L. v =50 mV/s.

Como puede verse en la figura 3.17, la diferencia entre los potenciales de los picos
anddico y catédico (AE) aumenté y la intensidad de la sefial disminuy6 para el electrodo luego de
ser tratado con el agente sellante. EI aumento de AE indica que la reversibilidad del proceso
disminuye notablemente, mientras que la intensidad disminuye al ser recubiertos los espacios
libres del electrodo, lo que restringe la interaccién del sustrato con el electrodo. Este experimento
corrobor6 que el proceso de sellaje ocurre de forma efectiva. Similar comportamiento se observé
para el resto de los electrodos utilizados.

Es de notar que las monocapas de los derivados estudiados resultaron ser estables
durante largos periodos de tiempo (varios meses) si se mantenian protegidos de cualquier
contacto con sustancias 0 microorganismos que pudieran dafiar la monocapa de carbohidrato.
Esto permitié su uso mdltiple en los estudios realizados. Los electrodos modificados, cuando no se
usaron, se guardaron en soluciones de acuosas de KCl al 10%.

3.3- Aplicaciones de los electrodos de plata y oro modificados con los derivados 7a, 78,

Tyy 8B.

Como hemos visto, la inmovilizacién de derivados sulfurados de las ciclodextrinas en
superficies de plata y oro genera monocapas estables del receptor. Este fendmeno ha sido mas
estudiado en lo que se refiere al propio proceso de inmovilizacion que con fines aplicativos. Es por
ello que en el presente trabajo decidimos explorar las posibilidades que ofrecen las propiedades de
reconocimiento molecular de las ciclodextrinas en el disefio de sensores moleculares o de
soportes para la inmovilizaciéon de enzimas.

3.3.1- Reconocimiento molecular de nitrocompuestos aromaticos disustituidos con
electrodos de plata modificados con 7a, 7By 7y.
Las propiedades de reconocimiento molecular de electrodos de plata modificados con 7a,

78 y 7y fueron estudiadas voltamétricamente empleando tres series de isOmeros de
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nitrocompuestos aromaticos disustituidos (figura 3.18). Los nitrocompuestos aromaticos
experimentan un proceso de reduccién del grupo nitro a hidroxilamino a potenciales negativos en
medio &cido o neutro (figura 3.19). Ademas, forman complejos de inclusibn con las
ciclodextrinas,**° por lo que fueron seleccionadas como sustratos electroactivos para estudiar las

propiedades de reconocimiento molecular de las monocapas de ciclodextrinas.

NO, NO, NO,
o Q, O
X = -OH, -COOH, -CH,OH
X
X

Figura 3.18- Familias de nitrocompuestos aromaticos estudiados.

NO, NHOH

+4H" +4e —= +H,0

Figura 3.19- Reduccidn de nitrocompuestos aromaticos a hidroxilaminas.

El estudio voltamétrico se realizd en una celda electroquimica formada por un sistema de
tres electrodos. El electrodo indicador fue de plata sin modificar o modificado con los derivados 7a,
7B o 7y. En la tabla 3.2 se reportan los potenciales de reduccién del grupo nitro obtenidos con los
electrodos estudiados, mientras que en la figura 3.20 se muestra una seleccion de los

voltamogramas obtenidos.
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Figura 3.20- Voltamogramas ciclicos obtenidos para el orto-nitrobenzoato 10 mmol/L (A)
y meta-nitrobenzoato 10 mmol/L (B) en el electrodo de plata sin modificar (izquierda),
modificado con 7 (centro) y con 7y (derecha). Electrolito soporte: Na,SO,4 0.2 mol/L; v =

100 mV/s.
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Tabla 3.2- Potenciales (V) de los picos de
nitrocompuestos estudiados con diferentes electrodos indicadores.
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-0.7

-0.7

iuA
-0
—
L5
—10
15
E(V) 0.1
ilpA
Ly
‘/
5
—10
15
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Ag/Ty

grupo nitro en

Nitrobenzoato Nitrofenol Nitrobencilalcohol
Electrodo orto meta para orto meta para orto meta para
Ag -048 -030 -044 -026 -056 -0.26 -0.36 -035 -0.34
Ag/7a. —* -0.43 -0.48 —* -0.58 -0.32 —* -0.40 -0.39
Ag/7B —* -0.34 -0.42 —* -0.57 -0.28 —* -0.39 -0.36
Ag/7y -051 -032 -040 -0.30 -0.56 -0.26 -0.39 -0.38 -0.30

* No se observa sefal.

Una caracteristica que se obtiene del analisis de los voltamogramas de la figura 3.20 es
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gue la intensidad de la sefial del pico de reduccion del grupo nitro en los electrodos modificados
decrece en un 20-30% con respecto al electrodo sin modificar. Este resultado es légico, si se
considera que el area del electrodo modificado disminuye como resultado de la quimisorcion de los
derivados de ciclodextrinas y del agente sellante.

A nuestro juicio, la caracteristica mas llamativa de los resultados reportados en la tabla 3.2
y en la figura 3.20 es que los isémeros orto de las tres familias de nitrocompuestos aromaticos no
dieron sefiales de reduccion del grupo nitro en los electrodos modificados con 7a. y 7, al menos a
potenciales accesibles. Este fendmeno fue observado incluso a concentraciones relativamente
altas del sustrato (10 mmol/L). En el caso del electrodo Ag/7y, los isdmeros orto si dieron sefiales,
pero desplazadas a potenciales mas negativos. En este caso, el mayor diametro y volumen de la
cavidad de la y-ciclodextrina hacen que el sustrato se pueda incluir en la cavidad con el grupo nitro
orientado hacia la superficie electrédica. Estos resultados implican que el electrodo es capaz de
detectar o no los isémeros orto en dependencia del tipo de ciclodextrina adsorbida, lo que tiene
necesariamente que estar relacionado directamente con el diametro de la cavidad.

En el caso de las restantes familias de isémeros (meta y para) si fueron observadas las
sefiales de reduccién del grupo nitro en los electrodos modificados con 7a, 78, y 7y, aunque con un
determinado grado de desplazamiento hacia potenciales picos de reduccion mas negativos, con
respecto al electrodo sin modificar (tabla 3.2). Los isbmeros meta y para pueden incluirse en
cualquiera de los receptores y de esta forma, los grupos funcionales nitro quedan orientados hacia
la superficie electrédica de plata, facilitando el proceso de reduccidon. En estos casos, fue
observado un comportamiento de saturacion de la intensidad de la sefial a medida que aumentaba
la concentracion del sustrato, lo cual es indicio del acomplejamiento interfacial del sustrato en las
cavidades de la monocapa. Por ende, empleando la isoterma de Langmuir (ver ecuacion 2.2), y
utilizando la metodologia descrita en el epigrafe 2.6.3, fue posible determinar las constantes de
equilibrio de los complejos de inclusion (figura 3.21).™°

Los valores obtenidos para el meta-nitrofenol (Kneta = 180 + 20 L/mol) y para-nitrofenol
(Kpara = 140 £ 20 L/mol) en el electrodo 78 indican que el acomplejamiento es relativamente débil,

aunque estan en el orden de los reportados en la literatura para la B-ciclodextrina.
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Figura 3.21- Variacion de i, en funcion de ¢ (A) y grafico de Langmuir (B) para el
acomplejamiento interfacial de meta- y para-nitrofenol en Ag/7p.

Puede observarse también que, como regla, los potenciales de reduccioén del grupo nitro
son desplazados hacia valores mas negativos en el orden 7a > 78 > 7y, lo que sugiere una
influencia directa del tamafio de la cavidad en la respuesta electroactiva. El mayor desplazamiento
(-0.13 V) fue observado para el meta-nitrobenzoato en el electrodo Ag/7a. En general, los
nitrofenoles dieron los menores desplazamientos de potencial mientras que los nitrobenzoatos
dieron los mayores. Esto pudiera explicarse en funcion del mayor tamafio y de la carga negativa
que porta el grupo carboxilato con respecto al grupo hidroxilo que hacen que su inclusién total sea
menos favorable y su reduccién mas dificil.

Los resultados presentados hasta ahora sugieren que las propiedades de reconocimiento
molecular de los electrodos modificados pudieran analizarse, no sélo por la presencia o no de
sefial, sino también por el grado en que éstas se desplazan con respecto al electrodo sin modificar.
En el caso de isbmeros orto, la estructura geométrica de los complejos de inclusiéon de estos
isdbmeros, combinada con el relativamente pequefio tamafio de las cavidades de 7a y 7p pueden
ser las causas fundamentales de la ausencia de respuesta electroquimica del grupo nitro en el
intervalo de potenciales estudiado. En los isémeros orto ambos grupos funcionales estan muy
proximos, lo que hace que sélo puedan incluirse parcialmente en la cavidad de la o- y la B-
ciclodextrina a través del anillo aromatico. Esto hace que el grupo nitro quede orientado hacia el
exterior de la cavidad, muy alejado de la superficie electrodica.

Para verificar esta hipétesis, se realizé un estudio computacional de la inclusion de orto- y
para-nitrobenzoato en la cavidad de 7.

Como 7 es, en realidad, una mezcla de productos de grado de sustitucion variable y
cercano a 4, primeramente se optimizaron las geometrias de los cinco posibles is6meros de
posicion de un derivado tetrasustituido (6”6°,6°6°—, 6"6°6°,65, 6"6°6°6™— 6"6°6°6° y

6*,6°,6°,6™), empleando el método semiempirico PM3 (epigrafe 2.7, figura 2.4). El isémero
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6",6°,6°,6" resultd ser el de menor energia ya que la repulsién electrostatica entre los grupos
NCSS™ es la minima posible. La geometria optimizada de este receptor sugiere que los cuatro
grupos NCSS™ estan situados en un plano casi regular con una cavidad de 7.5 A de diametro y 8.2
A de profundidad (ver Anexo 2).

Posteriormente, se optimiz6 a nivel PM3 la geometria de los complejos de inclusién de los
sustratos orto- y para-nitrobenzoato en este receptor (figura 3.22). Como puede observarse, el
isbmero orto se incluye s6lo parcialmente en la cavidad a través del anillo aromatico, con los
sustituyentes apuntando hacia fuera del anillo. EI atomo de nitrégeno del grupo nitro queda
separado 8.5 A con respecto al plano formado por los grupos NCSS'. La estructura esta
estabilizada por un puente de hidrégeno formado entre el grupo carboxilato y un grupo hidroxilo
secundario del receptor. Aunque no se realizaron calculos con receptores de o-CD, es de esperar
gue un orto-derivado esté mucho menos incluido ya que el diametro de la cavidad es mucho menor
gue el de la B-CD. En el caso de la y-CD si se optimiz6 la geometria de su complejo de inclusion
con el orto-nitrobenzoato a nivel PM3, obteniéndose que puede incluirse de diferentes modos con
minimas diferencias de energia. En una de ellas, el sustrato esta orientado de forma tal que el eje
Nhiro-Cearboxilato quUeda casi paralelo al eje Cg de la cavidad, haciendo posible de esa forma la
interaccion del grupo nitro con la superficie electrodica.

En contraste, la geometria optimizada obtenida para el complejo de inclusién del para-
nitrobenzoato (figura 3.22) es 7.6 kcal mas estable y sugiere que el grupo nitro se incluye
profundamente en la cavidad de la ciclodextrina y que esta separado en sélo 2.5 A del plano que
forman los grupos NCSS'. Adicionalmente, como en el caso del isémero orto-, la estructura
supramolecular esta estabilizada a través de un puente de hidrégeno entre el grupo carboxilato y
un grupo hidroxilo secundario del receptor. Como es logico, el calculo también predice una
orientacion inversa del sustrato (con el grupo nitro apuntando hacia la cara secundaria), pero esta
geometria es 4 kcal/mol menos estable, lo cual se pudiera atribuir a que la carga negativa del

grupo carboxilato presente en el interior de la cavidad desestabiliza el complejo de inclusion.

vG8

| vz

Figura 3.22- Geometrias de minima energia (PM3) obtenidas para los complejos de
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inclusion del orto-nitrobenzoato (izquierda) y el para-nitrobenzoato (derecha) con el
(6",6°,6°,6")-p-ciclodextrin-tetraditiocarbamato. Los atomos de carbono del huésped han
sido resaltados en color negro y los atomos de hidrégeno han sido omitidos para ganar en
claridad. C: azul claro, O: rojo, N: azul oscuro, S: amarillo

El estudio computacional realizado sugiere que la respuesta electroactiva
obtenida para los orto- y para-isbmeros puede explicarse considerando las
diferentes geometrias de sus complejos de inclusion. En el primer caso el grupo
nitro no puede penetrar en la cavidad de la ciclodextrina, dificultando de esa forma

el proceso de transferencia electronica hacia la superficie electrodica.

Hasta donde conocemos, si descontamos el trabajo realizado por Kitano®
con isomeros de posicién de derivados del rojo de metilo, este es el Unico estudio
sistematico sobre reconocimiento molecular de isébmeros de posicion mediante
ciclodextrinas inmovilizadas. Como puede verse, el reconocimiento puede
modularse variando el tamafio de la ciclodextrina adsorbida, lo cual induce
diferentes orientaciones en el sustrato en dependencia de su estructura y la

naturaleza de los grupos funcionales que posee.

Estos resultados demuestran, una vez mas, que los efectos estéricos en la
formacion de complejos de inclusibn son muy importantes y determinan en gran
medida su estabilidad, lo cual puede ser aprovechado para disefiar sensores de
reconocimiento molecular. Como veremos en el epigrafe siguiente, los efectos
estéricos se pueden complementar con otro tipo de interaccion para lograr una
mayor selectividad en el dispositivo. La estrategia de dotar a una superficie de
propiedades de reconocimiento molecular mediante la adsorciéon de receptores
artificiales debe encontrar importantes aplicaciones en un futuro proximo en el

disefio de sensores de nueva generacion.

3.3.2- Reconocimiento molecular de dopamina en presencia de acido ascOrbico con un

electrodo de oro modificado con 8B y 4cido tidctico.

Como hemos visto, las ciclodextrinas inmovilizadas son capaces de reconocer
determinados sustratos en dependencia del diametro de la cavidad y de la forma en que el sustrato

se incluye en la cavidad. En este epigrafe veremos la aplicacion de este fenémeno a un problema
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practico: la deteccién de dopamina (DA) en presencia de acido ascorbico (AA).

El problema fundamental de la determinacion electroquimica de dopamina en presencia de
acido ascorbico viene dado por la similitud de los potenciales de electrodo del proceso de
oxidacion de ambas especies a pH fisiolégico, asi como por la reaccion que ocurre entre el 4cido
ascorbico y la dopamina oxidada. (figura 1.20). Por otro lado, el acido ascorbico esta presente en
el medio bioldgico en concentraciones hasta 1000 veces mayores que la de la dopamina por lo que
eliminar su interferencia no resulta tarea facil.

A pH neutro el grupo amino de la dopamina esta protonado (pK, = 8.87), mientras que el
grupo hidroxilo adyacente al grupo carbonilo en el 4cido ascorbico estd desprotonado (pK, = 4.10).
Este hecho, de por si, induce un elemento de discriminacion que ha sido aprovechado previamente
empleando monocapas cargadas, aunque de forma no totalmente satisfactoria.’®*?

La estrategia disefiada en nuestro trabajo para resolver este problema consistié en formar
una monocapa mixta compuesta por 8f y acido tidctico en una superficie de oro. La presencia de
8B en la monocapa afiade un segundo elemento de discriminacion que est4 dado por las
propiedades de reconocimiento molecular que poseen las ciclodextrinas. Se conoce que la
dopamina forma complejos de inclusion mucho mas fuertes con la pB—ciclodextrina que el anion
ascorbato a pH 7 (Kaa = 130 L/mol ***, Kpa = 2000 L/mol).?” La idea se basa entonces en inducir
una doble selectividad en la monocapa basada en interacciones electrostaticas, debidas al grupo

COO" del Acido tioctico, y supramoleculares, aportadas por 8 (figura 3.23).

-
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Figura 3.23- Estrategia empleada para la deteccion simultanea de dopamina en presencia
de acido ascérbico empleando un electrodo doblemente modificado con ciclodextrina y
acido tioctico.

Los electrodos doblemente modificados se prepararon sumergiendo un electrodo de oro en
8pB, seguido de la inmersidon en una mezcla de acido tidctico y 1-adamantanol. Este Gltimo tiene la
funcion de sellar las cavidades de ciclodextrina para evitar que el &cido tidctico interactle a través
de ellas, dejandolas inutilizadas. A partir de experimentos de desorcién reductiva de la monocapa

mixta se obtuvo que la relacién molar 8pB:4acido tidctico es de 1:1.7. Esta diferencia se debe a que
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las moléculas de acido tiéctico ocupan una superficie menor que las de 8 obteniéndose, por tanto,
una concentracion superficial mayor.

En la figura 3.24 se muestran los voltamogramas ciclicos de la dopamina y el acido
ascorbico de concentracion 1 mmol/L, asi como de una mezcla de ambos, registrados en el
electrodo de oro. Puede verse claramente que ambas especies son oxidadas a potenciales muy
cercanos (Epa = +0.25 V, Ean = +0.22 V). La mezcla de ambos muestra un Unico pico de oxidacién
a un potencial de +0.23 V, como resultado de la superposicion de las sefiales correspondientes a
los procesos oxidativos de la dopamina y del acido ascérbico. Esto quiere decir que el electrodo de
oro sin modificar es incapaz de determinar ambas especies por separado en una mezcla, lo cual

concuerda con reportes previos.*

-30
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Figura 3.24. Voltamogramas ciclicos obtenidos para la dopamina 1 mmol/L ( ), el
acido ascorbico 1 mmol/L (——) y una mezcla equimolar de dopamina y acido ascérbico 1
mmol/L (- ) en el electrodo sin modificar. Electrolito soporte: KH,PO, (pH 7) 0.1 mol/L. v
=100 mV/s.

Posteriormente, se procedié al estudio voltamétrico por separado de DA y AA bajo las
mismas condiciones experimentales, con los electrodos Au/8f y Au/8B+tidctico. Como puede verse
en la figura 3.25, en el electrodo Au/8B la dopamina presenté una sefial cuasireversible a un

potencial muy similar al del electrodo sin modificar, aunque su intensidad disminuy6 en un 20%.
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Figura 3.25. Voltamogramas ciclicos obtenidos para la dopamina (1 mmol/L) empleando
diferentes electrodos. Electrolito soporte: KH,PO, (pH 7) 0.1 mol/L v = 100 mV/s.

Esta observacion se puede explicar considerando que la monocapa de 8B ejerce una
barrera al proceso electroquimico que hace disminuir la intensidad sefial. Sin embargo, la
presencia de acido tiéctico en la monocapa provocé que la intensidad de la sefial aumentara con
respecto a Au/8f. Aunque con el incremento de intensidad observado no se llega al valor
correspondiente al electrodo sin modificar, resulta un efecto positivo para nuestros intereses. Esto
implica que el acido tiéctico facilita la difusién de la dopamina hacia la superficie del electrodo, lo
cual se puede explicar considerando la atraccion que ejerce el grupo carboxilato sobre el sustrato

cationico.

Ahora bien, como la dopamina sélo puede acceder a la superficie del electrodo a través de
las cavidades de las ciclodextrina, resulta légico pensar que debe formar un compuesto de
inclusién con los receptores inmovilizados. Esto se comprobd estudiando la dependencia de la
intensidad de la sefial con la concentracion de dopamina, la cual mostré6 un comportamiento de
saturaciéon de la intensidad de la sefial (figura 3.26). Aplicando la isoterma de Langmuir, se obtuvo
un valor de la constante de inclusion interfacial de 6400 + 300 L/mol. Este valor es 3.2 veces mayor
gue el reportado para el complejo formado entre la dopamina y la BCD nativa®” y sugiere que la
presencia del acido tioctico en la monocapa favorece la estabilizacion de la inclusién, de forma

similar a lo observado en la figura 3.24.
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Figura 3.26 (A) Dependencia de la respuesta voltamétrica de la dopamina a diferentes
concentraciones obtenida con el electrodo Au/8B+tioctico. (B) Isoterma de Langmuir para
la determinacion de la constante de inclusion interfacial de la dopamina.

En contraste, cuando se registré la respuesta voltamétrica de una disolucion de acido
ascorbico en las mismas condiciones con el electrodo Au/8B+tioctico se obtuvo que la sefal de
oxidacion practicamente desaparecié (figura 3.27). Esto quiere decir que el electrodo
Au/8B+tidctico no es capaz de reconocer la presencia de acido ascorbico en la disolucion, lo cual
se puede explicar por una doble combinacién de factores: la baja estabilidad de su complejo de

inclusion con la BCD vy la repulsion electrostatica ejercida por los grupos carboxilato del acido

tiéctico.

Au
----Au/8p
------ Au/8p+tidctico
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Figura 3.27. Voltamogramas ciclicos obtenidos para el acido ascérbico (1 mmol/L)
empleando diferentes electrodos. Electrolito soporte: KH,PO, (pH 7) 0.1 mol/L. v = 100

mV/s.
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La variacion de la intensidad de la sefial con la concentracion de acido ascérbico resulté
muy pequefa, lo cual impidié la estimacion de la constante de inclusién mediante la isoterma de
Langmuir. Esto implica que el acomplejamiento interfacial del acido ascérbico, de existir, debe ser
muy débil. En la figura 3.28 se muestran las geometrias de minima energia obtenidas para la
inclusion de ambos sustratos en 8. Como puede observarse, el &cido ascérbico no es capaz de
penetrar en la cavidad, si bien por su tamafio le debia ser posible. Esto puede estar relacionado
con su alta hidrofilicidad que hace que so6lo pueda interactuar con la superficie externa del

receptor.

Figura 3.28- Geometrias optimizadas (PM3) obtenidas para los complejos de inclusién de
la dopamina (A) y el ascorbato (B) con 8B (vista lateral). Los atomos de carbono de la
dopamina han sido resaltados en color negro y los atomos de hidrégeno han sido omitidos
para ganar en claridad. C: azul claro, O: rojo, N: azul oscuro, S: amarillo.

El factor electrostatico que ejerce el acido tidctico se pudo comprobar registrando el
voltamograma del anién [Fe(CN)]> en las mismas condiciones (figura 3.29). Como puede verse, el
valor de AE observado (220 mV) indica que la monocapa de 8B y &cido tiéctico obstaculiza
notablemente la transferencia electronica del complejo anidnico. En este caso, sin embargo, la
sefial no es completamente suprimida, debido probablemente a que en este complejo la

transferencia electrénica es mucho mas rapida que la asociada a la oxidacion del &cido ascérbico.
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Figura 3.29. Voltamogramas ciclicos obtenidos para el acido ascorbico (1 mmol/L) y el
anion [Fe(CN)s]* (1 mmol/L) con el electrodo Au/8p+tidctico. Electrolito soporte: KH,PO,

(pH 7) 0.1 mol/L. v = 100 mV/s.

El comportamiento voltamétrico de la dopamina y el acido ascérbico es concordante con

las respuestas de impedancia obtenidas empleando los electrodos modificados (figura 3.30).
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Figura 3.30. Gréficos de Nyquist obtenidos para (a) dopamina (1 mmol/L) con el electrodo
de Au/8B; (b) dopamina (1 mmol/L) con el electrodo de Au/8B+tidctico; (c) acido ascorbico
(1 mmol/L) con el electrodo Au/88; (d) acido ascorbico (1 mmol/L) con el electrodo
Au/8p+tioctico. Electrolito soporte: KH,PO, (pH 7) 0.1 mol/L. Rango de frecuencias: 0.1 —

1000 Hz.

Como puede verse, el electrodo Au/8B+tidctico es capaz de discriminar entre ambas
sustancias, a juzgar por los valores de R obtenidos. El valor de R para la dopamina disminuye

cuando el 4cido tiéctico esta presente en la monocapa lo que indica que el proceso de electrodo se
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favorece. Lo contrario ocurre para el acido ascorbico, cuya respuesta de impedancia aumenta 2
veces en el electrodo Au/8B+tiéctico. El valor obtenido (62.5 kQ/cm?®) es similar a los observados
empleando monocapas compactas de alcanotioles,” lo cual denota que la monocapa mixta ejerce
un bloqueo efectivo al la oxidacion del acido ascorbico.

La figura 3.31 muestra los voltamogramas obtenidos para una mezcla equimolar de ambas
especies en el electrodo modificado con 8 y acido tidctico. Como puede verse, la contribucion a la
corriente anédica total aportada por el acido ascoérbico es muy pequeia (~ 3%), si se compara
con la respuesta obtenida para la misma mezcla en el electrodo sin modificar (figura 3.24), lo que
indica que el electrodo Au/8p+tidctico también es capaz de discriminar entre ambas especies
cuando estan presentes simultdneamente en la disolucion. Por otro lado, a sefial de reduccion

de la dopamina no se ve alterada por la
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Figura 3.31. Voltamogramas ciclicos obtenidos para la dopamina 1 mmol/LI (——) y una

mezcla de dopamina 1 mmol/L y &cido ascorbico 1 mmol/L (- ) en el electrodo
modificado con 8B+tidctico. Electrolito soporte: KH,PO,4 (pH 7) 0.1 mol/L v = 100 mV/s

presencia del acido ascoérbico. Esto indica que la posible reaccién que pudiera ocurrir entre el
acido ascorbico y la dopamina oxidada no tiene lugar en este caso, probablemente porque ésta
Gltima queda protegida dentro de la cavidad impidiendo su interaccién con el acido ascorbico.
Evidentemente, este comportamiento resulta muy ventajoso ya que la dopamina no se consume en
reacciones colaterales no detectables electroquimicamente.

Los resultados presentados aqui indican que el electrodo doblemente modificado es capaz
de discriminar efectivamente entre la dopamina y su interferencia mas comuin en sistemas
biolégicos, el acido ascérbico. Con los experimentos realizados no fue posible determinar el limite
de deteccion de la dopamina ni la influencia de otras interferencias. Sin embargo, consideramos

que esta idea abre interesantes perspectivas en este campo. A diferencia de estrategias
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empleadas anteriormente, este método induce una mayor selectividad sobre la dopamina al actuar
simultdneamente dos interacciones (una electrostatica y otra de inclusién) que tienen un efecto

opuesto sobre el sustrato a estudiar respecto a su interferencia.

3.3.3- Inmovilizacion de citocromo c¢ en un electrodo modificado con 8B mediante

interacciones supramoleculares.

Como hemos visto, las ciclodextrinas inmovilizadas en electrodos
mantienen sus propiedades de reconocimiento molecular, lo cual nos permitid su
uso para diferenciar isbmeros de compuestos aromaticos o sustancias de interés
biol6gico. Hemos visto ademas que las monocapas de distintas sustancias se han
empleado para inmovilizar enzimas mediante interacciones electrostaticas o
hidrofébicas. Sin embargo, hasta donde conocemos, los procesos de
reconocimiento molecular no han sido empleados para estos propésitos. Esto nos
llevé a explorar la posibilidad de utilizar electrodos modificados con ciclodextrinas
en la inmovilizacion de enzimas en su superficie, lo cual pudiera tener interés, por
ejemplo, en la construccion de biosensores.

La estrategia consistio en la formacion de una estructura supramolecular
entre la metaloproteina citocromo ¢ (Cyt ¢) modificada con unidades de adamantano
(Cyt c-A) y el derivado 8B quimiabsorbido en un electrodo de oro (Au/8pB), a traves

de la formacién de compuestos de inclusion (figura 3.32).

citocromo ¢
sustituido con
unidades de
adamantano

Figura 3.32- Inmovilizacién
del sistema Cyt c-A en el
electrodo Au/8B. La
adsorcion tiene lugar a
través de la inclusion de los
residuos de adamantano en
las cavidades de
ciclodextrina.

monocapa de
ciclodextrinas

ELECTRODO
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El Cyt ¢ se escogié debido a que sus propiedades electroquimicas se
conocen detalladamente y ha sido ampliamente utilizado como modelo en otras
estrategias de inmovilizacién.'®**?* por otro lado, los derivados del adamantano
forman complejos de inclusion muy estables con la B-ciclodextrina, reportandose
constantes de equilibrio en el orden de 10* L/mol.***

El citocromo ¢ fue modificado con unidades de adamantano a través de los
residuos de lisina localizados en la superficie de la proteina. Para ello se trat6 la
proteina con un exceso de l-adamantanocarboxilato de sodio en presencia de un
agente copulante soluble en agua. El grado de sustitucion fue determinado a
través de la medicion del numero de residuos de lisina que quedaron sin
reaccionar después de la conjugacion. El valor obtenido (8.9) implica que el
conjugado Cyt c-A contiene alrededor de nueve unidades de adamantano por
cada mol de Cyt c, equivalentes a un 47% de sustitucion de los residuos de lisina.
El espectro UV-Vis del conjugado mostré dos bandas intensas a 409 nmy 527 nm,
caracteristicas del anillo porfirinico. Estas bandas aparecen en posiciones muy
similares a las del Cyt ¢ nativo.

Por su parte, el electrodo fue modificado de forma similar a los ejemplos
anteriores. En este caso no se sellaron los espacios libres para evitar una
disminucién en la respuesta voltamétrica de la proteina.

En primer lugar, se estudi6 la respuesta voltamétrica del Cyt ¢ sin modificar
en el electrodo Au/8f a diferentes intervalos de tiempo (figura 3.33). Como puede
observarse, el Cyt ¢ presenta una sefial cuasireversible a un potencial de media
onda de 0.16 V con una diferencia de potencial (AE = 120 mV) que corresponde al
proceso redox Fe(ll)/Fe(lll) del grupo hemo (figura 3.34 A). Esta sefal, se
deterioré rapida e irreversiblemente con el tiempo, disminuyendo su intensidad y
desplazandose el potencial de media onda hacia valores mas positivos (figura 3.34
B). A los 10 minutos la sefial desaparecié (figura 3.34 C), lo que sugirid6 que la
proteina se descompuso en la superficie del electrodo, de modo similar a lo
observado por Eddowes en electrodos metalicos sin modificar.**? Sin embargo, en
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nuestro caso este proceso es mas lento debido a la proteccion ejercida por la

monocapa, como resultado del proceso de quimisorcion de 8p.

i/uA

E(V)
Figura 3.33 Voltamogramas ciclicos de una disolucién 0.1 mmol/L de Cyt c registrados

con el electrodo Au/8B a diferentes tiempos. A) t = 0 B) 5 min después; C) 10 min
después. Electrolito soporte: KH,PO,4 0.1 mol/L (pH 7). v =50 mV/s.

Al parecer, la molécula de Cyt ¢ en los primeros momentos no es adsorbida
en la superficie electrédica como resultado de su interaccion con el electrodo de
Au/8B, ya que la intensidad de los picos redox aumento linealmente con el
aumento de la concentracion de Cyt ¢ en el rango de 0.1-0.5 mmol/L. Por otro
lado, la intensidad de los picos anddicos y catédicos aumento linealmente con la
raiz cuadrada de la velocidad de barrido para similares concentraciones de Cyt c.
Este comportamiento es tipico de los procesos redox controlados por fenbmenos
de difusion. La falta de absorcién del Cyt ¢ en los primeros momentos de su
interaccion con la superficie electrédica no es sorprendente, ya que la superficie
exterior del Cyt ¢ no tiene residuos hidrofébicos (ej. fenilalanina o tirosina),
capaces de interactuar con la cavidad de la ciclodextrina. Sin embargo, al
transcurrir el tiempo, el Cyt ¢ puede experimentar interaccion, no solamente con la
superficie hidrofilica de la ciclodextrina, sino también con la superficie electrodica

no recubierta.
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Posteriormente, se estudié el comportamiento voltamétrico del conjugado
Cyt c-A en el electrodo Au/8p bajo las mismas condiciones, el cual resultd ser muy

diferente al del Cyt c nativo (figura 3.34).

Ty
0.2
A B C
-0.17
o_
0.1

0O 015 030 045 0 015 030 045 0 015 030 045 060
E(V) E(V) E(V)

Figura 3.34- (A) Voltamograma ciclico obtenido para el Cyt c-A registrado con el
electrodo Au/8B. (B) idem a A pero luego de exposicion prolongada a una solucion de 1-
adamantanol. (C) idem a A pero en presencia de un exceso de 4,4-bipiridilo. Electrolito
soporte: KH,PO, 0.1 mol/L (pH 7). v =50 mV/s.

Como puede observarse, el conjugado presenta una sefal cuasireversible a
un potencial de 0.18 V, valor muy cercano al del Cyt ¢ sin modificar, con un
AE=130 mV. Esto sugiere que la modificaciébn de la superficie exterior de la
proteina con grupos hidrofébicos no provocd variaciones significativas en la
conformacion y funcionalidad de la proteina, asi como en la esfera de coordinacion
del hierro (figura 3.34 A). Esta respuesta fue muy reproducible y estable en el
tiempo, pudiendo durar hasta una semana si el conjugado se mantiene a 4°C. La
intensidad de la sefial es independiente de la concentracion para [Cyt c-A] > 0.1
mmol/L, lo cual quiere decir que por encima de esta concentracion no ocurre mas
adsorcion en el electrodo. Cuando el electrodo Au/8B se sumergié en una
disolucion de Cyt c-A por varios minutos, se retird y lavo con buffer, y se determiné
Su respuesta voltamétrica, ésta resulté ser idéntica a la del electrodo sumergido en
buffer conteniendo 0.1 mmol/L del sistema conjugado. Esto sugiere que la
adsorcion del conjugado al electrodo es muy fuerte. Este proceso resultd ser
ademas muy rapido, ya que la intensidad de la sefal no vari6 después de 2
minutos de inmersion.

Como era de esperar, en presencia de una disolucion saturada de 1-
adamantanol (~1 mmol/L) la sefial correspondiente al Cyt c-A desaparecio (figura

3.34 B). Ya hemos planteado que el 1-adamantanol forma complejos de inclusion
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muy estables con la p-ciclodextrina® por lo que, en principio, es capaz de
desplazar al conjugado adsorbido al competir por los sitios de anclaje de la
proteina en el electrodo. En contraste, este proceso fue muy lento y solamente la
sefal desaparecié después de exponer toda la noche el electrodo modificado a la
solucion de l-adamantanol. Esta fue otra evidencia de que el Cyt c-A estaba
fuertemente adsorbido en la superficie electrodica sin perder sus propiedades
electroactivas. La explicacién de esta fuerte interaccion puede estar dada por la
presencia de multiples unidades de adamantano en la molécula de Cyt c-A que
pueden formar multiples complejos de inclusion con las cavidades de ciclodextrina
quimiabsorbida, originandose una interaccion multipuntual que debe fortalecer la
adsorcion de Cyt c-A.

Los resultados anteriormente mencionados permiten considerar que el

electrodo esta ahora doblemente modificado:
1. Por la monocapa de 8B que actua como soporte.

2. Por la monocapa de Cyt c-A adsorbida a través de interacciones

supramoleculares (véase la figura 3.32)

Por integracion de la sefial catddica (figura 3.34 A) y posterior normalizacion
con el area superficial del electrodo de oro se determiné que la concentracion
superficial del conjugado Cyt c-A es de (9.5 + 0.8) pmol/cm?. Este valor es inferior
al calculado tedricamente teniendo en cuenta consideraciones geométricas'*® (12
pmol/cm?), lo que indica que la monocapa de Cyt c-A es un tanto imperfecta. Esto
puede deberse a la presencia de defectos en la monocapa del soporte de 88 y a
una reduccién en la fortaleza de las interacciones laterales en el conjugado

producto de la modificacién con grupos hidrofébicos.

Por otro lado, en presencia de 4,4’-bipiridina (bipy) la sefial del Cyt c-A
resulté ser mucho mas reversible con AE = 20 mV (figura 3.34 C). Esto sugiere
qgue la presencia de bipy facilita la transferencia electronica entre la proteina y el
electrodo, lo cual coincide con estudios previos.****** E| valor obtenido de AE (20
mV) es tipico de una especie electroactiva confinada en una superficie electrddica,

aungue ligeramente mayor que el valor teérico de 0 mV debido a que los procesos
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de inclusién son equilibrios dindmicos.

Evidencia adicional de la adsorcion de Cyt c-A sobre el electrodo Au/8pB se
obtuvo del estudio de su interaccibn con otras especies electroactivas. Las
quinonas son compuestos aromaticos que contienen enlaces C=0 conjugados,
pudiendo reducirse electroquimicamente al correspondiente difenol. En particular,
la 1,2-naftoquinona (NQ) tiene la caracteristica adicional de formar complejos de
inclusion con las ciclodextrinas, por lo que han sido empleadas como marcadores
electroactivos en electrodos modificados con ciclodextrinas.®*®*®” En la figura 3.35
se muestran los voltamogramas ciclicos de la NQ en ausencia y en presencia de
Cyt c-A. Como puede observarse, el potencial de media onda de NQ y la
diferencia de potencial entre los picos de reduccidn y oxidacion se desplazan hacia
valores mas positivos en presencia del conjugado, mientras que las corrientes
anodica y catodica disminuyen ligeramente. Esto es indicativo de la interaccion de
NQ con el electrodo a través de las cavidades de 8. Adicionalmente, se puede
observar claramente la sefial del Cyt c-A centrada hacia los 0.20 V, lo cual

demuestra su presencia en la superficie del electrodo.
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Figura 3.35- Voltamogramas ciclicos de una solucién 0.1 mmol/L de NQ en ausencia (A)
y en presencia (B) de Cyt c-A. Electrolito soporte: KH,PO,4 0.1 mol/L (pH 7). v =50 mV/s.

B

Finalmente, otra evidencia de la adsorcion de Cyt c-A sobre el electrodo
Au/8B se obtuvo del estudio de su interaccién con el complejo [Ru(NH)e]**. En la
figura 3.36 se pueden observar los voltamogramas ciclicos del [Ru(NH)s** en

presencia de Cyt ¢ nativo y del sistema Cyt c-A. El complejo [Ru(NH)g]** presenta
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una sefial cuasireversible con AE = 90 mV. Este valor es superior los 60 mV
obtenidos para el electrodo sin modificar ya que la monocapa de 8B ejerce una
barrera en el proceso de transferencia electronica. En presencia del Cyt ¢ nativo
AE aumenta hasta 180 mV, mientras que para al sistema Cyt c-A alcanza un valor
de 280 mV. La intensidad de los picos anddico y catddico también

decrece en ambos casos. Esto indica que existe una menor concentracién de la
especie electroactiva en la interfase electrodica que puede ser explicada
considerando las interacciones repulsivas entre la carga positiva superficial de la
protefna y la carga positiva del [Ru(NH)g]**. En este caso, la sefial del conjugado
no se observa ya que esta solapada con la del [Ru(NH)¢** que presenta un

potencial muy similar al del Cyt c-A.

ifuA
E, =031V
AE=028V
C
T T T T I T L) | )
0.2 0 0.2 0.4 0 0.2 0.4 0 0.2 0.4
E(V) E(V) E(V)

Figura 3.36 Voltamogramas ciclicos de una disolucién 10 mmol/L de [Ru(NH)¢*" en
ausencia (A) y en presencia de Cyt ¢ (B) y Cyt c-A (C). Electrolito soporte: KCI 0.1 mol/L.
v =100 mV/s.

Las evidencias aqui mostradas sugieren que los electrodos modificados con
ciclodextrinas pudieran ser empleados para inmovilizar enzimas. La novedosa
estrategia implica la modificacion de la proteina con residuos hidrofébicos que
luego interactdan con una monocapa de receptores previamente inmovilizados en
la superficie del electrodo. Como es ldgico, la idea se pudiera extender a otras
proteinas lo que, en nuestra opinién, abre nuevas perspectivas en el campo de los
biosensores. Una ventaja importante del método es la de ser muy poco sensible a
cambios de fuerza ionica, que se conoce que afecta grandemente la adsorcion de
las proteinas. Ademas, este tipo de inmovilizacién de naturaleza supramolecular

presenta la ventaja de no afectar la actividad de la proteina y es lo suficientemente
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estable como para garantizar una durabilidad del dispositivo. Finalmente, y no
menos importante, la deposicidbn de la proteina a nivel de una monocapa de
espesor conocido y controlable garantizaria la reproducibilidad de la respuesta

electroquimica.

CONCLUSIONES

1. Se sintetizaron cuatro derivados sulfurados de las ciclodextrinas conteniendo grupos
ditiocarbamato (7a,, 7B, 7y) y tiol (8B) a partir de precursores halogenados. Los
compuestos obtenidos se caracterizaron mediante diferentes técnicas espectroscopicas:
resonancia magnetica nuclear (RMN), espectrometria de masas y espectroscopia UV-
Vis. Se encontrd que los derivados 7a—y son mezclas de productos con diferentes
grados de sustitucion, cuyos valores son 55 + 8%, 64 + 10% y 59 + 9% para 7a, 7B y
7y, respectivamente.

2. Se comprobd, por diferentes técnicas electroquimicas, la quimisorcion de los derivados
7o, 7B, 7y y 8B sobre superficies de plata y oro. Las mediciones de impedancia,
desorcidn reductiva y voltametria ciclica demostraron que estos derivados forman
monocapas estables y relativamente permeables en las superficies metalicas. Los
receptores inmovilizados cubren entre un 60-72% de la superficie, en dependencia del
tipo de ciclodextrina adsorbida. En caso necesario, la superficie no recubierta se sell6
con un coadsorbato (morfolinditiocarbamato o acido tioctico).

3. Se estudiaron voltamétricamente tres familias de nitrocompuestos aromaticos
disustituidos isomeros (nitrofenoles, nitrobenzoatos y nitrobencilalcoholes) como
sustratos en electrodos de plata modificados con 7a, 7B y 7y. Se encontrd que los
isomeros orto no son reconocidos por los electrodos modificados con 7a y 7p (no se
observa la reduccién del grupo nitro). Por su parte, los isbmeros meta y para si son
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reconocidos por los tres electrodos estudiados pero la sefial electroquimica esta
desplazada en diverso grado en dependencia del tipo de ciclodextrina inmovilizada.
Estos resultados se interpretaron teniendo en cuenta la posicion de los sustituyentes en
el sustrato incluido y el tamafio de la cavidad de la ciclodextrina.

Se disefid una novedosa estrategia para la determinacion simultanea de dopamina en
presencia de ascorbato empleando un electrodo de oro doblemente modificado con 88 y
acido tioctico. La estrategia combina la mayor selectividad que muestra la B-
ciclodextrina por la dopamina con la repulsion electrostatica que ejerce el grupo COO™
del &cido tioctico sobre el ascorbato. Por medidas voltamétricas y de impedancia se
encontr6 que la dopamina es detectada selectivamente en presencia de ascorbato y que
su constante de inclusion interfacial es 3 veces mayor que la reportada para la -
ciclodextrina en disolucion. Estos resultados abren interesantes perspectivas en el
campo de la deteccion de neurotransmisores en medio bioldgico.

Se estudié voltamétricamente el proceso de inmovilizacion de la metaloproteina
citocromo ¢ modificada con residuos de adamantano (Cyt c-A) en un electrodo de oro
modificado con 8 a través de interacciones supramoleculares. Esta novedosa estrategia
hace uso de las propiedades de reconocimiento molecular de los receptores de [-
ciclodextrina hacia los derivados de adamantano localizados en la superficie de la
proteina. Por medidas voltamétricas, se encontrdé que Cyt ¢ — A forma una monocapa
muy estable en el electrodo modificado con 8B y que su actividad no disminuye ni por
la modificacidn superficial ni por la inmovilizacién. Esta estrategia es extensible a otras
proteinas y presenta varias ventajas lo que, en nuestra opinidn, abre nuevas perspectivas
en el campo del disefio de novedosos biosensores.
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RECOMENDACIONES

Estudiar los electrodos modificados con ciclodextrinas en la deteccion de otras familias
de isdmeros de sustancias de interés bioldgico y medioambiental.

Estudiar el electrodo modificado con ciclodextrina y &cido tidctico en la identificacion
de otros neurotransmisores en presencia de otras interferencias, tales como el acido
arico.

Desarrollar métodos analiticos que permitan la determinacién cuantitativa de
neurotransmisores en presencia de interferencias

Extender la estrategia de inmovilizacion de proteinas mediante interacciones
supramoleculares a enzimas de interés aplicativo.
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ANEXO 1
Espectros de RMN-'H y de '3C de los
principales derivados sintetizados
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ANEXO 2

Geometrias optimizadas (PM3) obtenidas para 78 y 8B
(los atomos de hidrégeno han sido omitidos para ganar en claridad)
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