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Capitulo 1.

1.1. Quimica Supramolecular.

En 1987, el premio Nobel de Quimica J. Marie Lehn defini6 la
quimica supramolecular como la quimica del enlace intermolecular, que
engloba la estructura y las funciones de entidades formadas por la
asociacion de dos o mds especies quimicas.! Se puede definir la quimica
molecular como la quimica del enlace covalente, que se centra en descubrir
y dominar las reglas que controlan las estructuras, sus propiedades y las
transformaciones que pueden experimentar estas especies moleculares. A
partir de la quimica molecular, surge la quimica supramolecular como la
quimica mas alla de la molécula, orientada hacia entidades organizadas
con un elevado grado de complejidad que resultan de la asociacion de dos
0 mas especies quimicas unidas a través de enlaces no covalentes. Estas
nuevas entidades supramoleculares exhiben propiedades tan bien definidas
como las de las moléculas que las integran por si mismas junto con otras

totalmente nuevas (figura 1.1)*>

QUIMICA MOLECULAR QUIMICA SUPRAMOLECULAR

-

Interacciones or Interacciones
crrdleates {m“:‘P , no covalentes
/ :
sustrato
(molécula)

Figura 1.1. Formacion de hetero-hélices dobles mediante enlaces de hidrogeno

entre el ester del 1H-pyrazol-3,5-dicarboxilato y la feniletilamina.’

En una entidad supramolecular se puede distinguir dos especies

denominadas receptor y sustrato, siendo normalmente el sustrato el
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componente de menor tamafio. Esta terminologia surge por analogia con el

concepto de receptor y sustrato biologico desarrollado por Paul Ehrlich.

Las interacciones moleculares son de gran importancia ya que
forman la base de procesos de elevada eficacia y selectividad como el
reconocimiento, la catalisis, el transporte, la regulacion, etc. y que ocurren
en la mayor parte de procesos biologicos, como por ejemplo la unién de un
sustrato a un receptor proteico, una reaccion enzimadtica, la asociacion
inmunologica antigeno-anticuerpo o la transcripcion del codigo genético.
A la hora de disefiar moléculas receptoras abidticas artificiales capaces de
mimetizar estos procesos es necesario manipular correctamente las
caracteristicas energéticas y estereoquimicas de las fuerzas no covalentes
intermoleculares (enlaces de hidrégeno, fuerzas hidrofobas, de Van der

Waals, interacciones 7, etc.) dentro de una arquitectura molecular definida.

L4
R Molecular Supramolecular
- Sintesis
Q]_{ Receptor
€nlace e
3 Covilants Interaceion ; Reconocimiento T
= SUPERMOLECULA |4 Transformacion [~ =5 SUPRAMOLECULARES
€nlace
> intermolecular Transporte
Sustrato

Autoensamblaje
Autoorganizacion
Componentes funcionales

Figura 1.2. Evolucién de la quimica molecular hacia la quimica

supramolecular.*

Cuando se produce la unioén de un sustrato por parte de un receptor
se forma la supermolécula receptor-sustrato. Si la interaccion que tiene
lugar es selectiva y discrimina un sustrato frente a otros, se puede decir que
la supermolécula lleva a cabo un reconocimiento. Si, ademas de los puntos

de unidn, el receptor exhibe funciones reactivas puede provocar una

-4 -
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transformacion quimica sobre el sustrato que se ha unido previamente,
comportandose como un reactivo supramolecular o catalizador. En el caso
de que el receptor tenga las caracteristicas adecuadas de lipofilia,
capacidad de interaccion, cinética, estabilidad, etc., puede actuar como
transportador del sustrato a través de membrana. Todas estas
posibilidades hacen que tanto el reconocimiento molecular, como la
transformacion o catélisis y el transporte sean las funciones bésicas de las
especies supramoleculares. Se pueden dar funciones mas complejas,
cuando entran en juego varias subunidades capaces de formar uniones en
un coreceptor politopico, forméndose ensamblajes y dando lugar a
diferentes tipos de asociaciones (capas, membranas, vesiculas, cristales
liquidos, etc.). Esta tltima posibilidad de autoensamblaje, junto con las
anteriores componen los 4 pilares basicos para el desarrollo de los

dispositivos moleculares (figura 1.2).!

1.1.1. Reconocimiento Molecular.

Como se ha comentado anteriormente, el concepto de
reconocimiento surgid de la mano de Emil Fischer cuando acufi6 el
concepto de llave-cerradura para explicar el proceso de reconocimiento
enzimatico.” En ¢él, se compara el centro activo de una enzima (con una
estructura fija) con una cerradura, y una molécula de sustrato cuya
estructura encaja perfectamente en la del enzima se compara con una llave.
Ambas moléculas poseen complementariedad geométrica, es decir, el
reconocimiento tiene lugar Unicamente cuando “las piezas” encajan

perfectamente una en la otra como se puede ver en la figura 1.3.
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.\-
w

Figura 1.3. Modelo “llave-cerradura”, destacando la complementariedad

topoldgica necesaria en el reconocimiento molecular.

Unos afios después D. Koshland sugiri6 algunas modificaciones a
este modelo ya que a partir de los estudios realizados se llegd a la
conclusidon que las enzimas son estructuras flexibles, que pueden cambiar
la conformacion estructural de su centro activo al producirse la interaccion
con el sustrato, formando un complejo enzima-sustrato. Una vez se ha
producido el reconocimiento, el sustrato es transformado en uno o varios
productos nuevos de forma que pierde su estructura original y, por tanto,
termina siendo liberada del punto de union o anclaje, dejando a su vez libre
a la enzima. Este modelo se conoci6 como el modelo de encaje inducido

(figura 1.4).°

| ? La enzima cambia su forma Productos
\. Sustrato cuando se une el sustrato
f Sitio activo

L

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al sitio activo del enzima  enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo
M @ (€)) Q)

Figura 1.4. Modelo de encaje inducido: (1) Reconocimiento del sustrato. (2) El
receptor cambia ligeramente de forma cuando entra el sustrato en el centro
activo, haciendo mas preciso el proceso de ajuste. (3) Catalisis enzimatica y (4)
Liberacion de productos.
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Por tanto, el proceso de reconocimiento, ya sea entre una enzima y
un sustrato, o entre otras dos especies cuya asociacion no suponga una
reaccion enzimdtica, no se puede explicar Unicamente mediante un
acoplamiento estérico, sino que entran en juego las interacciones
intermoleculares de tipo no covalente, que son la base de multitud de
procesos especificos como el ensamblaje de complejos multiproteicos, la
transcripcion del codigo genético, la entrada de virus a las células, la

induccion de la sefial por neurotransmisores, etc.’

Tabla 1.1. Fuerza de diferentes interacciones o enlaces mas comunes.®

Tipo de interaccion o enlace Fuerza (kJ-mol™)
Enlace covalente 100-400
Coulomb 100-350
Enlace de hidrogeno 4-120
[6n-dipolo 50-200
Cation-nt 5-80
T-TC 0-50
Fuerzas de Van der Waals <5
Efectos hidrofobicos Dificil de asignar
Metal-ligando 0-400
Enlace de coordinacion 100-300

Debido a la importancia de estas interacciones se ha producido un
estudio exhaustivo de las mismas centrandose en las diferencias que
presentan tanto en su fuerza como en su naturaleza. En términos
energéticos, las interacciones no covalentes son generalmente varios

6rdenes de magnitud mas débiles que los enlaces covalentes; asi, estos
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enlaces no covalentes van desde los enlaces coordinativos con una fuerza
de varios cientos de kJ-mol™ a las interacciones débiles de van der Waals

que representan so6lo unos pocos kJ-mol™, tal como se puede ver en la tabla

1.1.

1.1.2. Catalisis.

Dentro de la quimica supramolecular, una de las funciones que
puede desarrollar la supermolécula es la capacidad de transformar
quimicamente un sustrato. Si las moléculas que actian como receptor
tienen grupos funcionales apropiados junto con puntos de union
especificos, seran capaces de formar un complejo con el sustrato,
reaccionar con €l y liberar especies quimicamente diferentes, recuperando
la molécula que actia como receptor para un futuro. Para llevar a cabo
estas transformaciones se pueden distinguir dos etapas principales. En la
primera de ellas se produce un proceso de unidon con el sustrato, y a
continuacion, en la segunda etapa, se lleva a cabo la transformacion del
mismo en los productos. En ambas etapas participan los principios
asociados al reconocimiento molecular, ya que el receptor debe tener las
caracteristicas topologicas y funcionales adecuadas para complejar al

sustrato y liberar a los productos.

El disefio de estos sistemas se puede llevar a cabo desde diferentes
aproximaciones (figura 1.5):” en la primera de ellas (A) el receptor consta
de un punto de union situado cerca del centro catalitico. En la segunda
aproximacion (B) el receptor induce la reaccion quimica sobre mas de un

sustrato complejado a ¢l de manera simultdnea, formando un complejo
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multimolecular, y por ultimo (C) existe la posibilidad de utilizar la quimica

supramolecular para construir el propio centro catalitico.

Centro calalltico
sustratn reaccion

A l :i ' i catalitica ;

Centro de union

union reaccion
| S— ! .
Auto reaccion
? organizacion ‘:3 union w catahllca ‘ i

Figura 1.5. Aplicacion de la quimica supramolecular a la catalisis.’

N v

1.1.3. Transporte.

El transporte de sustratos orgdnicos e inorganicos representa una de
las funciones caracteristicas de las especies supramoleculares junto con el
reconocimiento y la catalisis. El disefio y la sintesis de moléculas capaces
de reconocer selectivamente a un sustrato y llevarlo a través de una barrera
impermeable a dicho sustrato es un fenémeno fundamental en muchos

procesos bioldgicos.

Principalmente, existen dos estrategias basicas para que se produzca
el fenomeno del transporte. En la figura 1.6a se muestra un esquema del
transporte a través de membrana inducido por moléculas transportadoras,
mientras que en la figura 1.6b se produce gracias a la existencia de canales

transmembrana.
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a b
9 —@ *e—0—0—@
o=l e
—
v v o\— 0 —\@
Sustrato Transportador Complejo

Figura 1.6. Procesos de transporte: mediante moléculas transportadoras (6a),

canales (6b arriba) y canales con puerta (6b abajo).

En ambos casos, el fundamento es el mismo: el sustrato no puede
pasar a través de la membrana por si mismo, pero la asociacién o
supermolécula que forma con el receptor si que puede, entendiendo que el
receptor es la molécula transportadora en el primer caso y el canal en el
segundo. Si el proceso es mediante un iondforo el proceso global consiste
en un ciclo con cuatro etapas: 1) Se produce el reconocimiento entre el
sustrato y el transportador; i1) El complejo formado es difundido a través
de la membrana; iii) Se produce la disociacién del complejo; y iv) El

transportador se retrodifunde a su posicion original.

1.1.4. Disefo de Receptores Moleculares.

De manera general, se puede considerar que la quimica que rodea a
las moléculas receptoras artificiales es una quimica de coordinacion, que
no se limita a los metales de transicion, sino que por el contrario abarca

todo tipo de sustratos: especies catidnicas, anidnicas o neutras de
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naturaleza organica, inorgéanica o bioldgica. Para conseguir la mayor
selectividad hacia un sustrato determinado, el receptor debe ser capaz de
organizar todos sus puntos de union de manera complementaria a las
caracteristicas estructurales del sustrato. Por ello, a la hora de disenar un
receptor para un sustrato, existen dos puntos de partida, representados en
la figura 1.7, que se basan principalmente en el grado de adaptabilidad o

rigidez de la estructura del receptor.

Estructura fija Estructura flexible

Figura 1.7. Conceptos opuestos en el disefio de receptores: estructuras fijas

frente a flexibles.'°

En principio, para alcanzar un alto grado de reconocimiento, es
necesario que exista una complementariedad espacial y quimica entre el
receptor y el sustrato, es decir, el receptor debe conocer la forma, el tamafo
y la naturaleza quimica del sustrato para poder reconocerlo entre un
conjunto de moléculas. En general, se deben tener en cuenta varios factores

a la hora de diseiar el receptor:
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1) Complementariedad estérica (forma y tamafio) entre receptor y
sustrato. Esto implica la existencia de dominios concavos y convexos

complementarios entre ambas especies.

2) Complementariedad quimica; la estructura del receptor debe
contener lugares de interaccion complementarios con el sustrato, colocados

adecuadamente entre ambas especies de modo que permitan:
a) Enlaces de hidrégeno entre centros basicos y acidos.

b) Atraccion electrostatica entre centros anidnicos y cationicos,

entre dipolos, o entre dipolos y cargas.

c) Interacciones de apilamiento aromatico entre residuos
aromaticos del receptor y regiones deslocalizadas o aromaticas del

sustrato.

3) Atracciones de Van der Waals que derivan de la interaccion de una

nube electronica polarizada por nticleos adyacentes

En resumen, la complementariedad entre el receptor y el sustrato
depende fundamentalmente de la arquitectura tridimensional de las
moléculas, la cual debe permitir la organizacion de los puntos de union
para la interaccion. Por lo tanto, es conveniente que tanto el sustrato como
el receptor compartan una gran area de contacto entre ellos, para poder

desarrollar el mayor numero de interacciones no covalentes.

Con esta idea, se han disefiado numerosos receptores capaces de
encapsular al sustrato formando un gran nimero de uniones con ¢l al ser
capaz de “detectar” su tamafio molecular, su forma e incluso su estructura

electronica. En este grupo se incluye a las moléculas receptoras que
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contienen cavidades intramoleculares en las que el sustrato puede encajarse
formando un complejo de inclusiéon conocido como criptato.!' En esta
clase de receptores concavos, los puntos de unién se encuentran
distribuidos hacia el interior de la cavidad donde se situara el sustrato, de
ahi que también reciban el nombre de endoreceptores. Segun estas
directrices, las estructuras macropoliciclicas (fig. 1.7, izquierda.) cumplen
los requisitos de un buen receptor artificial: son estructuras relativamente
grandes que pueden contener cavidades y hendiduras de un tamafo y forma
apropiados, ademds pueden poseer numerosas ramificaciones, puentes y
conexiones que permiten la distribucion adecuada de grupos estructurales,
puntos de unién y funciones reactivas. Puede parecer que esta estrategia es
la mas eficaz, sin embargo es muy importante mantener cierto balance
entre rigidez y flexibilidad. Por un lado el disefio de receptores con una
estructura organizada proporciona un elevado grado de reconocimiento y/o
selectividad, ya que la preorganizacion reduce el gasto entropico
relacionado con la asociacién,'? y al mismo tiempo, el hecho de que el
receptor no tenga que sufrir ningin cambio conformacional, supone un
ahorro de energia. Sin embargo, no hay que olvidar que la necesidad de
situar los puntos de unidén siguiendo una determinada topologia y
orientacion supone un gran reto sintético en especial para sustratos de gran
tamafio. La convergencia de un punto de union en el receptor hacia el punto
complementario en el sustrato implica la construccion de estructuras
macropoliciclicas que son dificiles de sintetizar o incluso modificar, si el
primer disefio resulta no ser optimo. Mdas aln, esqueletos moleculares
rigidos sufren el riesgo de cinéticas de intercambio lentas, lo que no es del
todo deseable si se busca una aplicacion en procesos de intercambio,

regulacion, cooperatividad y alosterismo, ya que requieren cierto grado de
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flexibilidad en la estructura del receptor para que pueda adaptarse y

responder a los cambios que se producen en su entorno.

Por ello, una alternativa a las moléculas tipo criptato son los
receptores de cadena abierta, en los que la molécula tiene que reorganizarse
espacialmente para poder situar los puntos de union de la manera mas
conveniente segln las caracteristicas del sustrato (figura 1.7, derecha.). Si
comparamos dos receptores, cada uno siguiendo una de las dos
aproximaciones con el mismo tipo y numero de puntos de unidn, es
probable que el receptor aciclico muestre selectividades inferiores frente a
un grupo de sustratos, ya que parte de la energia intrinseca de interaccion

la invierte en organizarse tridimensionalmente alrededor del sustrato.

Sin embargo y a pesar de este requerimiento energético, los
receptores artificiales de cadena abierta mantienen alguna ventaja frente a
los de estructura macrociclica. Normalmente la sintesis y la posterior
modificacion es mas sencilla (acortamiento o extension de la cadena,
alteracion de la secuencia de los grupos de unioén, etc), y son capaces de
organizarse hasta adquirir una estructura 6ptima para el reconocimiento del
sustrato, tal y como lo hacen algunos sistemas biologicos, como proteinas,
acidos nucléicos, polisacaridos, etc. Todos ellos tienen una estructura
lineal y son capaces de organizarse hasta adquirir una estructura terciaria

por plegamiento de su esqueleto.

Se puede decir por tanto, que el proceso de reconocimiento implica
conseguir una complementariedad tanto geométrica como electronica entre
las partes implicadas."® Un alto grado de reconocimiento por parte de un
receptor, supondra tener grandes diferencias entre las energias libres de
enlace para un determinado sustrato frente al resto, con el fin de alcanzar

elevadas diferencias en afinidad por el sustrato.
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Por ultimo, se debe tener en cuenta el papel que juega el medio en
el proceso de reconocimiento ya que el disolvente puede interaccionar a su
vez con el sustrato y el receptor. En cualquier caso, el disolvente puede
afectar a la estabilidad del complejo hasta tal punto que la constante de
asociacion puede cambiar varios 6rdenes de magnitud dependiendo del
tipo de disolvente. Por ello, el cambio en el disolvente de trabajo se deber
tener en cuenta en el disefio del receptor, intentando que tenga dominios
hidrofobicos/hidrofilicos concordantes con el sustrato (solubilidades
concordantes). Sin embargo, si lo que se pretende es construir el receptor
mas sofisticado y especifico para sefializar la presencia de un sustrato, éste
debe ser capaz de comunicar al operador externo que la interaccion
receptor-sustrato ha tenido lugar y que el reconocimiento se ha producido.
Para hacer esto posible, es necesario afiadir a la estructura del receptor una
subunidad molecular que muestre una propiedad perceptible y bien
definida. En particular, dicha propiedad, o para ser mas precisos, la
cantidad que expresa la propiedad, debe cambiar drasticamente como
consecuencia de la interaccion receptor-sustrato, y este conjunto o sistema
final compone lo que se conoce como quimiosensor. Una de las técnicas
mas utilizadas en esta Tesis es la espectroscopia de fluorescencia en estado
estacionario, por lo que a continuacion se exponen, de forma breve, los

principios generales y la informacion que de ella se puede obtener."
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1.2. Luminiscencia.

Cuando la luz interacciona con la materia, lo puede hacer de manera
que se den diferentes procesos tales como la reflexion, la difusiéon o la
absorcion (figura 1.8). La luz absorbida por las moléculas puede ser
emitida a través de procesos luminiscentes o mediante procesos a través de
los cuales la molécula vuelve a su estado inicial sin que se produzca

emision de radiacion.”

REFLEXION

Interaccion
luz-materia

DISPERSION ABSORCION
A
.': ..":,
vy
*ElﬁSﬁc? (Rayleigh) o + Fotoluminiscencia: -fluorescencia.
“*Inelastica (Raman, Brillouin) -fosforescencia.
LUMINISCENCIA

Figura 1.8. Posicion del fenomeno de la fluorescencia dentro de la interaccion

luz-materia. !¢

De manera muy sencilla, la luminiscencia es el proceso por el que
se emite luz. La emision luminiscente ocurre como resultado de una
transicidn electronica radiativa, en la que un electron pasa de un nivel de
mayor energia a uno mas bajo y la diferencia en energia entre estos dos
niveles es emitida en forma de un foton. Pero para que este proceso pueda

tener lugar, previamente a la emision, el electron es excitado a un nivel de
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energia mayor por algin método de excitacion, por ejemplo, radiacion
electromagnética. Existen distintos fenomenos de luminiscencia, los cuales
reciben nombre dependiendo del tipo de excitacion por el que se absorbe
energia. Algunos ejemplos son la bioluminiscencia (excitando por medio
de reacciones bioquimicas), catodoluminiscencia (por rayos catddicos),
quimioluminiscencia (por reacciones quimicas), electroluminiscencia (por
un campo eléctrico), piezoluminiscencia (por presion), radioluminiscencia
(por radiacion ionizante), o la fotoluminiscencia (por medio de luz visible

o ultravioleta).'®

Dentro del espectro electromagnético (figura 1.9), la region
ultravioleta-visible (UV-Vis) es la que resulta de interés para este trabajo
de investigacion, que corresponde a longitudes de onda entre los 190 nm y
los 800 nm. Se conoce que la luz (o radiacidon electromagnética) que es
absorbida por las moléculas presenta tanto propiedades corpusculares
como ondulatorias ("dualidad onda-corpusculo"). El comportamiento de la
radiacion electromagnética depende de su longitud de onda, de su

frecuencia (inversamente proporcionales) y de su amplitud.

Longitud de onda (A) en metros.
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Figura 1.9. Dibujo de un espectro electromagnético.
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Bésicamente las ondas electromagnéticas estdin compuestas por un
campo eléctrico (E) y un campo magnético (B) perpendicular a éste, que
oscila en fase seglin la direccion de propagacion (k) (figura 1.10). La luz
se comporta como una onda en fendmenos tales como la refraccién que
tiene lugar en una lente, o en la cancelacion por interferencia destructiva

de ondas reflejadas.
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Figura 1.10. Ondas electromagnéticas representadas como campos eléctricos y

magnéticos oscilatorios (-q y +q representan las cargas eléctricas).

Pero ademads, la radiacion electromagnética tiene propiedades de
particula que se manifiestan como unidades o paquetes de energia,
llamados fotones. En fisica moderna, el foton (en griego ®dg, pwtog [luz],
y -6n) es la particula elemental responsable de las manifestaciones
cuanticas del fenomeno electromagnético. Se puede decir que un fotdn es
la particula portadora de todas las formas de radiacion que aparecen en el
espectro electromagnético (figura 1.9), incluyendo a los rayos gamma, los
rayos X, la luz ultravioleta, la luz visible, la luz infrarroja, las microondas,

y las ondas de radio.

Se puede calcular la energia de un foton, E, a partir de la ecuacion
de Planck-Einstein (ecuacion 1.1), donde h es la constante de Planck y v es
la frecuencia de su onda electromagnética asociada. Mediante el empleo
de este modelo se puede explicar los espectros de absorcion y emision de

luz tanto de atomos como de moléculas.
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N (ec. 1.1)

1.2.1. Tipos de transiciones electronicas en moléculas poliatomicas.

Para entender los efectos macroscopicos de la absorcidon de un foton
por una molécula, es necesario explicar primero los procesos que tienen
lugar a nivel microscopico. Las moléculas se pueden definir como sistemas
polielectronicos para los que la ecuacion de Schrodinger no puede ser
resuelta de forma exacta, por lo que las funciones de onda electronica (‘)
se pueden describir, de forma aproximada, mediante el producto de
funciones de onda monoelectrénicas (I1; @i-si), constituidas a su vez por el
producto de una parte orbital (¢i) y otra correspondiente al espin (s;). De
esta forma, todos los electrones de la molécula se colocan en los diferentes
orbitales moleculares disponibles, cumpliendo el principio de Exclusion de
Pauling y la regla de maxima multiplicidad de Hund para poder definir una
configuracion electronica concreta que se denomina estado fundamental.
Cuando un electron se promociona a un orbital desocupado de mayor
energia mediante la absorcion de un foton, se dice que ha tenido lugar una
transicion electronica y que la molécula se encuentra en un estado

excitado.!”

Existen diferentes tipos de orbitales moleculares segun el tipo de
orbitales atobmicos implicados. Asi, se pueden distinguir los orbitales sigma
(o), los orbitales pi (n) y los orbitales no enlazantes (n). En la figura 1.11
se muestra el diagrama de energia de los orbitales moleculares (izquierda)
y las posibles transiciones electronicas que pueden ocurrir entre ellos

(derecha) para el caso del formaldehido. Las energias de estas transiciones
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electronicas siguen generalmente el siguiente orden:

NoOT <T—>T <N—>6 <621 <60 .

\ ¥ o h n
r=q *1. 1 °
- ]I 1
l-l l \n * T
L LUMO |
n(p) HOMO 1
n T | !
1 ) |
¢ | | i)
Nivel o —»o* n-—>c* n—n* n —»mn*
fundamental

Figura 1.11. Niveles de energia de los orbitales moleculares del formaldehido y

las posibles transiciones electronicas.'®

En la espectroscopia de absorcion y de emision de fluorescencia, los
orbitales moleculares que siempre se encuentran implicados, y por lo tanto
los mas importantes para nosotros, son el orbital molecular ocupado de
mayor energia (Highest Occupied Molecular Orbital) HOMO vy el orbital
molecular vacio de menor energia (Lowest Unnoccupied Molecular
Orbital) LUMO. Cuando uno de los dos electrones presentes en un orbital
molecular de una molécula en el estado fundamental es transferido a un

orbital molecular de mayor energia, su spin no se ve modificado, por lo
, L . 1 :
que el numero cuantico total de spin (S =Zs; con si==+ 5 ) permanece igual

a cero. En estos casos la multiplicidad del estado fundamental y del estado
excitado (M = 2S + 1) es igual a la unidad por lo que ambos se llaman
estados singlete y se representan mediante S,. Sin embargo existen casos

en los que una molécula que se encuentra en un estado excitado singlete,
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puede evolucionar a un estado donde el electron cambia su spin. En estos
casos el nimero cuantico total de spin S es 1 (los dos electrones tienen spin
paralelo), por lo que la multiplicidad es igual a 3. Dado que ahora se tienen
3 estados con el mismo nivel de energia, se dice que tenemos un estado
triplete, representado por T,. En la figura 1.12 se muestra de manera
esquematica esta situacion para el caso general (izquierda), y para el caso
de la molécula de formaldehido (derecha). Segun la regla de maxima
multiplicidad de Hund, el estado triplete tiene un nivel de energia inferior

que el estado singlete con la misma configuracion.

A
s & ,\ A . S —
! H » T,
| \( —G S n-T*
f = n-n* T,
H n*
1 | 1 i
[ ! [
SD —
Nivel Estado Estado
fundamental excitado excitado Estados Estados
singlete triplete singlete triplete

Figura 1.12. Diferencias entre los estados singlete y triplete (izqda.) para un

caso general y para la moloécula de formaldehido (drcha.).!
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1.2.2. Caracteristicas de la emision de fluorescencia.

Una vez conocida la distribucion energética de los orbitales
moleculares, la primera etapa en cualquier proceso fotoquimico es la
absorcion de un foton de energia hv por una molécula que pasa de un estado
fundamental (A), a un estado energético superior inestable llamado estado
excitado (A*). Segun las reglas de seleccion, las transiciones desde estados
fundamentales a estados excitados que tienen la misma multiplicidad estan
permitidas y proporcionan bandas de absorcidn intensas, mientras que las
transiciones entre estados de diferente espin estan prohibidas. A la hora de
evaluar la mayoria de procesos fotoquimicos, los estados electronicos
involucrados son principalmente tres: el estado fundamental singlete y los
primeros estados excitados singlete y triplete, que se caracterizan por su

energia, tiempo de vida y estructura.'®

Cuando el electron se ha promocionado a un nivel energético
superior, la molécula se encuentra en un estado excitado A* inestable, por
lo que debe buscar un mecanismo para perder su exceso de energia y
restablecer el estado fundamental original. Este proceso puede ocurrir
mediante desprendimiento de energia en forma de calor (denominado
mecanismo de desactivacidon no radiativo), por emision de luz (mecanismo
de desactivacion radiativa o luminiscencia), mediante la desaparicion de la
molécula original para formar algiin producto dando lugar a una reaccion
fotoquimica, o mediante la interaccion con alguna otra especie presente en
la disolucion. En la figura 1.13 se recogen todos los posibles mecanismos

de desactivacion.
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Fosforescencia € Crucc intcrsistema =2 Fluorcscencia retardada

Emision de fluorescencia Conversién interna

Transferencia de carga intramolecular

hv

Cambio conformacional

Transferencia electronica

Transferencia de proton
Transformacién fotoquimica
Transferencia de energia
Formaciénde exciplejo

Formacion de excimero
Figura 1.13. Posibles mecanismos de desactivacion.

Para poder estudiar de manera sencilla todos estos procesos se
recurre al diagrama de Perrin-Jablonski (figura 1.14). ' Las flechas
verticales corresponden al proceso de absorcion desde el nivel de energia
vibracional mas bajo del estado fundamental (S¢) hasta uno de los niveles
vibracionales situados en los estados excitados (S; S, etc). Normalmente
el proceso de absorcion siempre se produce desde el nivel vibracional mas
bajo del estado fundamental (v =0 en Sp) ya que segtin la ley de Boltzmann
la mayoria de moléculas se encuentran en este nivel a temperatura
ambiente. Una vez el electrén se encuentra en un estado excitado, puede
volver a su estado fundamental a través de varios procesos en funcion de

la multiplicidad de espin del estado excitado.

Dentro de los mecanismos de desactivacion radiativa se denomina
fluorescencia al proceso en el que el estado excitado y el estado
fundamental tienen la misma multiplicidad de espin, mientras que se
conoce como fosforescencia al mismo proceso pero entre estados con

diferente multiplicidad. De la misma manera, cuando el mecanismo que
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tiene lugar es no radiativo, se puede distinguir entre conversion interna (IC,
por internal conversidén) o cruce intersistema (ISC, por intersystem
crossing) dependiendo de nuevo si la transicion ocurre entre estados con el

mismo o con diferente espin respectivamente.”’
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ABSORCION FLUORESCENCIA ~ FOSFORESCENCIA
Absorcion 10158
(VR) Relajacion vibracional 1012- 1010
Tiempo de vida del estado excitado S, 1019-107s —» FLUORESCENCIA
(ISC) Cruce intersistema 1010108 5
(IC) Conversion interna 101-107s
Tiempo de vida del estado excitado T, 106-1s -» FOSFORESCENCIA

Figura 1.14. Diagrama de Perrin-Jablonski junto con una representacaion de las
posiciones relativas de los espectros de absorcion, fluorescencia y fosforescencia

y un resumen de los tiempos de vida media de los procesos mostrados en ¢1.'¢

-4 -



Capitulo 1.

Otra caracteristica que acompaia a estos procesos de desactivacion
es su cinética. Aquellos procesos permitidos por la regla de seleccion de
espin (fluorescencia y conversion interna) se caracterizan por tener tiempos
de desactivacidon mas cortos que los procesos de desactivacion que
implican transiciones prohibidas (fosforescencia y cruce intersistema).
Ademas, existe la posibilidad que la molécula en el estado excitado
interaccione con otras moléculas dando lugar a procesos de transferencia
electronica, transferencia de protén, transferencia de energia o formacion
de excimeros o exciplejos. Todos estos procesos de relajacion no-
radiativos son los responsables de que la fluorescencia se origine siempre
desde el estado S;, que su perfil no varie con la longitud de onda de
excitacion y que el maximo de emisidon siempre se sitle a mayores
longitudes de onda (menor energia) que el maximo de absorcion. En una
situacion ideal los dos estados electronicos involucrados directamente en
la desactivacion se pueden considerar como osciladores armoénicos
idénticos sin desplazamiento en las coordenadas nucleares, es decir, que
las diferencias entre los niveles vibracionales en el estado fundamental (So)
y en el primer estado excitado (S;) son similares, de manera que
macroscopicamente se obtiene una imagen especular entre el espectro de
absorcion y el de emision respecto al valor de la energia de la transicion

vibracional vo-vo. (figura 1.15).
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Figura 1.15. Diagrama de energia potencial con posibles transiciones verticales
segun el principio de Franck-Condon (izquierda). Perfil de las bandas de

absorcion y emision (derecha).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que en realidad los niveles
vibracionales dentro de un estado electrénico concreto (S,) no se
encuentran equiespaciados y que su posicion responde al modelo de un
oscilador anarmonico (fig 1.16, izquierda) de manera que segin el
principio de Franck-Condon, la transicion electronica mas probable (la mas
intensa) es aquella que ocurre sin cambios en las posiciones de los nucleos
en la molécula y su entorno. Al estado final se le conoce como estado de
Franck-Condon y a la transicidon involucrada se le llama transicion
vertical.”' En la figura 1.16 se puede ver el perfil de absorcion para dos
situaciones diferentes, donde las intensidades de las transiciones dependen

de la posicion relativa y de la forma de las curvas de energia potencial.
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—

Energia —
Energia —

Separacion internuclear — Separacion internuclear —

Figura 1.16. Diagrama de energia potencial (parte superior). Perfil de las

bandas de absorcion (parte inferior).

Cuando se comparan los espectros de absorcion y emision de
fluorescencia de algunos sistemas reales, se puede ver una separacion de
los méximos de cada proceso, conocido como desplazamiento de Stokes
(AX nm), en los que una molécula fluorescente absorbe luz de una
determinada longitud de onda y emite luz de una longitud de onda maés alta
(figura 1.17).** La magnitud de este desplazamiento, centrado en la
transicion vibracional vo-vo, es una forma simple y directa de medir la
diferencia en geometria y propiedades entre el estado fundamental y
excitado, de forma que cuanto mas pequefio sea su valor, las diferencias en
forma, tamafio y solvatacion del estado excitado en comparacion con el
estado fundamental son también pequefias. Debido a esta propiedad de
simetria, el valor de la energia correspondiente a la transicion vo-vo (Eo.o)
que separa los estados electronicos fundamental y excitado puede

obtenerse bien del punto de interseccion de los espectros de absorcion y
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emision normalizados o mediante el valor medio de sus correspondientes

maximos.

A
e
3 | Absorcion Emisio
= \ /
2 \ 7
T 1 rj
M \ 7 So
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—
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I 11y I ]
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n s T
I : ] f
' I
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. vabs em
T -
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de Stokes

Figura 1.17. Representacion del desplazamiento de Stokes.

En la figura 1.18 se muestran tres ejemplos practicos de las
posibilidades descritas anteriormente. En la figura de la izquierda se
muestra el espectro de absorcidon y emision del perileno, un hidrocarburo
policiclico aromatico usado en biologia como sonda lipidica fluorescente.

Esta molécula tiene un espectro de absorcion que es la imagen especular
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del espectro de emision, coincidiendo perfectamente las transiciones vo-vo.
En la figura del medio se muestra el caso de la fluoresceina, sustancia
colorante organica hidrosoluble perteneciente al grupo de las xantinas, que
produce un color fluorescente verde intenso en soluciones alcalinas. En
este caso, las transiciones vo-vo no coinciden de manera que se puede
observar el correspondiente desplazamiento de Stokes. Y por ultimo, en la
figura de la derecha se muestra el ejemplo de la ficocianobilina, un
compuesto tetrapirrolico lineal presente como grupo prostético croméforo
en las proteinas ficocianobilinas, donde se ha perdido completamente la

simetria entre los espectros de absorcion y emision.

Perileno Fluoresceina Ficocianobilina
2 = 8
Emisidén Absorcién Absorccidon
o = o=
350 400 450 500 550 400 450 500 550 600 450 500 550 600 650
A (nm) A (nm) A (nm)

Figura 1.18. Espectros de absorcidén y emision que aparecen como imagenes
especulares (izquierda), con desplazamiento de Stokes (medio) y totalmente

diferentes (derecha).

Ademas del desplazamiento de Stokes, existen parametros cinéticos
muy utiles a la hora de caracterizar los procesos de desactivacion que
tienen lugar en estos sistemas, ya que al ser procesos unimoleculares se
describen mediante su propia velocidad (a excepcion del mecanismo
bimolecular), que sigue una cinética de primer orden caracterizada por una

constante de velocidad k, medida en s™ (ecuacion. 1.2).
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d[A*]
dt

= k[A¥] (ec. 1.2)

Normalmente la constante kK se expresa como su inversa, conocida
como tiempo de vida media z, que se define como el tiempo promedio que

un fluor6foro pasa en el estado excitado antes de volver al estado

fundamental (ecuacion 1.3), donde krS es la constante de velocidad del

proceso de desactivacion radiativa del estado S; al So con emision de

. S . .
fluorescencia, y knr es la correspondiente constante de velocidad para el

proceso no radiativo.

1 1
— =T

= ec. 1.3
Kk k) e

Otro parametro importante es el rendimiento cuantico @ que informa
de la eficacia de cada proceso fotoquimico. Se define como la fraccion de
moléculas excitadas que regresan al estado fundamental con la emision de
fotones o, en otras palabras, como la relacion entre el nimero de fotones
emitidos (durante todo el proceso de desactivacion) y el nimero de fotones
absorbidos (ecuacion 1.4).

S
@:krsr:ksi:_# (ec. 1.4)
r nr

A la hora de evaluar la cinética de los mecanismos de desactivacion
que puede sufrir una molécula A en el estado excitado se pueden
diferenciar dos situaciones. En la primera de ellas no existen reacciones

fotoquimicas ni desactivacion por procesos bimoleculares, por lo que se

puede definir un tiempo de vida media 7 (ecuacion 1.5) y un rendimiento
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cuantico independiente para cada una de las tres vias de desactivacion
posibles: fluorescencia (fl, ecuacion 1.6), conversion interna (ci, ecuacion
1.7) o cruce intersistema (cis, ecuacion 1.8).Cada rendimiento cuantico
vendra definido por el tiempo de vida media 7 y por una constante de
velocidad especifica, siendo Ka, K y Keis la constante de velocidad del

proceso de fluorescencia, conversion interna y cruce intersistema

respectivamente.
T : (ec. 1.5)
= ec. 1.
t kﬂ + kci + kcis
@, =K,z sy (ec. 1.6)
= = ec. 1.
! " kﬂ + kci + kcis
K.
D, =k,7, = = (ec. 1.7)
kﬂ + k<:1 + kcis
K.
¢Cis = kcisTt - = (eC. 18)
kﬂ + kci + kcis
Oy +P,. +D. =1 (ec. 1.9)

Puede ocurrir sin embargo que los anteriores mecanismos de
desactivacion intramolecular no sean demasiado rapidos, lo que se traduce
en que el tiempo de vida media del estado excitado es lo suficientemente
largo para que la molécula excitada A” tenga la oportunidad de encontrarse
con otra molécula Q, denominada desactivador (Quencher), de forma que
ocurra algun tipo de interaccidon entre ellas que produzca un proceso de
desactivacion bimolecular (Quenching). Los estados excitados que

satisfacen esta condicion son los estados singlete y triplete mas bajos (S1y
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T1). Ademas, los procesos bimoleculares mas importantes son procesos de

transferencia de energia o de electrones.””

Dentro de los procesos de desactivacion bimoleculares se pueden
diferenciar varios casos. Cuando la cinética depende de forma directa de la
concentracion de la sustancia desactivadora Q, se conoce como
desactivacion dinamica (ya que la desactivacion desde el estado excitado
al estado fundamental se produce por colision entre el estado excitado y la
especie Q). En este caso, la presencia de Q produce una disminucion del
tiempo de vida de dicha especie excitada 7y, una disminucién de la
intensidad de la emision I (ya que la especie Q anade otro posible
mecanismo de desactivacion que compite con la luminiscencia). Este
proceso esta controlado por la rapidez con que Q puede difundirse a través
de la disolucion y colisionar con A*, y normalmente, dado que la difusion

es un proceso muy rapido, la desactivacion dindmica es un proceso muy

eficiente.
T
?0=1+kQTO[Q] (ec. 1.10)

A partir de los resultados experimentales obtenidos de tiempos de
vida en ausencia y en presencia de la especie Q (7 y 7respectivamente) se
puede conocer si la desactivacion sigue una cinética exponencial de primer
orden (ecuacion 1.10). En este caso se puede obtener directamente el valor
de la constante de velocidad del proceso de desactivacion bimolecular Ko.
A su vez, a partir de la relacion entre el rendimiento cudntico en ausencia
y en presencia de la sustancia desactivadora (@y y @ respectivamente) se

obtiene la ecuacion 1.11 conocida como la relacion de Stern-Volmer,
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donde Iy e I son las intensidades de fluorescencia en ausencia y en presencia

de Q respectivamente.

%:ITOZHkQTO[Q]:H Ky, [Q] (ec. 1.11)
Key =Ko7y (ec. 1.12)

Segun este procedimiento se puede obtener la denominada constante
de Stern-Volmer (K,). Normalmente, se representa la relacion Io/I frente a
la concentracion de especie Q (grafica de Stern-Volmer), y si la variacion
es lineal, la pendiente de la recta nos proporciona la constante de Stern-
Volmer. De esta forma, la constante de velocidad del proceso de
desactivacion K puede calcularse si se conoce el tiempo de vida media del

estado excitado en ausencia de la molécula desactivadora (7).

Un caso diferente es el conocido como desactivacion estatica en el
que Q se asocia de alguna manera con la molécula A en disolucién
previamente a la absorcion de luz. Esta asociacion puede inducir cambios
en las propiedades de la molécula A de manera que no se produzca la
posterior desactivacion radiativa. Por lo tanto, la disminucién en la
intensidad de la emision se vera afectada por el grado de asociacion entre
Ay Qy el nimero de especies desactivadoras presentes. Al igual que en el
caso anterior, la disminucion en la emisiéon de fluorescencia puede
cuantificarse mediante la ecuacion de una linea recta (ecuacion 1.13),
similar en forma a la ecuacion de Stern-Volmer. Sin embargo, la
interpretacion es diferente ya que al representar Io/I, la pendiente cuantifica
la constante de asociacion (Ks) entre A y Q, por lo que se puede obtener
informacién de cémo interaccionan estas dos especies en el estado

fundamental.
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IIO:1+KS[Q] (ec. 1.13)

Dado que la grafica de intensidad de emision frente a concentracion
de especie desactivadora produce el mismo efecto en los dos casos, es
necesario encontrar una manera de diferenciarlos. Si se piensa
detenidamente en la naturaleza del proceso que se esté4 llevando a cabo, se
puede llegar a la conclusion que en un proceso dindmico todas las especies
fluoroforas (A) se ven afectadas por el proceso de desactivacion ya que es
probable que todas ellas colisionen durante su tiempo de vida en el estado
excitado (figura 1.19, izquierda), por lo que tanto la intensidad de la
emision como el tiempo de vida se reduciran al incrementar la
concentracion de especie desactivadora (Q). Sin embargo, en un proceso
de desactivacion estatico, solo las asociaciones A-Q provocan una
disminucién de la emision, mientras que las especies que no forman esta
asociacion mantienen su emision original. Un aumento de la concentracion
de Q afectard a la emision (ya que aumenta el numero de asociaciones),
pero no al tiempo de vida, ya que las especies A libres pueden seguir
emitiendo como si Q no estuviera presente (figura 1.19, derecha) (Hay que
tener en cuenta que estas dos situaciones son extremas y hay casos en los

que se puede dar una combinaciéon de ambos de manera simultanea).
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Figura 1.19. Representacion de la desactivacion dinamica frente a la estatica.

Por lo tanto, para poder distinguir estos dos procesos, es muy util

comparar coémo varia la emisioén de fluorescencia y el tiempo de vida con

la concentracion de especie desactivadora. En el caso de un proceso de

desactivacion dindmica ambas representaciones coincidiran, mientras que

en el caso de un proceso de desactivacion estatico, solo la representacion

de la

intensidad de emision relativa cambiara,

permaneciendo

practicamente constante la representacion del tiempo de vida (figura 1.20).
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Figura 1.20. Representacion grafica utilizada para distinguir un proceso de

desactivacion dinamico de uno estatico, o una combinacion de ambos.

En la figura 1.21 se muestra un caso practico que se ajusta a esta

clase de sistemas. En el lado izquierdo de la figura se muestra el espectro

-35-



Introduccién.

de emision de fluorescencia de una poliamina lineal que tiene un grupo
naftaleno en uno de sus extremos. Se observa una disminucién de la
intensidad de la emision del ligando al adicionar cantidades crecientes de
hexacianocobalto(IIl), el cual actia de especie desactivadora Q. En el lado
derecho de la figura 1.21 se muestra la relacion Io/l o w/7 frente a la
concentracion de Q. Se puede ver como la linea de color fucsia no se ajusta
de manera clara a una linea recta, lo que indica que se estd formando una
asociacion en el estado fundamental y por tanto, el mecanismo de

desactivacion es estatico.”

NI N x/_\w/_\\/_\u
’ H H H H S
S
B b O
— '5)'_'
@]
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=
Qwn
o,
5
o z T T =" o T T T T
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A (nm) [Co(CN)s[* (M)

Figura 1.21. Emision de fluorescencia del ligando mostrado en la figura a pH =
2 al afadir cantidades crecientes de hexacianocobalto(III) (izquierda).
Representacion de Stern-Volmer empleando la intensidad de emision de

fluorescencia (azul) o tiempos de vida (fresa), (derecha).
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1.3. Sensores opticos.
1.3.1. Sensores moleculares opticos.

Una de las aplicaciones mas importantes de los receptores abidticos
es su empleo para el desarrollo de sensores moleculares. La unién de un
receptor especifico con una subunidad capaz de senalizar la interaccion
receptor-sustrato mediante la emision de una sefial macroscopica define a
un sensor molecular. La eficiencia del sensor esta relacionada tanto con la
selectividad del proceso de reconocimiento como con la facilidad y

simplicidad de deteccion y medida de la sefial mostrada. *°

En funcion del tipo de senal emitida, los sensores quimicos
moleculares, también denominados quimiosensores, pueden clasificarse en
térmicos, de masas, electroquimicos, magnéticos y Opticos. La presente
tesis doctoral estd basada en el desarrollo de sensores Opticos por las

ventajas que proporciona su uso frente al resto:

* Permiten la deteccidn ocular en el caso de absorcion en el espectro

visible.
* Requieren una instrumentacion simple, asequible y econdmica.
* Emplean métodos de deteccion no destructivos.
« Utilizan poca cantidad de muestra.
* Medicion en tiempo real.

A la hora de revisar la bibliografia existente en el campo del
reconocimiento a través de cambios espectroscopicos, se han detectado

diferentes maneras de nombrar a los sensores moleculares Opticos: sondas
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Opticas, quimiosensores Opticos, etc, todos ellos en principio equivalentes.

Sin embargo, no hay que confundirlo con el término de sensor optico.

Un sensor Optico hace referencia al dispositivo mecanico sensible a
un cambio externo capaz de transmitir una sefial a un instrumento de
control o medida. Esta descripcion incluye a la unidad receptora, la unidad
sefializadora, el sistema Optico y el detector. Por otro lado, para evitar
confusiones, se suele llamar sensor molecular optico Unicamente a la
asociacion receptor-unidad sefializadora.'® Otra distincion importante se
debe tener en cuenta cuando aparece el término de sensor quimico (también
llamados quimiosensor) y biosensor. En los primeros, la respuesta al
analito es de origen abidtico, mientras que los segundos, surgen como

respuesta a una macromolécula bioldgica, por ejemplo una proteina.

Desde un punto de vista cldsico, el disefio de este tipo de
quimiosensores incluye dos partes fundamentales: un receptor responsable
del reconocimiento molecular del sustrato y una unidad sefializadora. Sin
embargo, en la actualidad existen principalmente 5 estrategias a la hora de
disefiar indicadores moleculares Opticos para el reconocimiento quimico
en disolucion (figura 1.22).2°:*7 A continuaciéon se comentan algunos
ejemplos en los que se puede ver la aplicacion de la quimica
supramolecular al desarrollo de sensores moleculares mediante el empleo
de técnicas espectroscopicas: emision de fluorescencia o absorcion

ultravioleta visible (UV-vis).
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1.3.1.3. Sondas extrinsecas
/ ESPACIADOS

1.3.1.1. Desactivacion pnr cuhslnn \\ /
‘\J £ f
~ (H.fQ
S Fluordforo
.r// \
/ 1.3.1.2. Sondas intrinsecas \
~/ / INTEGRADOS
P = [j ':\\f // CHEQ
.l -
7 -
S i /

om cxe

1.3.1.4. Ensayos competitivos o de
desplazamiento

/
nj#o._— l-a«‘\’;if*; C}-m-:-avo—-o.m.:¢

1.3.1.5. Dosimetro quimico

s
-

r//\\

Figura 1.22. Disefio de quimiosensores para iones y moléculas.?

1.3.1.1. Desactivacion por colision.

Muchos sensores moleculares fluorescentes disefiados para el
reconocimiento de haluros, se basan en la desactivacion de la fluorescencia
tras la colision con el sustrato. En particular, la determinacién de cloruro

, . . . . . . 28 .
en células vivas se realiza siguiendo este procedimiento.”® Otro ejemplo en
el que se emplea este principio para la deteccion selectiva de yoduro fue

desarrollado por A. Cormay H. Garciaetal.,”

en el que unidades de pireno
se unen de manera covalente a una zeolita. Como resultado final se obtiene

un quimiosensor heterogéneo para I, en presencia de otros haluros (figura

1.23).
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\/
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Figura 1.23. Disefio de un quimiosensor fluorogénico de I, a través de colision

con el sustrato.

1.3.1.2. Sondas intrinsecas.

La segunda estrategia para la sintesis de quimiosensores se basa en
la obtencion de una unidad sefializadora que actua al mismo tiempo como
unidad complejante. *° En este caso, los cambios espectroscopicos
obtenidos implican una interaccion reversible del analito o sustrato con el
receptor que forma parte del sistema n del fluoroforo/cromoforo. A la hora
de trabajar con un quimiosensor fluorescente, el reconocimiento puede dar
lugar a dos tipos de respuesta mayoritarias. Por un lado, el reconocimiento
del sustrato puede producir un aumento de la intensidad de emision
(CHEF) o por el contrario, la uniéon con el sustrato puede provocar una
disminucion de la intensidad de fluorescencia (CHEQ). Cuando el sustrato
que se quiere reconocer son protones, se usa el término “indicador
fluorescente de pH” y si el sustrato es un ion, se le puede denominar
“agente quelante fluorescente”. A continuacion se muestran algunos

ejemplos clasicos basados en esta estrategia.
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1.3.1.2.1. Sondas intrinsecas fluorescentes.

La determinacion de aluminio mediante espectroscopia de
fluorescencia se lleva realizando desde hace mas de un siglo.
Goppelsroeder fue el primero en detectar la emision de fluorescencia de
extractos alcoholicos de Cubawood (Morus tinctoria) en presencia de
alumbre en 1867 debido a la formacion de un quelato con el aluminio.31
En la figura 1.24 se muestra la estructura del acido cromotrépico empleado
por E. Bardez et al. para la deteccion cuantitativa de aluminio(III).32
Asimismo, a la derecha de la figura se muestra la grafica en la que se
representa la emision de fluorescencia del ligando (linea discontinua), y el
aumento de intensidad que experimenta la emision (linea continua) cuando

se forma el complejo 1:1 con aluminio.

I |
350 400 450 500 550
A (nm)

Figura 1.24. Sonda fluorogénica intrinseca para la deteccion de Al(III).

1.3.1.2.2. Sondas intrinsecas cromogénicas.

El sistema de la figura 1.25 es un ejemplo tipico de esta
aproximacién. En este caso la unidad coordinante consiste en una

agrupacion tiourea que tiene un caracter dador débil conectada con un
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grupo nitro de caracter electron aceptor a través de un sistema conjugado.
Este compuesto es inicialmente incoloro, pero cuando se coordina con
aniones basicos como por ejemplo acetato (a través de interacciones por
puentes de hidrogeno) se produce un desplazamiento hacia longitudes de
onda mayores, y el color de la disolucion cambia a amarillo. Este
desplazamiento en el espectro visible se basa el hecho de que la
coordinacion del acetato hace que el grupo tiourea sea mas electron dador,
ya que se produce un aumento en la transferencia de carga desde el acetato
a la tiourea, y por lo tanto, se aumenta el caracter electron aceptor del grupo

nitro.>
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Figura 1.25. Sonda cromogénica intrinseca para la deteccion de acetato.

1.3.1.3. Sondas extrinsecas.

Como tercera opcion a la hora de disefiar un quimiosensor se quiere
presentar la formacion de sondas opticas extrinsecas en las que el receptor
y el fluoréforo estan covalentemente unidos pero son electronicamente
independientes.’* En este sentido, se pueden sintetizar diferentes moléculas
receptoras que después se unen a un fluoréforo para formar el
quimiosensor fluorescente. Se pueden distinguir dos casos en la sintesis de
sondas extrinsecas ya que la union covalente entre la unidad sefializadora

y el receptor se puede llevar a cabo mediante la introduccion o no de un
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espaciador. En ambos casos ambas partes estdn espacialmente muy
préximas por lo que la interaccion del sustrato con el receptor induce un
cambio en el entorno quimico del fluoréforo, y por lo tanto, induce un

cambio en la respuesta fluorescente.*”

Este tipo de sistemas en los que la unidad sefializadora se encuentra
unida a una unidad receptora se empezaron a desarrollar a finales del siglo
XX. Un ejemplo pionero fue el sistema desarrollado por el grupo de da
Silva et al. en el que un aza éter corona se encuentra unido a una unidad
antraceno mediante un grupo metileno. Este ligando se emplea para la
deteccion de metales del bloque s.*® La adicion de sodio o potasio a la
disolucion provoca un aumento considerable de la emision de
fluorescencia de la unidad antraceno, mientras que la adicion de litio no
produce ningin cambio. Este comportamiento se debe a que en ausencia
del metal se produce una transferencia electronica (TE) del par de
electrones solitario del nitrégeno hacia el fluoroforo, inhibiendo la emision
de fluorescencia. Cuando se introduce un metal capaz de coordinarse al
nitrogeno, se consigue bloquear esa transferencia electronica y recuperar

la emision de fluorescencia del antraceno (figura 1.26 ).

Figura 1.26. Sonda fluorescente extrinseca para la deteccion de potasio.
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1.3.1.4. Ensayos competitivos o de desplazamiento.

La cuarta estrategia consiste en la sintesis de sistemas
quimiosensores basados en ensayos competitivos (figura 1.27). En este
caso el receptor y la unidad sefializadora no se encuentran unidos mediante
una unién covalente sino formando un complejo.’’ Cuando se afiade un
determinado sustrato a la asociacion receptor-unidad sefializadora, se
produce una reaccién de desplazamiento por la que el receptor pasa a
formar un complejo con el sustrato liberando a la unidad sefializadora. Si
las caracteristicas espectroscopicas de la unidad sefializadora cuando esté
formando el complejo con el receptor y cuando se encuentra libre son
distintas, se obtiene una respuesta que esté relacionada con la presencia del

sustrato en la disolucion.’® %

Figura 1.27. Esquema de un ensayo de desplazamiento.

En este tipo de ensayos, es conveniente que la constante de
estabilidad para la formacion del complejo entre el receptor y el sustrato
sea mayor que la correspondiente al complejo receptor-unidad
sefializadora, ya que si es menor, es necesario adicionar una mayor
cantidad de sustrato para conseguir la reaccion de desplazamiento, con lo
que la sensibilidad disminuye de manera notable. Ademas, se puede
conseguir cierta selectividad mediante una seleccion cuidadosa de la pareja

receptor-unidad sefalizadora haciendo que esta tenga una constante de
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formacion mas alta que la que pueda tener el receptor con posibles sustratos

interferentes.*

1.3.1.4.1. Ensayos de desplazamiento fluorescentes.

Un ejemplo de ensayo de desplazamiento en el que se emplea la
emision de fluorescencia como sefial indicadora es el desarrollado por
Boger et al.*' La figura 1.28 muestra de manera esquematica en qué

consiste este tipo de ensayos.

Figura 1.28. Ensayo competitivo entre la proteina LEF-1 y el bromuro de etidio

por la interaccion con ADN.

Se parte de una disolucion que contiene una fibra de ADN con
moléculas de bromuro de etidio intercaladas en su estructura. En estas
condiciones la emision de fluorescencia del intercalante es elevada, ya que
las bases nucleicas presentes en la doble hebra se encuentran
interaccionando con el bromuro de etidio mediante apilamiento de tipo m.

Cuando se afiade una secuencia de nucleotidos especifica como la HMG
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(representada normalmente como 5’-CTTTGWW, siendo W = A o T)
presente en la proteina LEF-1 (factor de aumento de enlace linfatico) se
produce una liberacion del fluordforo a la disolucion ya que la constante
de interaccion de la HMG con la doble hebra es mayor que la que existe
entre el ADN y el bromuro de etidio. La liberacion progresiva del
intercalante a la disolucién se corresponde con una disminucion progresiva

de la emision de fluorescencia.

1.3.1.4.2. Ensayos de desplazamiento cromogénicos.

Para mostrar una aplicacion de los ensayos de desplazamiento
colorimétricos al reconocimiento supramolecular, se ha escogido el trabajo
desarrollado por el grupo de E. V. Anslyn, en el que se emplean receptores

enantioselectivos para discriminar los enantiomeros de la hidrobenzoina

(figura 1.29).*
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Figura 1.29. Ensayo de desplazamiento colorimétrico para el reconocimiento de
enantidmeros.
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Se parte de un complejo formado entre el 4cido bordnico que actua
de receptor y el violeta de pirocatecol como unidad sefalizadora. Mientras
que al anadir el diastereisomero (S,S) de la hidrobenzoina se libera el
cromoéforo a la disolucidén con el consiguiente cambio de color, no se
produce el mismo efecto cuando se afiade el diastereisémero (R,R). Por lo
tanto se puede decir que el ligando empleado como receptor es

enantioméricamente selectivo.

1.3.1.5. Dosimetro quimico.

En esta categoria nos encontramos aquellos sistemas que no se
pueden denominar estrictamente sensores Opticos, ya que normalmente
utilizan reacciones quimicas irreversibles. Para llevar a cabo el proceso de
deteccidn no es necesario el desarrollo de receptores que interaccionen de
manera selectiva con un sustrato como en los casos anteriores, sino que
normalmente se hace uso de reacciones quimicas especificas, generalmente
irreversibles, inducidas por el sustrato y que conllevan un cambio en la

respuesta de la unidad sefializadora (figura 1.30).44

S, o

Figura 1.30. Esquema de un dosimetro quimico.
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1.3.1.5.1. Dosimetro fluorogénico.

Un ejemplo de dosimetro quimico que utiliza la espectroscopia de
fluorescencia se muestra en la figura 1.31. La reduccién del receptor en
agua tamponada a pH = 7.5 se produce en presencia de NADH que actua
como reductor. La reaccion redox produce la liberacion de la umbeliferona,
especie altamente fluorescente (banda de emision centrada a 450 nm).
Utilizando esta reaccion irreversible se puede detectar la presencia de

NADH mediante el aumento de la intensidad de emision fluorescente.®’

@:N‘j/\o o0 g ﬂ,/@ﬁi == @: I NAD*
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Figura 1.31. Dosimetro fluorogénico para la deteccion de NADH.

1.3.1.5.2. Dosimetro cromogénico.

Finalmente se presenta un ejemplo de dosimetro quimico asociado a
cambios colorimétricos. El receptor que se muestra en la figura 1.32
reacciona con el anidn sulfuro dando lugar a la apertura del ciclo. Una
adicion posterior de acido induce la ciclacion para dar el derivado anilina-
tiopirilio. Esta reaccion provoca un cambio de color desde el sistema
anilina-pirilio inicial de color magenta hasta el sistema anilina-tiopirilio de
color azul, lo que permite un reconocimiento visual del anidn sulfuro. Esta
reaccion es muy selectiva y sélo tiene lugar en presencia de sulfuros por lo
que otros aniones como fluoruro, cloruro, sulfato y fosfato no inducen

cambio alguno de color.*
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Figura 1.32. Dosimetro cromogénico empleado en la deteccion de sulfuro.

1.3.2. Sensores moleculares fluorogénicos.

Existen diferentes mecanismos que permiten utilizar la variacion de
la intensidad de la emision de fluorescencia como sefial indicadora. Una

posible clasificacion de estos mecanismos (mostrada a continuacion) se

basa en el proceso electrénico que tiene lugar.””*’

Por transferencia electronica fotoinducida (PET). *®

Por transferencia elecrénica (ET).

Por transferencia de carga (CT).
Por transferencia de carga fotoinducida (PCT).
Transferencia de carga interna (ICT).
Transferencia de carga metal-ligando (MLCT).
Transferencia interna de carga con torsion (TICT).

Por formacién/desaparicion de excimeros.
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Por transferencia de energia electronica (EET).
Transferencia de energia por resonancia (FRET).
Por transferencia del proton en el estado excitado (ESPT).

A continuacioén se describirdn algunos ejemplos de los procesos mas

comunes que tienen lugar en la quimica de los sensores fluorescentes.”’

1.3.2.1. Por transferencia electrénica fotoinducida (PET, photoinduced

electron transfer) y transferencia electronica (ET, electron transfer).

Este tipo de mecanismo ha sido ampliamente utilizado en el campo
de los sensores fluorescentes. La figura 1.33 muestra como un sustrato
puede controlar la transferencia de carga fotoinducida (PET, photoinduced
electron transfer) en un sensor en el que el receptor actia como dador
electronico (p.e. un grupo amino) y el fluoréforo actia como aceptor.
Cuando el fluordforo se excita, un electron del orbital ocupado de mas alta
energia (HOMO) se transfiere al orbital no ocupado de maés baja energia
(LUMO). En este momento, un electron presente en el HOMO del receptor
dador puede pasar a ocupar la vacante del HOMO del fluor6foro forzando
de esta manera la desactivacion no radiativa del fluoréforo y por tanto la

supresion de la emision de fluorescencia (figura 1.33, izquierda.).

En muchos sensores fluorescentes basados en procesos PET, el
receptor consta de aminas de cardcter alifidtico o aroméatico que act@ian
como desactivadores de la fluorescencia (ya que este mecanismo de
desactivacion se produce desde los grupos amino a hidrocarburos

aromaticos produciendo la desactivacion en la emision de fluorescencia de
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este ultimo.). El estudio que se lleva a cabo con estos sistemas es la
influencia de “agentes externos” sobre esa desactivacion de la
fluorescencia. Por ejemplo, cuando el pH < pKa + 1, el proton fomentara
la fluorescencia, ya que cuando la amina se encuentra en su forma
protonada, el par de electrones del nitrogeno se encuentra interaccionando
con el protén, y ya no le es posible impedir la desactivacion del electron
que se encuentra en el LUMO del fluoréforo (figura 1.33, derecha.). Lo
mismo sucede en los casos en los que el sustrato que se quiere reconocer
es un metal con la capa de electrones “d” completa (no participa en
procesos redox como tampoco lo hacen los metales alcalinos), los
electrones de los nitrégenos de la poliamina se bloquean por medio de su
participacion en el enlace con el cation. La desactivacion del fluoroforo se

produce entonces mediante emision de fluorescencia.

SENSOR “OFF” SENSOR “ON~”

LUMO | LUMO

T

[\—H—' HOMO

HOMO —J— HOMO —;—

—H— HOMO

Fluordforo Receptor Fluoréforo Receptor
excitado libre excitado unido
\ / =
— e

v, \)L BV Wi / \ \twm,,,.

Figura 1.33. Reconocimiento cationico mediante quimiosensores de tipo PET.

Aunque muchos sistemas fluorescentes basados en este mecanismo

siguen el esquema desarrollado anteriormente, existe una alternativa
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cuando el sustrato es un metal de transicion que presenta actividad redox.
En este caso se puede dar otro mecanismo de desactivacion de la
fluorescencia conocido como transferencia electronica (ET) que sucede

desde el fluoroforo hacia el metal coordinado o viceversa.

4 -+
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Figura 1.34. Efecto de la presencia de cationes con tendencia reductora (A) y

oxidante (B) sobre la emision de fluorescencia.

En el caso de cationes con cierta tendencia reductora (figura
1.34, A), el metal proporciona un electron al HOMO del fluor6foro
inhibiendo la desactivacion de su propio electron. El electron que se
encuentra en el LUMO semiocupado del fluor6foro puede pasar hasta el
orbital semiocupado del metal por retrodonacion (back-ET, proceso no
radiativo), de manera que se regeneran los estados fundamentales de cada
uno. De forma parecida sucede con cationes con tendencia oxidante (figura
1.34, B). El electron excitado pasa al orbital vacio del metal y por

retrodonacion vuelve al HOMO del fluoroforo.

Como ejemplo practico de esta clase de mecanismos en la figura
1.35 se muestra un sensor molecular fluorescente basado en una cadena
poliaminica unida a un antraceno mediante un grupo metileno.* Este tipo

de sistemas presenta una gran versatilidad en cuanto a su aplicacion, siendo
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una de ellas su uso como miméticos de puertas ldgicas electronicas, ya que
dependiendo del metal (“input”) se obtienen diferentes respuestas como se
puede ver en la grafica, donde se ha representado la intensidad de la
emision de fluorescencia en funcion del pH y del metal. Mientras que el
Zn(I1) y el Cd(II) tienen un efecto CHEF sobre la emision de fluorescencia
del ligando, cationes como el Cu(II) y el Ni(II) provocan una desactivacion

de la misma.
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Figura 1.35. Variacion de la emision de fluorescencia de un ligando poliaminico

en funcion del pH y del cation metalico adicionado.

1.3.2.2. Por transferencia de carga fotoinducida (PCT).

Cuando un fluoréforo contiene un grupo electrén dador conjugado
con un grupo electron aceptor, se puede producir una transferencia interna
de carga (ICT, por Internal charge transfer) desde el grupo dador al
aceptor tras la excitacion. Este tipo de sistemas exhiben normalmente un
desplazamiento de Stokes alto, son excitados en la zona del espectro visible
y su maximo de emision se ve desplazado cuando se encuentra coordinado
a un centro metalico. Ademas, cuando el dador o el aceptor interacciona

con otras especies, se producen cambios en las propiedades fotofisicas del
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fluoréforo debido a que la unidn entre el receptor y el metal afecta a la
eficacia de la transferencia de carga intramolecular. Dado que tanto el
grupo receptor como el fluoréforo pueden ser dadores o aceptores, se va a

describir brevemente las dos posibilidades.

Cuando un grupo electrén dador interacciona con un cation, ve
reducido su caracter dador y macroscopicamente se puede observar un
desplazamiento hacia el azul en el espectro de absorcion junto con una
disminucion del coeficiente de extincidn. Contrariamente a esta situacion,
cuando un cation se coordina a un grupo electron aceptor, se produce un
aumento en el caracter electrén aceptor del receptor, lo que conlleva un
desplazamiento hacia el rojo del espectro de absorcion junto con un

aumento del coeficiente de extincion.

Estos cambios también se pueden explicar en términos de
interaccion carga-dipolo. Consideremos por ejemplo el caso en el que el
momento dipolar en el estado excitado es mayor que en el estado
fundamental. Cuando el cation interacciona con un grupo electron dador el
estado excitado se encuentra mas estabilizado que el estado fundamental
lo que se traduce en un desplazamiento del espectro de absorcién y emision
hacia el azul (figura 1.36, arriba). Por el contrario, cuando el cation
interacciona con un grupo electrén aceptor, el estado excitado se estabiliza
en mayor medida que el estado fundamental, por lo que el desplazamiento
del espectro de absorcion y emision se produce hacia el rojo (figura 1.36,

abajo).
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Figura 1.36. Desplazamientos espectrales debidos a la interaccion de un grupo

electron dador (arriba) o electron aceptor (abajo) con un cation.

Los efectos que la interaccion con el sustrato tiene en los espectros
de emision de fluorescencia, deben ser en principio los mismos que en los
espectros de absorcion. Ademas, junto con el desplazamiento del maximo
de emision es usual ver cambios tanto en los rendimientos cuanticos como
en los tiempos de vida. Todos estos efectos fotofisicos no son constantes
sino que dependen de la carga y del tamafio del cation, de la naturaleza del
sustrato y por tanto de la fuerza de la interaccion, o en otras palabras del

grado de selectividad del reconocimiento.

Como ejemplo de sensor molecular para cationes alcalinos se ha
escogido el criptando con unidades indol que se muestra en la figura 1.37.
Este tipo de quimiosensor ha sido disefiado de manera especifica para el
reconocimiento intracelular de iones sodio. En este sistema las unidades de
indol actian como fluordéforo y el criptando es el responsable de la

coordinacion del cation sodio. Cuando se produce el reconocimiento, la
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banda de emision situada inicialmente a 460 nm se desplaza hacia 395 nm,
a la vez que la intensidad en la emision de fluorescencia se incrementa en
un factor de 25. Este ligando presenta un elevado desplazamiento de Stokes
que puede explicarse a través de una transferencia de carga fotoinducida
que sucede simultaneamente junto con una rotacion interna en el estado
excitado, lo que finalmente conduce a una transferencia interna de carga
con torsion (TICT, twisted internal charge transfer).”® Tras la coordinacén
del i6n metalico se produce un desplazamiento del maximo de emision que
se debe a la reduccidon del caracter electron dador del receptor y, en
particular de los grupos amino que forman parte de la estructura del

criptando.”!

Figura 1.37. Quimiosensor en el que la unidad receptora tiene caracter electron

dadora.

Al contrario que en el ejemplo anterior, existen s6lo unos pocos
casos en los que el cation interacciona con la parte electron aceptora del

quimiosensor. El ejemplo que se muestra en la figura 1.38 es uno de ellos,
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y se basa en el empleo de un éter corona unido a una cumarina. A pesar de
que existe una unidad espaciadora entre el fluordéforo y el éter corona, este
disefio es de especial interés ya que el cation interacciona directamente con
el grupo electron aceptor (p.e. el grupo carbonilo).”* Como consecuencia,
los complejos formados son mas estables en comparacion con éteres
corona que no presentan estos dtomos coordinantes externos. Desde el
punto de vista de las propiedades fotofisicas de este sistema, cabe recordar
que el momento dipolar de las aminocumarinas en el estado excitado es
mayor que en el estado fundamental, y que se produce una transferencia de
carga fotoinducida desde el atomo de nitrogeno del anillo del éter corona
hacia el grupo carbonilo. Cuando el ligando coordina un cation, el estado
excitado se ve mas estabilizado que el estado fundamental, por lo que
macroscOpicamente se observa un desplazamiento de los espectros de

absorcidn y emision hacia el rojo.

Figura 1.38. Quimiosensor en el que la unidad receptora tiene caracter

electron aceptora.
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1.3.2.3. Por formacion/desaparicion de excimeros.

Muchos fluoroforos como el antraceno o el pireno son capaces de
formar excimeros que de nuevo pueden ser dinamicos o estaticos.> El
primer caso es el mas comun y aparece cuando un fluor6foro en el estado
excitado se coloca espacialmente muy cerca de otro no excitado. En el
segundo caso, la asociacion entre dos fluoréforos se produce en el estado
fundamental y a continuacion ocurre la excitacion de uno de ellos. Cuando
la interaccidon se produce entre un fluoroforo en estado excitado y otra
unidad aromatica diferente en el estado fundamental se habla de formacion
de exciplejos. Esta clase de interacciones se observan en el espectro de
emision ya que ademads de la banda correspondiente al mondmero, aparece
una nueva banda a longitudes de onda mayores (hacia el rojo), ancha y

carente de estructura (Figura 1.39).

Qvl) +Qv|"= :»:@E )]*
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Banda del Banda del
monémero excimero

Figura 1.39. Espectro de emision de fluorescencia que muestra las bandas

correspondientes al mondmero y al excimero.
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Se ha comprobado, por el gran numero de ejemplos que existen en
la literatura, que la formacion de excimeros es muy util para el disefio de
sensores fluorescentes. Si la distancia entre las unidades fluordforas
presentes en el quimiosensor se ve afectada por la coordinacion del
sustrato, el reconocimiento del mismo puede monitorizarse siguiendo la
relacion de intensidades de las sefiales de emision del mondémero y del

excimero (figura 1.40).

Figura 1.40. Formacion de un excimero tras la interaccion con un sustrato.

Sin embargo, el reconocimiento de un sustrato no es el unico factor
que puede alterar el comportamiento fotofisico del excimero. El sensor
molecular fluorescente que se muestra en la figura 1.41 consta de una
cadena poliaminica tripodal con tres unidades naftaleno en los extremos de
las cadenas. En funcion de la temperatura es capaz de formar un intenso
excimero intramolecular por lo que puede actuar como un termémetro

molecular. >*
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Figura 1.41. Esquema del ligando poliaminico (izquierda) y grafica que muestra

el aumento de la formacion de excimero con la temperatura (derecha).

Una de las caracteristicas mas interesantes de este sistema es la
posibilidad de regular la aparicidon del excimero variando la temperatura
tal y como se muestra en la grafica. Ademas, la emision de fluorescencia
se puede modular con la constante dieléctrica del medio y con el grado de
protonacién de los grupos amino presentes en las cadenas. Esto supone la
posibilidad de usar tanto el pH como el disolvente para regular la respuesta
de este sistema. Existen otros ejemplos en los que se ha modificado el
medio en el que se encuentra la molécula orgdnica para modificar la
respuesta fluorescente del excimero, ya que su formacion se puede
modificar de forma dréstica si los estudios se hacen en disolucion acuosa

o en geles.”

A lo largo de las tltimas paginas se ha mostrado un ejemplo practico
para cada tipo de proceso fotoquimico que puede darse durante el
reconocimiento de un sustrato. Sin embargo, es necesario resaltar que estos
procesos no son independientes y pueden combinarse entre si. En el
siguiente ejemplo desarrollado por Sakurai et al. se produce transferencia

de carga fotoinducida junto con la formacion de excimero (figura 1.42). El
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quimiosensor se basa en la modificacion de un azaéter corona con dos
grupos pireno. La coordinacion de un metal produce un aumento en la
emision debido a la reduccion del proceso PET desde el &tomo de nitrogeno
a los grupos pireno y ademads, produce cambios en la relacion de
intensidades entre el monomero y el excimero. Se ha comprobado que la
relacion mondmero/excimero depende en gran medida de la naturaleza del
16n metalico. Entre los iones metalicos investigados, se obtuvieron las
constantes de estabilidad mas altas para los complejos con Ky Ba*", de
acuerdo con el tamafio de estos cationes respecto al diametro del éter. °°

oq e

o (0
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Figura 1.42. Estructura del quimiosensor que “sufre” PET junto con la

formacidn de excimeros al coordinarse con cationes.

Aunque hasta el momento se han conseguido grandes e importantes
avances en el campo del reconocimiento, el uso en los ultimos afios de
arquitecturas mas complejas u organizadas esta permitiendo superar
muchas de las limitaciones que aparecian al trabajar con los ligandos en
disolucion, como la baja fotoestabilidad de los fluoréforos, el bajo
rendimiento cuantico de los mismos, la reducida solubilidad en agua y por
tanto, la imposibilidad de trabajar en condiciones fisiologicas para realizar

estudios in vitro e in vivo.
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Debido a la necesidad de crear estructuras organizadas en las que los
receptores se dispongan de manera ordenada y, que al mismo tiempo sirvan
de vehiculo o de plataforma para las moléculas activas en aplicaciones
biomédicas, se ha producido un gran desarrollo en el area de los materiales.
Estos nuevos sistemas se basan por ejemplo, en la introduccién o el empleo
de polimeros conjugados (CP), quantum Dots (QDs) y nanoparticulas de

silice y oro dopadas con especies luminiscentes entre otros.”’

1.4. Sensores opticos basados en materiales nanoestructurados.

El desarrollo de nuevos materiales hibridos orgdnico-inorgéanicos es
uno de los campos mas atractivos y emergentes dentro de la ciencia de
materiales en los ultimos afios. No so6lo es posible controlar el tamafio, la
forma o el area superficial de los materiales nanoestructurados, sino que
también se puede tener un control de la quimica interfacial, controlando las
propiedades quimicas y fisicas superficiales del material. Gracias a una
adecuada combinacién entre los diferentes componentes que constituyen
el entramado hibrido, se pueden conjugar las propiedades de cada uno de
ellos de manera individual, e incluso en algunos casos, el material puede
conferir propiedades adicionales o incluso amplificar la respuesta del

sistema molecular.

Como se ha comentado en el apartado anterior, la fotoquimica ha
atraido el interés de investigadores de diferentes campos tanto en el aspecto
tedrico como en la aplicacion practica. Por tanto, no es nada sorprendente
el enorme desarrollo que estd sufriendo este campo a lo largo de los ultimos
anos. En particular, el interés se estd desplazando desde el estudio de

sistemas puramente moleculares hacia arquitecturas supramoleculares y,
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mas recientemente, hacia nanoestructuras donde las interacciones
intermoleculares pueden conducir a dispositivos fotoquimicos funcionales

de tamafio nanométrico.>®

La nanotecnologia es una ciencia emergente que explota las
propiedades y caracteristicas unicas de diferentes materiales a escala
nanométrica. En este contexto, las nanoparticulas representan uno de los
principales puntos de interés ya que estos sistemas tienen aplicaciones en
diferentes campos como la electronica, la optoelectronica, la biomedicina,
la catalisis y la ciencia de materiales.”® En relacion con la biomedicina, uno
de los objetivos principales en el campo de las nanoparticulas fotoactivas
es el desarrollo de nanosistemas que puedan actuar como agentes de
contraste biologico, participar en el diagndstico médico y/o en el posterior

tratamiento terapéutico (figura 1.43).

Figura 1.43. Vision general de las posibles aplicaciones de las nanoparticulas.

Imagen tomada de ref. 59a.
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1.4.1. Nanoparticulas utilizadas en bioimagen y deteccion.

Hoy en dia existen especies luminiscentes de naturaleza muy
diversa. Entre las mas usadas para aplicaciones biomédicas o dirigidas al
campo de la deteccion se encuentran las orgdnicas, organometalicas,
poliméricas o proteicas.®® Sin embargo, hay que destacar que en esta clase
de aplicaciones los fluoroforos estdn expuestos a una gran variedad de
ambientes agresivos y a menudo sufren desde fotodescomposicion hasta
una desactivacion de la emision de fluorescencia debido a la interaccion
con moléculas de disolvente y especies reactivas como el oxigeno o iones
disueltos en la disolucion. Debido a esto, el uso de fluoroéforos para ensayos
celulares in vivo tiene un gran nimero de limitaciones, por lo que es
necesario buscar alternativas de cara a mejorar tanto su estabilidad como

su sensibilidad.

Una posible estrategia para evitar estos inconvenientes es el uso de
nanoparticulas, ya que ofrecen un entorno protector donde las especies
- 61
activas no se ven afectadas por agentes externos,” de manera que son
menos sensibles al medio que los rodea en comparacién a los fluordéforos

orgéanicos aislados.®

Las nanoparticulas se pueden sintetizar variando su forma y tamafo
de manera que tengan diferentes relaciones superficie-volumen, y una vez
modificadas con las moléculas de interés, se puede optimizar la relacion
sefial/ruido de manera que sea comparable a la obtenida con las moléculas
organicas libres. Se pueden funcionalizar de manera que la deteccion de
sustratos se realice tanto por técnicas de espectroscopia de fluorescencia

como UV-visible.
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Una de las aplicaciones mas desarrolladas en los ultimos afios se basa en
el empleo de nanoparticulas para diagnosis y tratamientos de
enfermedades, ya que se pueden modificar con farmacos y biomoléculas
de interés farmacolégico como anticuerpos, proteinas, etc. * Estas
nanoparticulas funcionalizadas con el farmaco incluso se pueden dirigir de
forma selectiva al lugar de accion mediante la incorporacion a la propia
nanoparticula de anticuerpos, con lo que ademés de hacer mas eficaz la
llegada del farmaco, se le protege de posibles degradaciones en el
organismo.®* La figura 1.44 esquematiza la versatilidad de estos sistemas
resumiendo un conjunto de propiedades deseables en una nanoparticula

multifuncional.®’

el
N - \\\ Fluoréforos
) Farmacos

Receptores

Anticuerpos

Figura 1.44. Disefo de una nanoparticula multifuncional que consta de unidades

receptoras, unidades sefializadoras, farmacos y anticuerpos.

El uso de nanoparticulas en la sintesis de quimiosensores
luminiscentes hibridos tiene que cumplir ciertos requisitos basicos. El
material debe ser quimicamente estable, compatible con el medio en el que
se va a usar, y debe presentar propiedades fotofisicas que no dependan del

entorno o de un analito especifico. Si se buscan fines comerciales, la
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sintesis debe ser sencilla y los materiales de partida deben tener un bajo
coste y por ultimo, en el caso de aplicaciones médicas es muy importante

que sean biocompatibles.®

En la figura 1.45 se recogen varios ejemplos de sistemas s6lidos que
pueden emplearse en el disefio de sistemas hibridos fluorescentes:
nanoparticulas, superficies, nanotubos, etc. Cada uno de ellos tiene sus
ventajas ¢ inconvenientes segun la finalidad que se busque, por lo que a
continuacion se presenta una breve descripcion de ellos haciendo mas

hincapié en los que seran utilizados en la presente memoria de tesis.

g
e
NANOPARTICULAS NANOTUBOS
QUANTUM DOTS DE ORO DE CARBONO
HO OH
}{ }‘ }z o OH
> OH
HO
OH
HO G
MONOCAPAS NANOPARTICULAS
AUTOENSAMBLADAS OXIDICAS

Figura 1.45. Tipos de soportes.

1.4.1.1. Quantum dots.

Los sistemas llamados quantum dots (QDs) se desarrollaron a
principios de 1970. Estos clusters atomicos se definen como

heteroestructuras luminiscentes de escala nanométrica (1.5-12 nm), que
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contienen desde unos cientos a unos miles de atomos de un material
semiconductor como el CdSe, CdS, InP o InAs. Estas nanoparticulas se
pueden recubrir de una capa adicional de sulfuro de zinc para mejorar sus
propiedades Opticas como el brillo o la fotoestabilidad. Se ha comprobado
que en los materiales con arquitectura nucleo-envoltura (core-shell) los
procesos de fotodescomposicion de la unidad emisiva se evitan en gran

medida.

Las propiedades Opticas de los QDs son muy caracteristicas: emiten
en un intervalo de emision estrecho, tienen un coeficiente de extincion
molar (¢) y un rendimiento cuantico (®) alto, presentan tiempos de vida
elevados y, en comparacion con las moléculas orgéanicas fluorescentes
tipicas, tienen una estabilidad alta.®’ Ademas, la energia de los estados
excitados depende no sélo del material que los compone, sino también del

tamafio de particula como se puede ver en la figura 1.46.

normalizada

Intensidad de fluorescencia

‘400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

e .

21, 25, 29, 417,

Figura 1.46. Emision de fluorescencia de quantum dots de CdSe (A), e

ilustracion de la dependencia del tamafio con la emision (B).
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A pesar de las propiedades Opticas descritas anteriormente, los QDs
presentan una gran desventaja frente a otros sistemas, y €s que no se
dispersan bien en agua, lo que imposibilita su aplicacion en medios
totalmente acuosos. Se estd trabajando en la modificacion de la capa
superficial para hacerlos solubles en agua, facilitando asi su conjugacion
con biomoléculas y permitiendo su aplicacion en técnicas de bioimagen.®®
Aunque es cierto que existen diferentes métodos para hacer biocompatibles
a estos sistemas e incluso para introducir cierta especificidad en los grupos
de union® (muchos trabajos han sido publicados exponiendo el uso de QDs
como herramienta para el diagndstico in vitro e in vivo), existen algunos
inconvenientes a la hora de expandir o comercializar su uso, siendo quiza
el mas importante, su citotoxicidad. Uno de los elementos més abundantes
en estos nanocristales es el cadmio, del que se conoce perfectamente su
toxicidad, por lo que es critico conocer si puede liberarse de los QDs con
el paso del tiempo, al irradiarlas o al sufrir procesos de oxidacidon. De
hecho, existe cierta controversia sobre la citotoxicidad de estos sistemas ya
que mientras es posible encontrar trabajos donde no se ha observado,”
existen ejemplos (mas numerosos) que demuestran la toxicidad de estos
sistemas.’' En los tltimos afios, se ha trabajado extensamente en superar
estas limitaciones’ y varios ejemplos de QDs biocompatibles basados en

procesos FRET han aparecido en la bibliografia.”

1.4.1.2. Nanoparticulas de oro.

Alrededor de 1920 surgieron varios métodos para la preparacion de
las primeras nanoparticulas de oro (AuNPs) coloidales’ y de entre todos

ellos, cabe destacar el método desarrollado por Brust y Schiffrin’ en 1994,
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ya que supuso la sintesis por primera vez de nanoparticulas de oro de

tamafo controlado y homogéneo estables al aire y a la temperatura.

Las nanoparticulas de oro muestran una banda de absorcion intensa
en la zona visible del espectro electromagnético que se conoce como banda
de plasmoén de superficie (SPB), responsable de que las disoluciones que
contienen nanoparticulas de oro tengan un color rojo intenso. La SPB es
debida a la oscilacion colectiva de los electrones moviles en la superficie
de las nanoparticulas, que se produce por el campo electromagnético de la
luz incidente, y que ha sido descrita por la teoria de Mie’ y estudiada por
muchos autores. El maximo de la SPB y la anchura de la banda se ven
influenciadas por una serie de factores como son el tamafio y la forma de
la particula, el disolvente, la temperatura, la morfologia de los agregados,
la funcionalizacidn de la superficie, las propiedades dieléctricas, y el indice

de refraccion del medio.”’

Estos desplazamientos de la SPB pueden aplicarse de manera muy
interesante al campo de los sensores Opticos de iones, moléculas o
macromoléculas.”® Asi por ejemplo, se han utilizado nanoparticulas de oro
modificadas superficialmente con éteres corona en la deteccion
colorimétrica de potasio. La coordinacidon de los cationes potasio por los
éteres corona pertenecientes a diferentes nanoparticulas provoca una
agregacion de las mismas, dando lugar a un cambio de coloracion desde el
rojo al azul.”” En la figura 1.47 se esquematiza el proceso de coordinacion
y los cambios Opticos que lleva asociado la deteccion cationica. La elevada
sensibilidad de este sensor colorimétrico hacia K' en agua es
probablemente debida por un lado, a la cooperatividad de los éteres corona
situados en la superficie de las nanoparticulas, y por otro a las atracciones

interparticula por fuerzas de van der Waals (que son especialmente fuertes
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entre las nanoparticulas de oro por la elevada polarizabilidad de los nucleos

metalicos).
>~ B > -
Nanoparticulasindividuales Agregacion de nanoparticulas

(rojo) (azul)

Figura 1.47. Agregacion de nanoparticulas de oro individuales (izquierda)
debida a la coordinacion de potasio induce un desplazamiento de la SPB hacia el

rojo (derecha).

Las disoluciones coloidales de nanoparticulas de oro muestran
algunas ventajas frente a los QDs ya que no sufren procesos de
fotodescomposicion, no son intrinsecamente toxicas (de hecho el oro es
uno de los pocos metales que no es rechazado por el cuerpo humano, si
bien la acumulacion de oro si produce toxicidad con el tiempo), son
razonablemente estables y pueden almacenarse siempre que sea en un
ambiente seco. Sin embargo, en cuanto a propiedades luminiscentes se
pueden encontrar algunas desventajas, ya que en principio las
nanoparticulas de oro pueden inhibir la emision de fluorescencia de los
fluordforos situados en la superficie de la nanoparticula.’® Ademads, se ha
demostrado que las velocidades de los procesos radiativos y no radiativos
dependen de manera critica del tamafio, la forma de las nanoparticulas, la
distancia entre los fluor6foros presentes en la superficie, la orientacion del
dipolo respecto del eje fluor6éforo-nanoparticula y el solapamiento entre el

espectro de absorcion del fluoréforo y de las propias nanoparticulas. 3% 81:82
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Es importante tener en cuenta la gran variedad de factores que
afectan a la luminiscencia a la hora de trabajar con este tipo de

nanoparticulas en el disefio de quimiosensores hibridos.

1.4.1.3. Nanotubos de carbono.

Aunque los nanotubos de carbono (CNTs) no son estrictamente
sistemas nanoparticulados, si entran dentro de la clasificacion de sistemas
nanoestructurados con una gran superficie disponible para su
modificacidon. Fueron descubiertos en Japon por S. lijima en 1991 en el
transcurso de su trabajo de investigacion sobre fullerenos.® Los nanotubos
de carbono estan constituidos por redes hexagonales de carbono curvadas
y cerradas formando tubos de tamafio nanométrico, con una serie de
caracteristicas que han despertado un gran interés en numerosas
aplicaciones tecnoldgicas. Una de sus propiedades mads interesantes es la
alta capacidad de emision de electrones, lo que se ha utilizado para fabricar
fuentes de electrones para microscopios electronicos. Debido a estas
caracteristicas, el grafeno esta siendo utilizado como soporte en la

fabricacion de biosensores.

Un ejemplo del uso de nanotubos de carbono en el campo de los
biosensores se muestra en la figura 1.48. Una monohebra de ADN
modificada en la posicidon 3’ con una molécula de fluoresceina se encuentra
interaccionando con la superficie del nanotubo de carbono, de manera que
la emision de fluorescencia estd desactivada. Cuando se adiciona la
secuencia de oligonucledtidos complementaria a la fibra que se encuentra

en la superficie del nanotubo, se produce la hibridacion entre las secuencias
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de oligonucledtidos complementarias, liberando el nanotubo a la

disolucion y recuperando la emision de la fluoresceina.
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Figura 1.48. a) Esquema del ensayo de desplazamiento. b) Ensayo de
desplazamiento del sistema oligonucleo6tido-3’fluoresceina sobre el CNT (linea
discontinua) al adicionar cantidades crecientes de oligonucledtido
complementario (4). Miniatura: maximo de emision correspondiente a la

fluoresceina frente a la concentracion de 4.
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1.4.1.4. Monocapas autoensambladas sobre superficies de vidrio.

Las monocapas autoensambladas (SAMs) son conjuntos
moleculares formados espontaneamente en la superficie de un vidrio por
adsorcion, lo que provoca que las moléculas no se encuentren dispuestas
de manera homogénea sobre la superficie, sino organizadas en dominios
ordenados de diferentes tamafios. El soporte que se emplea es estos
sistemas no posee dimensiones controlables a escala nanométrica, pero
implica de igual modo un autoensamblaje de monocapas moleculares sobre
una superficie lo que también puede dar lugar a la aparicion de efectos
colectivos. * Asi por ejemplo, en un trabajo de Crego-Calama y Reinhoudt
se describe la deteccion mediante fluorescencia de cationes metalicos en la
superficie de una SAM en vidrio sin necesidad de que la subunidad emisora
incorpore un receptor especifico para los cationes.® Sin embargo, estos
sistemas tienen la desventaja de que presentan una superficie muy pequefia,
mientras que en el caso de las nanoparticulas la superficie especifica es
mucho mayor, lo que permite incorporar un mayor numero de ligandos, y

por tanto obtener una mayor sensibilidad en la respuesta.

1.4.1.5. Oxidos Inorganicos.

Uno de los sistemas mas desarrollados para su empleo como
materiales luminiscentes son las nanoparticulas de 6xidos inorganicos:
magnetita, silice, aluminosilicatos, etc. Estos sistemas han mostrado un

gran nimero de ventajas frente al uso tradicional de moléculas

6

fluorescentes tanto en el disefio de biosensores, * inmunoensayos, *’

9

andlisis de 4cidos nucleicos, *® liberacion de farmacos ® o terapia

genética.”
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Existen diferentes métodos sintéticos para la preparacion de esta
clase de nanoparticulas y en particular para la sintesis de nanoparticulas
dopadas con moléculas fluorescentes, todas ellas caracterizadas por su
simplicidad, bajo coste, versatilidad, y sobre todo por la capacidad de
controlar la arquitectura de los materiales resultantes. La habilidad para
controlar la disposicion espacial de los componentes moleculares
fluorescentes es, de hecho, una condicion esencial para disefiar sistemas
capaces de llevar a cabo funciones especificas con una alta eficiencia sin

perder energia de excitacion en procesos parasitos.

A la hora de preparar quimiosensores nanoestructurados existen
varias estrategias posibles de sintesis dependiendo de si el receptor y la
unidad fluorescente se encuentran o no unidos covalentemente.®® También
es posible modificar la molécula organica con un grupo trietoxisilano por
ejemplo, de manera que forme parte de la propia estructura del 6xido
~ o 91 ' : 92
inorganico” o que se una a la superficie externa de la nanoparticula.

Todo esto permite desarrollar cinco tipos diferentes de nanoestructuras:

el quimiosensor se encuentra incluido en el interior de la nanoparticula

(figura 1.49a).

e ¢l quimiosensor se encuentra unido a la superficie de la nanoparticula
(figura 1.49b).

e ¢l receptor se encuentra en la superficie y la unidad sefializadora se
encuentra en el interior de la nanoparticula (figura 1.49c).

e ¢l receptor y la unidad sefializadora se encuentran separados en el
interior de la nanoparticula (figura 1.49d).

e ¢l receptor y la unidad senalizadora se encuentran separados en la

superficie de la nanoparticula (figura 1.49¢).
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Todas estas posibilidades no muestran ni las mismas propiedades ni
se comportan igual, por lo que tienen diferentes ventajas e inconvenientes
segun la aplicacion final que se desea. Por ejemplo, la estabilidad quimica
de las moléculas organicas frente a agentes externos agresivos aumenta
cuando las especies fluorescentes se encuentran segregadas en el interior,
ya que de algin modo se encuentran protegidas Sin embargo, la
accesibilidad del sustrato a las unidades receptoras es menor.”®* Por otro
lado, cuando las especies receptoras se encuentran en la superficie, la
deteccion se ve favorecida, ya que estan mas “cerca” del sustrato y su
movilidad es mayor. Esto conlleva un incremento en las interacciones
electronicas que pueden en algunos casos, conseguir un efecto de
amplificacion de la sefial ®* y un incremento en las constantes de

complejacion.

1]

' ]

o

Quimiosensor
£ Receptor

Fluoréforo

Figura 1.49. Diferentes aproximaciones en el disefio de nanoparticulas

luminiscentes.

Ser capaz de optimizar estas estructuras en funcion de la aplicacion

que quiera darse a los sistemas es muy importante, poniendo especial
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esfuerzo en el entorno y la movilidad del receptor tanto como en el nivel
de comunicacion deseado entre las diferentes unidades. A continuacién se
van a mostrar varios ejemplos con las diferentes posibilidades descritas en

la figura 1.49 segun la aplicacion deseada.

1.4.1.5.1. Quimiosensor en la superficie.

Si la aplicacion final de nuestro sistema es que forme parte de un
quimiosensor, la modificacion superficial de las nanoparticulas con un
sistema multicromoforico parece ser la posibilidad mas prometedora. Las
unidades activas se pueden disponer en la superficie con un alto grado de
organizacion, de manera que se consigue una densidad local de moléculas

elevada y por tanto se puede llegar a obtener una amplificacion de la senal.

Un ejemplo del empleo de esta estrategia a la hora de disefiar un
quimiosensor fluorescente de Zn(II) es el desarrollado por L. Prodi et al. >
en el que se modifica la superficie de nanoparticulas de silice con una
quinolinasulfonamida modificada con un grupo trietoxisilano (QST)
(figura 1.50). En este sistema, la complejacion tiene lugar junto con la
desprotonacién del grupo sulfonamidico, lo que se traduce en un
desplazamiento hacia el rojo de la banda de absorcion y un aumento de la
intensidad de emision de fluorescencia, debido a una transferencia de carga

interna en los complejos Zn(I)QST y Zn(I1)(QST)s..
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Figura 1.50. Esquema del quimiosensor orgéanico y disposicion en la

nanoparticula.

En este sistema se ha observado un efecto de amplificacion de la
respuesta fluorescente gracias a la preorganizacion de las moléculas
organicas en la superficie de una nanoparticula (figura 1.51). En ausencia
de Zn(II), la desactivacion desde los estados excitados del QST se produce
mayoritariamente a través de un proceso no radiativo (flechas azules
discontinuas) ya que el proceso radiativo no es eficaz. Sin embargo, cuando
se afiade una cantidad de Zn(Il) suficiente para empezar a formar
complejos 1:1, tiene lugar la emision radiativa mediante fluorescencia

(flecha continua azul).

s T
/ K = R
OFF OFF ON ON ON

CHEQ CHEF

Figura 1.51. Esquema de los cambios fotoquimicos tras la complejacion con
Zn(II) a bajas concentraciones.
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Se ha observado una amplificacion de la sefial de hasta un 50% con
respecto al sistema de referencia QST (no situado en la superficie de las
nanoparticulas) en las mismas condiciones experimentales, debido a que la
energia de excitacion de las unidades QST adyacentes es transferida a los
estados excitados de las unidades que se encuentran coordinadas al metal.
Sin embargo, estos resultados tan positivos, vienen acompafiados de
cambios de solubilidad sustanciales ya que el sistema hibrido sélo se puede
disolver de manera eficaz en DMSO, por lo que es importante elegir un
material que, aunque sea fotoquimicamente inerte, potencie o por lo menos

no impida la solubilidad del sistema en disolventes acuosos.

Existen otros ejemplos que hacen referencia a un aumento en la
respuesta luminiscente por el hecho de organizar a los receptores en la
superficie de nanoparticulas, lo que supone una gran ventaja frente al uso

de los quimiosensores libres en disolucion.”

1.4.1.5.2. Unidad fluorofora y receptora separadas en la superficie.

Esta aproximacion se basa en la autoorganizacion del fluordforo y
del receptor mediante el uso de una plantilla adecuada para formar un
ensamblaje organizado de ambos. En este caso las diferentes unidades no
interactuan de manera directa y como consecuencia, la comunicacion entre
el sustrato unido al receptor y el fluor6foro se garantiza sélo por su
disposicion espacial mds o menos cercana. Por supuesto, es necesario
disefiar el quimiosensor de manera que el reconocimiento del sustrato por
parte del receptor se traduzca en una modificacion de las propiedades
emisivas del fluor6foro. En los tltimos afios, se han empleado diferentes

tipos de materiales como plantillas para guiar la autoorganizacion de los
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quimiosensores, desde el uso de agregados micelares,”’ monocapas de
Langmuir-Blodgett,” o la organizacién de capas de trialcoxisilano sobre

superficies de vidrio.”

A continuacion se muestra un ejemplo del efecto plantilla en las
propiedades finales del hibrido como quimiosensor (figura 1.52).'" En él
se autoorganiza el receptor, una picolinamida, y la unidad senalizadora, un
grupo dansilamida, en la superficie de nanoparticulas de silice de unos 20

nm de diametro.
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Figura 1.52. Nanoparticulas funcionalizadas para la deteccion de cobre.

La unién de los componentes del quimiosensor a la superficie a
través de los grupos trialcoxisilano presentes en su estructura quimica,
asegura su proximidad espacial, lo que resulta en un material hibrido capaz

de detectar selectivamente Cu(Il) a través de la desactivacion de la emision
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de fluorescencia del grupo dansilo por debajo de concentraciones de orden

micromolar.

Sin embargo, la aplicacion real de estos sistemas es reducida debido
a sus importantes limitaciones. En particular, los agregados formados a
partir de surfactantes y las peliculas de Langmuir-Blodgett son objetos
delicados que se forman s6lo en condiciones particulares. Por otro lado, las
superficies de vidrio tienen un area superficial reducida que no permite la
generacion de una fuerte sefial de fluorescencia. De nuevo, los sistemas
nanoparticulados se presentan como una alternativa eficaz ya que la
organizacion tanto de subunidades activas como de fluordéforos en su

superficie no conlleva las limitaciones previamente descritas.'’

1.4.1.5.3. Unidad fluorofora en el interior y receptora en la superficie.

En general, los quimiosensores basados en iones lantdnidos han
atraido el interés de la comunidad cientifica durante varias décadas debido
a sus caracteristicas fotofisicas unicas como tiempos de vida elevados,
bandas de emision estrechas y altos desplazamientos de Stokes. Como
ejemplo de ello, se encuentran los trabajos desarrollados para la deteccion
de dipicolinato de calcio (CaDPA). Esta sustancia muestra una gran
afinidad por los iones lantanidos y en particular por el terbio(Ill). La
importancia de detectar esta sustancia radica en que es el unico
biomarcador de las esporas de bacilos como el B. anthracis, conocido

como un agente potencial en los ataques terroristas biologicos.

L. Lu et al. publicaron en 2009 un estudio muy interesante basado

en la modificacién de nanoparticulas con un complejo de Eu(IIl) como
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quimiosensor. ' El sistema hibrido estd formado por nanoparticulas de
silice dopadas en su interior con un derivado de la fluoresceina (FITC). A
continuacion la superficie se modific6 con dianhidrido de
etilendiaminotetracético (EDTAD) que se transforma in situ en el complejo

de europio mediante la reaccion con EuCls (figura 1.53).

" 1.-EDTAD
2.- BuCl,

CaDPA

@ =FITC @ = Eu(lll)

Figura 1.53. Estrategia de sintesis de un quimiosensor hibrido basado en un

complejo de europio.

En el complejo el lantanido esta coordinado a 3 moléculas de agua
que favorecen la desactivacion de la emision de fluorescencia mediante un
proceso no radiativo. Sin embargo, estas moléculas de agua se encuentran
débilmente unidas al centro metélico y pueden ser sustituidas por DPA
cuando éste se encuentra en la disolucion, lo que se traduce en un aumento
significativo de la emisiéon del complejo. Los autores encontraron una
correlacion lineal entre el maximo de intensidad en la emision del
quimiosensor y la concentracion de CaDPA en el intervalo de

concentracioes entre 0.6-600 nM, con un limite de deteccion por debajo de
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0.2 nM. La deteccion rapida y eficaz de las esporas B anthracis en agua se
vio potenciada debido a que este sistema es de naturaleza ratiométrica: la
emision de la fluoresceina presente en el interior de la nanoparticula se
emplea como referencia, ya que no se ve afectada de ninguna manera por

la presencia del CaDPA.

1.4.1.5.4. Quimiosensor en el interior de la nanoparticula.

En base a esta estrategia K. Wang et al. disefiaron un sistema capaz
de detectar variaciones de pH en un intervalo entre 4 y 7 en macrofagos
murino y en células cancerigenas humanas vivas (células Hela) durante la
apoptosis. ' Para ello, sintetizaron nanoparticulas de silice con un
didmetro medio de 42 nm, que contenian en su interior un derivado de la
fluoresceina silanizada que actuaba como quimiosensor, y un derivado de
rutenio (tris(2,2’-bipyridyl)rutenio (II)) como referencia interna (figura
1.54). Después de investigar la estabilidad y la fotoestabilidad del sistema,
se incubaron las nanoparticulas modificadas con macrofagos murinos, y se
monitorizaron los cambios en el pH lisosomal en tiempo real después de
exponerlos a cloroquinina y droga antimalaria. La comparacidn entre las
variaciones de la intensidad de fluorescencia de la fluoresceina y del
complejo de rutenio para las muestras de referencia y para las muestras a
las que se ha afiadido diferentes cantidades de droga, muestran como la
cloroquinona estimula cambios en el pH lisosomal que pueden ser
detectados con una gran sensibilidad mediante este método. Los resultados
obtenidos para las células Hela demuestran que mediante este sistema
hibrido es posible detectar la acidificacion intracelular en células

cancerigenas apoptoticas en tiempo real con una respuesta menor a 1
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segundo. Ademas, el sistema presenta buena reproducibilidad y una alta

estabilidad.
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Figura 1.54. Disefio de un quimiosensor hibrido para detectar cambios en el pH

lisosomal.

1.4.1.6. Nanoparticulas con estructura nucleo-envoltura de silice.

Como ultima estrategia en el disefio de quimiosensores hibridos, se
quiere incluir la familia de materiales disefiados con una arquitectura
nucleo-envoltura (core-shell). Este tipo de materiales consisten en un
nucleo interno con una composicion quimica determinada y una capa
externa de otra diferente. Esta caracteristica estructural abre la posibilidad
de combinar diferentes materiales y por lo tanto diferentes propiedades en
una misma entidad. A finales de los afos 80, cuando se descubri6 que las
propiedades semiconductoras de los materiales heterogéneos eran mejores
que las correspondientes a los componentes de manera,'™ se produjo un
gran desarrollo en la investigacion de la sintesis de nanoparticulas
semiconductoras multicapa, y fue entonces cuando surgié el término

nucleo-envoltura.'®
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Esta clase de sistemas se caracterizan por la disposicion en forma de
multicapa de diferentes materiales, pero tanto la disposicion como la
naturaleza de estos dependen en gran medida de la aplicacion final. En la
figura 1.55 se puede ver el esquema de diferentes tipos de nanoparticulas:
esféricas (a), hexagonales (b), nicleos nanoparticulados con una tUnica
envoltura (c), nanoparticulas multicapa concéntricas (d) o, nucleos
situados en cavidades generadas por la envoltura (e). De la misma forma,
dependiendo de la naturaleza del material, se pueden encontrar diferentes
combinaciones nucleo-envoltura como: inorgdnico-inorganico, organico-

inorgénico, inorganico-organico u organico-organico.

@ (b) L
() (&3

Figura 1.55. Diferentes estructuras en las nanoparticulas con arquitectura

nucleo-envoltura.

La eleccion del material que compone la envoltura es de gran
importancia debido a la posibilidad de modificacion de la superficie y por
tanto, la ampliacion de la funcionalidad, la estabilidad, la dispersion en

disolucidn, etc del material final. En este sentido, uno de los materiales
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mas empleados es la silice ya que se obtiene a través de una sintesis

sencilla, es biocompatible y ofrece la posibilidad de modificarla.'*

1.5. Motivacion de la presente tesis doctoral.

A lo largo de la introduccion de esta tesis se ha pretendido mostrar
la importancia que tienen las interacciones supramoleculares en el
reconocimiento de sustratos de diferente naturaleza. Ademas, y avanzando
en el disefio de estructuras cada vez mdas organizadas y eficaces, se ha
introducido el empleo de materiales nanoestructurados para la sintesis de

nanosensores con aplicaciones muy diversas.

Con el fin de contribuir al desarrollo de este campo se van a aplicar
los conocimientos adquiridos en la sintesis de nanoparticulas oxidicas de
bohemita y de bohemita-silice para obtener diferentes materiales hibridos,
capaces de reconocer sustratos cationicos y anionicos en disolucion acuosa
mediante el uso de interacciones no covalentes. Ademas, se va a emplear
la luminiscencia como herramienta de sefializacion de los procesos de
reconocimiento, debido al gran nimero de ventajas que se han expuesto

anteriormente.
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2.1. Introduccion.

Los 6xidos metdlicos juegan un papel muy importante en muchas
areas de la quimica, la fisica y la ciencia de los materiales.' Se pueden
comportar como sélidos metalicos, semiconductores o aislantes,” lo que ha
permitido un gran niimero de aplicaciones en materiales avanzados, tales

como circuitos microelectronicos, sensores, catalizadores, etc.’

Los oOxidos metéalicos de tamafio nanométrico han sido
ampliamente estudiados debido a su elevada area superficial, su porosidad
y su empleo en el area de la catalisis.* Las propiedades de estos materiales
se pueden controlar a través de la estructura cristalina, forma, tamafio y
caracteristicas superficiales, que pueden ser moduladas mediante la

utilizacion de reactivos y procedimientos sintéticos adecuados.

2.2. Sintesis de materiales oxidicos.

La quimica en disolucién es un método facil y versatil para formar
particulas oxidicas de tamafio nanométrico. El control del tamafio y/o la
morfologia de las nanoparticulas es de gran importancia ya que muchas de
las propiedades finales de estos materiales dependen en gran medida de la
relacion superficie-volumen y de la forma de las mismas. Por ejemplo, la
actividad catalitica de estos sistemas esta estrechamente relacionada con el
tamafio y la forma de las caras cristalinas expuestas.’ Las propiedades
opticas de un material dependen en gran medida del tamaio de particula,
ya que las variaciones en el tamafio gobiernan la energia electronica
interbanda o el confinamiento del fonén.® Otro ejemplo en el que el
tamafo, la forma y los efectos de superficie condicionan el uso de las

nanoparticulas en una aplicacion especifica es el caso de materiales con
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propiedades magnéticas, ya que estos parametros influyen tanto en la
relajacion superparamagnética como en la coercitividad.” Y por altimo, el
comportamiento de cristales liquidos formados a partir de dispersiones
acuosas de particulas oxidicas, donde la morfologia ha resultado ser
fundamental, ya que el tamafo gobierna tanto la dispersion de las particulas
como las interacciones entre ellas. Por lo tanto, para controlar muchas de
las caracteristicas de las nanoparticulas oxidicas, en particular la estructura
cristalina de compuestos polimorficos, o el tamafio y la forma de
compuestos como el 6xido de aluminio, de hierro o de titanio es muy util

recurrir a la quimica acuosa de metales cationicos.®’

Los parametros principales que controlan la sintesis de estos
sistemas son la acidez de la disolucion, ' la presencia de aniones
’ 11 :
especificos y la temperatura.”” La acidez y la temperatura controlan la
hidrolisis de los complejos metalicos hacia la formacion de los sélidos,’
sin embargo, la presencia de determinados contraiones juegan un papel

muy importante en la forma y el tamafio final de los 6xidos.'* '

Una vez que las nanoparticulas se han formado y se encuentran en
suspension, pueden sufrir cambios espontdneos en su estructura,
morfologia, y pueden aumentar de tamafio con el tiempo segtn el principio
de maduracion de Ostwald (figura 2.1). Esto se debe a que las particulas se
forman en un primer momento bajo control cinético: nucleacién y
crecimiento (mayor cantidad de particulas pequefias),'* mientras que con
el paso del tiempo y para alcanzar un estado termodindmicamente mas
estable, se produce una disolucion-cristalizacion (las particulas mas
pequenas se redisuelven mientras que el resto aumentan de tamafio). Esto
permite una disminucion de la entalpia libre del sistema a través de una

reduccion del area superficial de las particulas finales.
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Figura 2.1. Crecimiento de particulas seglin el principio de Ostwald.

Para impedir este proceso y contar con una relacion superficie
especifica-volumen elevada (que para muchas aplicaciones es un requisito
indispensable), es necesario llevar a cabo la precipitacion del sélido a un
pH lejano al del PZC y en condiciones de fuerza i6nica elevada (donde la
carga electrostatica en la superficie es lo suficientemente elevada). Con
ello, se impide la maduracion de las particulas y el tamafio se controla con
el pH del medio. La estrecha correlacion entre el tamaiio de particula y la
densidad de carga electrostatica superficial lleva a un control
termodindmico antes que cinético, como en las microemulsiones '° y que
se ha asociado con la disminucién de la tension interfacial 6xido-
disolucion. Todo el proceso de obtencion de nanoparticulas queda

esquematizado en la figura 2.2.
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Tiempo

-

Disoluciéon Nucleacion Crecimiento  cyecimiento no N )
controlado controlado Principio de Ostwald

homogénea y precipitacion
o . Aglomeraciom
Estabilizacion * % \ incontrolada

esterica

Estabilizacién gk gk g " w

electrostitica Nanoparticulas  Aglomerados/agregados

Figura 2.2. Evolucion del crecimiento y estabilizacion de nanoparticulas.

2.3. Bohemita.

La bohemita es un oxohidréxido de aluminio cuya estructura puede
estar compuesta por diferentes cantidades de agua o tamafios de cristalito'®
En muchos casos la bohemita o y-AlO(OH) es el material de partida en la
sintesis de diferentes fases de alimina (Al,Os) (figua 2.3), material de bajo
coste que se emplea en diferentes campos como la catalisis, ceramica,
electronica, biomedicina, etc. Sin embargo, por si misma, la bohemita es
usada en una gran variedad de aplicaciones, desde absorbente'’, en
recubrimientos '*, como refuerzo en materiales ceramicos '°, en rellenos de

columnas®® hasta en el tratamiento de aguas®!
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)

(—| n, K, o, %, 3, ¥-ALO, I

Bohemita y-AlO(OH)
\ 4 Diaspora a-AlQO(OH)

Baycrita a-Al(OH);
€ Nordestrandite (-Al(OH),
Gibbsita ¥-Al(OH),

Figura 2.3. Posicion de la bohemita dentro de la ruta sintética de la alimina.

En un principio se pensaba que la bohemita existia bajo dos formas
diferentes, la forma puramente cristalina llamada bohemita y la llamada
pseudobohemita (o también conocida como bohemita gelatinosa)** con una
morfologia, porosidad y darea superficial diferente a la primera. Sin
embargo, estudios cristalograficos” han demostrado claramente que la
pseudobohemita es simplemente una bohemita micro- o nanocristalina, con

diferencias en cuanto al tamano de los cristalitos.

Como se ha comentado anteriormente, la bohemita nanocristalina
despierta un gran interés debido a su importancia técnica en la preparacion
de catalizadores con porosidad controlada y con propiedades mecénicas
mejoradas™ 2%, La bohemita se obtiene mayoritariamente por hidrolisis de
alcoxidos de aluminio o por precipitacion de sales de aluminio. Matijevic

. y Panias et al. *° han descrito diferentes propiedades de la bohemita

eta
como el tamafio de particula, la morfologia y la estructura, en funcion tanto
de la naturaleza de los precursores de aluminio como de las condiciones de

sintesis utilizadas. En base a sus trabajos se conoce que en un primer

- 103 -



Caracteristicas estructurales y microestructurales de la bohemita.

momento se obtiene las “pre-particulas” de bohemita (particulas
primarias), que consisten en aglomeraciones de cristalitos agregados. Cabe
diferenciar en este momento que la agregacion se considera un fendmeno
irreversible resultado de una unidon o un enlace entre los cristalitos,
mientras que por el contrario, la aglomeracion es un fendémeno reversible
que implica enlaces débiles como fuerzas electrostaticas atractivas o
enlaces de Van der Waals**. En este sentido es muy importante evitar la
agregacion de las particulas y reducir al maximo la aglomeracién con el fin
de obtener suspensiones homogéneas estables. Para conseguir reducir la
aglomeracion de los cristalitos a un tamafio lo suficientemente pequeiio
para que permanezcan en suspension, se realiza el proceso conocido como
peptizacion como ultimo paso de la ruta sintética de las particulas.?’ Este
paso consiste en la adsorcidon de protones o iones hidroxilo en la superficie
de las particulas lo que causa una repulsion electrostatica. Se han realizado
gran cantidad de estudios basados en el cambio de las propiedades
estructurales de la bohemita seglin el tipo de acido o, la relacion molar
OH/H-Al empleada en la peptizacion para obtener soluciones metaestables
o pastas homogéneas.***® Dentro de los estudios realizados, es interesante
destacar el llevado a cabo por Yoldas® en el que muestra como el area
superficial especifica se ve afectada por la cantidad de dcido usado en la
etapa de peptizacion. En este sentido, Yoldas propone que hay una cantidad
de 4cido maxima para peptizar los grupos hidroxilo y obtener una
disolucion coloidal transparente, por encima de la cual se aumentan de
manera considerable las fuerzas de repulsion entre las particulas
coloidales, aumentando el volumen del gel, lo que tiene una influencia
negativa en varias propiedades finales del material que se obtiene de este

gel.
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2.3.1. Estructura cristalina.

La estructura cristalina de la bohemita se ha refinado con una celda
unidad ortorombica con el grupo espacial de simetria Cmcm. La unidad
estructural de los cristales de bohemita consiste en cadenas dobles de AlOg
octaédricas, dando como resultado una unidad dimérica. En la figura 2.4
se puede ver de manera clara la estructura de la unidad octaédrica formada
por octaedros de oxigenos con los dtomos de aluminio cerca del centro y
atomos de oxigeno en sus vértices; 2 de los atomos de oxigeno pertenecen

a los 1ones hidroxilo.

Figura 2.4. Octaedro representando la estructura cristalina de la bohemita. 3

Los octaedros forman capas dobles perpendiculares al eje b que
interaccionan entre ellos a través de enlaces de hidrogeno OHO. Este tipo

de enlace tiene energias tipicas de 20 kJ/mol*’

que se destruyen a
temperaturas entre 300 y 500°C cuando la bohemita se transforma en
v-Al,O3, que es la primera de las denominadas aluminas transicionales.
Informacion mas detallada (longitudes de enlace covalente O-H vy

electrostatico O-H...O) sobre este enlace se puede encontrar en articulos
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en los que se llevan a cabo experimentos de difraccién de neutrones,’’
técnica que también ha sido empleada para caracterizar otras fases

isomorfas como la lepidocrocita o la fase gamma del FeO(OH).*

Se ha comentado anteriormente que las capas dobles de octaedros
de bohemita estan orientadas paralelas a los ejes de la celda unidad. A lo
largo del eje C, los octaedros se encuentran compartiendo vértices (figura

2.5), mientras que a lo largo del eje a se encuentran compartiendo aristas

(figura 2.6).

[001]

=%
é’T

@Al @oH @O

Figura 2.5. Proyeccion de la estructura cristalina de la bohemita perpendicular al
eje a. En linea discontinua se muestra el enlace de hidrogeno entre las capas

dobles.?3
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Figura 2.6. Proyeccion de la estructura cristalina de la a lo largo de la direccion

[001].2%

Cada 4tomo de oxigeno (no perteneciente a los grupos hidroxilo)
se encuentra compartido por cuatro octaedros. Por el contrario, el atomo
de oxigeno del grupo hidroxilo so6lo se encuentra compartido por dos
octaedros. Esta distribucion revela que las interacciones a lo largo del plano
a-c, debidas a la interaccion entre dtomos de oxigeno compartidos por 4
octaedros y los 4tomos de aluminio, son més fuertes que la interaccion
entre dos octaedros de la doble capa, lo que finalmente favorece que el
crecimiento del cristal se produzca a lo largo de los planos y no
perpendiculares a ellos. > Debido a esto, la superficie del cristal se
encuentra totalmente cubierta de grupos hidroxilo unidos a atomos de
aluminio. Los dtomos de oxigeno pertenecientes a los grupos hidroxilo
tienen un orbital libre responsable de los enlaces de hidrégeno que

mantienen unidas las dobles capas de octaedros cuando el cristal crece. Si
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el cristal no continlia creciendo, los grupos hidroxilo se quedan en la
superficie de manera que podrian ser empleados para modificar la
superficie de la bohemita con moléculas organicas (figura 2.7), siendo éste

uno de los objetivos principales de estudio de la presente tesis doctoral.

Figura 2.7. Diferentes modos de coordinacion a la superficie de bohemita.

En la figura 2.8 se muestra un patréon de difraccion de rayos X
experimental obtenido para una de las muestras sintetizadas de bohemita
con valores de 20° de 13.71, 28.31, 38.41, 49.21 y 64.81. Los picos de
difraccion son anchos en comparacion con otros patrones de difraccion, lo
que refuerza la idea de que el tamafio de los cristalitos es pequefio. Es mas,
como puede verse en la figura, la anchura de las bandas es diferente siendo

la primera reflexion (correspondiente a la 020) mas ancha que el resto.
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INTENSIDAD {u.a)

2Theta (Gradoes)

Figura 2.8. Difractograma experimental de una muestra de nanoparticulas de

bohemita.

2.3.2. Sintesis.

Las diferentes rutas de sintesis de bohemita cristalina se pueden

agrupar en tres grandes bloques:

* - Descomposicion de la gibsita (o hidrargilita) AI(OH)s, controlando
tanto la temperatura como la velocidad de calentamiento, asi como la

presion del vapor.***

*.- Precipitacion en disolucion acuosa a partir de disoluciones &cidas o
basicas de aluminio, controlando el proceso por medio de reactivos
basicos**-*7 (NaOH, NHs, Na,COs) o 4cidos*® (CO,, HCI, HNO3), la
velocidad de adicidon, la temperatura, el pH final y el tiempo de

reaccion.>®*
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* - Procedimiento sol-gel, generalmente a partir de alcoholatos de

41,42,43,44

aluminio, con la posibilidad de obtener tanto xerogeles como

aerogeles. 4

Dado que las dos tultimas vias son las mas usuales en el campo de la

investigacion, se va a proceder a profundizar un poco mas en ellas.

Las disoluciones de bohemita pueden prepararse como se ha
comentado anteriormente, a través de la hidrolisis de alcoxidos de
aluminio, de la hidrolisis forzada de varias sales de aluminio o mediante la
peptizacion de hidroxidos de aluminio. Se ha comprobado que algunas
propiedades de las particulas de bohemita como el tamafio, la morfologia
y la microestructura dependen en gran medida de los reactivos empleados
en su sintesis y las condiciones experimentales utilizadas. Por ejemplo, si
la disolucion de la sal de aluminio®® o el alcoxido de aluminio® inicial
contiene ciertos aniones (iones sulfato) y se mantiene a altas temperaturas,
se obtiene una disolucion acuosa formada por particulas esféricas con un
alto grado de homogeneidad. Controlando la concentracion inicial de la sal
de aluminio y de sulfato, el pH inicial y la temperatura es también posible
la obtencion de un 6xido de aluminio amorfo que evoluciona hacia la

cristalizacion de bohemita.

También se ha estudiado la preparaciéon de una dispersion de
bohemita coloidal a partir de disoluciones de cloruro o perclorato de
aluminio. A una concentracion dada de sal, la velocidad de crecimiento de

las particulas se ve influenciada por la temperatura final de reaccion.**

Por otra parte, se ha descubierto la importancia tanto del tipo como
de la concentracion del acido y de la temperatura de reaccidén en la

formacién de la disolucion coloidal. Los primeros trabajos desarrollados
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sobre este punto fueron publicados por Yoldas et al. en 1975.% Entre los
parametros a tener en cuenta en la sintesis de la bohemita, se vi6 que el
tipo de 4cido juega un papel crucial mucho mas importante que el pH del
sistema. El proceso de peptizacion se completa cuando la concentracion de
HCIl, HNOs o HCIO4 varia entre 0.03 y 0.1 moles de 4cido por mol de
hidroxido. Parece ser que hay dos requisitos principales que debe cumplir
el &cido utilizado en la peptizacion. Por una parte el anion del acido (la
base conjugada del 4cido) no debe complejarse con los iones aluminio
presentes en la disoluciéon, y por otra parte el acido debe ser lo
suficientemente fuerte para producir el efecto de carga en la superficie de
las nanoparticulas anteriormente mencionado. La velocidad de peptizacion
depende también en gran medida del tratamiento térmico: temperaturas y
presiones altas la favorecen, mientras que en los casos en los que se ha
utilizado temperaturas de reaccidon por debajo de los 80 °C la velocidad de

peptizacion disminuye de manera dréstica.

Milonjic et al. han descrito la preparacion de disoluciones de
bohemita de diferentes formas y tamafios de particula mediante Ia
peptizacion hidrotermal de precipitados de hidroxido de aluminio.* Estos
autores obtuvieron particulas esféricas de bohemita al peptizar AI(OH)3
con HNOs a 152 °C, mientras que al variar la temperatura de reaccion a
182 o 100 °C obtuvieron particulas hexagonales o fibrilares
respectivamente. Por otra parte, los mismos autores estudiaron el efecto
que tenia la presencia de diferentes aniones en la disolucion, en la forma 'y
el tamafio final de las particulas de bohemita.’® Observaron el diferente
grado de estabilidad de las disoluciones coloidales en presencia de
diferentes aniones: NO;, CI, I, SOs y [Fe(CN)]* y como la
concentracion critica de anion, a la cual se produce la coagulacion de las

particulas, disminuye al aumentar el pH de la disolucion.
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Por otro lado, Gieselmann y Anderson han investigado el efecto de
la fuerza idnica en la formacion del gel de bohemita® y han encontrado
que la formacion de los geles en presencia de sales con aniones
monovalentes se produce cuando se alcanza la fuerza idnica critica, que se

ve incrementada conforme aumenta el tamafio del anion.

Buining et al. investigaron la influencia del tipo de alcoxido y de la
relacion alcoxido/acido en la forma y longitud finales de las fibras de
bohemita.>* Controlando las cantidades de estos dos reactivos, fueron

capaces de sintetizar fibras con una longitud entre 100 y 500 nm.

En la presente tesis doctoral se ha decidido utilizar un procedimiento

sintético derivado del trabajo de Yoldas et al.

en la preparacion de
nanoparticulas de bohemita. Como fuente de aluminio se empleo tert-
butéxido de aluminio y para llevar a cabo la peptizacion se utilizo6 HNOs3

en relacion AIP'/H" 1/0.1 a la temperatura de 90 °C.

2.3.3. Ventajas del uso de bohemita como sistema nanoestructurado.

A la hora de escoger un material para el disefio del quimiosensor
hibrido, es recomendable que sea “inerte” desde un punto de vista
fotoquimico, sin embargo se deben tener en cuenta otras caracteristicas o
propiedades ya que como se ha intentado mostrar anteriormente, cada
arquitectura presenta ventajas e inconvenientes segun la aplicacion final

del sistema.>’

El analisis de los resultados previos obtenidos con diferentes
oxohidroxidos metalicos nos llevo a seleccionar la forma cristalina y del

oxohidroxido de alumino (bohemita) para realizar la presente tesis
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doctoral, ya que este material cumple los requisitos necesarios y mas
importantes a la hora de obtener un material hibrido fluorescente con

aplicaciones quimiosensoras:

1.- La bohemita es fotofisicamente inerte, es decir, es transparente
a la luz visible y por lo tanto no participa en procesos de transferencia de
energia y electrones.” Por esta razon, todas las propiedades fotoquimicas
de las nanoparticulas luminiscentes de bohemita vienen dadas por el
quimiosensor, al contrario de lo que sucede en las matrices fotoactivas que
pueden sufrir procesos de fotodescomposicion como en el caso del uso de
titania® o simplemente causar la inhibicién de la luminiscencia como en el

caso de las nanoparticulas de oro.*®

2.- Ademas, la bohemita no presenta una toxicidad intrinseca, y
por esta razon, las nanoparticulas de bohemita pueden ser adecuadas para
aplicaciones In Vvivo, ya que no experimentan (o no son objeto) de ataque
microbiano.’” Aunque una investigaciéon mas profunda es necesaria en este
contexto, estudios preliminares estan de acuerdo con la naturaleza benigna
de las nanoparticulas de bohemita. Desde este punto de vista, los QD’s
presentan claras desventajas debido a sus elementos constituyentes nocivos
como son el cadmio y el selenio.”® Quiz4 otro aspecto relacionado con este
punto, sea la posibilidad de “solubilizar” moléculas muy hidrofobas en

medi0o acuoso.

3.- Cada nanoparticula de bohemita puede contener un gran
numero de unidades fotoquimicamente activas. Se ha encontrado que el
grado de funcionalizacion de una nanoparticula de bohemita se encuentra
alrededor de 2x10™* moles de quimiosensor por gramo de solido, por lo que

el objetivo de obtener una particula altamente luminiscente puede ser
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cumplido facilmente (ya que el coeficiente de extincion es igual a la suma

de los coeficientes de cada cromoforo).

4.- Una vez que se han descrito las ventajas del uso de
nanoparticulas de bohemita, es importante analizar las vias de sintesis, ya
que aunque existen varias metodologias, todas ellas comparten ciertas
caracteristicas: usualmente no se requiere reactivos caros, condiciones
extremas, y son reacciones relativamente simples que no suponen
procedimientos de separacién complicados. Es mas, la versatilidad de la
sintesis permite el disefio de particulas luminiscentes con propiedades
quimicas adecuadas para las aplicaciones deseadas, incluyendo Ilas
relacionadas con experimentos in vivo. Estos cuatro puntos son suficientes
para fomentar el uso de nanoparticulas de bohemita en el disefio eficiente

de quimiosensores fluorescentes.
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A lo largo de los ultimos afios se ha producido un gran avance en la
preparacion, caracterizacion y aplicaciones de sensores Opticos basados en
materiales nanoestructurados y, mds concretamente en soportes
nanoparticulados con distintas arquitecturas. Dentro de este marco se
incluye la presente Tesis Doctoral orientada hacia el disefio, la sintesis y la
caracterizacion de sistemas hibridos con aplicaciones medioambientales y

biomédicas, cuyos objetivos principales se describen a continuacion:

OBJETIVO 1: Sintesis y -caracterizacion de nanoparticulas

oxidicas.

Se va a explorar la hidrdlisis de alcoxidos de alumino vy silicio de
cara a la obtencion, por un lado de nanoparticulas de y-oxohidroxido de
aluminio (bohemita), y por otro de nanoparticulas con arquitectura de tipo
nucleo-envoltura compuestas por un ntcleo de bohemita y una envoltura

de silice amorfa.

OBJETIVO 2: Funcionalizacion de nanoparticulas con arquitectura

nucleo-envoltura para la deteccion de mercurio en agua.

Mediante la condensacion de los grupos OH, que se encuentran en
la nanoparticula, con grupos silano, se va modificar la superficie de las
nanoparticulas con poliaminas de cadena abierta modificadas con unidades
antraceno. Se van a sintetizar diferentes sistemas hibridos variando la

cantidad de grupos amino presentes en las cadenas poliaminicas.

Los sistemas obtenidos se van a evaluar como detectores de Hg(II)

en agua a diferentes pHs.
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OBJETIVO 3: Funcionalizacién de nanoparticulas de bohemita

para su evaluacion como agentes de contraste y sondas luminiscentes.

Los iones lantanidos poseen propiedades fotofisicas y magnéticas
muy interesantes que los convierten en buenos candidatos para el
desarrollo de sondas luminiscentes y agentes de contraste de imagen. Por
ello, se va a explotar de nuevo la reactividad que ofrecen los grupos
hidroxilo en la superficie de la nanoparticulas, para anclar en su superficie
dos ligandos capaces de formar complejos estables con tres cationes

lanténidos: Eu(IIT), Tb(IIT) y Gd(III).

Se van a modificar quimicamente las moléculas organicas DTPA
(acido dietilentriaminopentaacético dianhidrido) y DOTA (acido 1,4,7,10
-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) para poder anclarlas a la

superficie de las nanoparticulas de bohemita.

Los complejos de los sistemas hibridos obtenidos se van a estudiar
por diferentes técnicas como agentes de contraste de imagen y sondas

luminiscentes.

OBJETIVO 4: Funcionalizacion de nanoparticulas de bohemita

para la deteccion de sulfato en agua.

Se va a modificar la superficie de las nanoparticulas de bohemita y
las nanoparticulas de bohemita-silice (con arquitectura nicleo-envoltura)
con diferentes moléculas orgédnicas cuya estructura contiene grupos

escuaramida y aminas cuaternizadas.

Se va a evaluar la capacidad de los sistemas hibridos obtenidos para

detectar aniones sulfato en disolucidn acuosa. Los estudios de
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reconocimiento se van a llevar a cabo mediante ensayos de desplazamiento

utilizando como cromoforo el verde de bromocresol.

OBJETIVO 5: Sintesis de nanoparticulas de bohemita para la

deteccion de yoduro en agua.

Se van a preparar tres sistemas hibridos en los que la superficie de
bohemita se va modificar con poliaminas abiertas lineales y tripodales que
contienen unidades pireno en su estructura. Con el fin de evaluar el papel
que juegan las nanoparticulas en el proceso de reconocimiento, se van a
estudiar las moléculas organicas libres. Ademas, se van a sintetizar las
moléculas organicas de manera que se varie la distancia entre el fluor6foro
y la superficie de las nanoparticulas para ver si hay un efecto en las

propiedades fotofisicas de los sistemas hibridos.

Se va a estudiar el comportamiento dcido-base de todos los sistemas
mediante diferentes técnicas y se van a comparar los resultados obtenidos

entre los ligandos soportados y no soportados en las nanoparticulas.

Finalmente, se va a estudiar la interaccion de todos los sistemas con

diferentes aniones y su capacidad de detectar yoduro en agua.
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4. 1. Nuclear magnetic resonance measurements.

Synthetic compounds were characterised by NMR using a Bruker
Advance DPX 300 MHz and Bruker Advance DPX 400 MHz
spectrometers located in the Central Service for Experimental Research at
the Univerity of Valencia (SCSIE, UV) operating at 299.95 MHz and
399.95 MHz for 'H and at 7543 MHz and 100.58 MHz for "C,
respectively. Appropriate deuterated solvents were used to acquire the
NMR experiments. Mnova NMR 9.0 software was used for data processing

and visualisation.

3-(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt was used as
a reference standard for the acid-base NMR titration studies (chapter 9)

(6 =0 ppm for 'H and & = 0 ppm for "*C).

Adjustments to the desired pH values were done using drops of DCI
or NaOD solutions. The pD was calculated from the measured pH values

using the correlation, pH = pD - 0.4.!

»Si NMR studies were carried out on a Varian UNITY 300
spectrometer at a resonance frequency of 59.59 MHz. The MAS NMR
spectra were recorded with a 7 mm zirconium oxide rotor spinning at 4.5
kHz. A 901 single-pulse was used with an acquisition time of 0.08-0.1 s
and a delay time of 30-60 s. Chemical shifts were measured relative to

tetramethylsilane (TMS).

2’Al NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 400
spectrometer at a resonance frequency of 104.26 MHz. Relaxation delay

times of 1-5 s and acquisition times of 0.4 s were used.
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4. 2. Melting point.

Melting pints were performed in a Reider equipment (SCSIE, UV).

4.3. C, H, N analysis.

C,H,N elemental analysis of the synthetised compounds were done

with an EA1108 CHNS-O Carlo-Elba equipment (SCSIE, UV). The
measurements were carried out twice and the final values are the

average.

4. 4. Spectrometric measurements.

Synthesized compounds were characterized by mass spectrometry
in an ESQUIRE 3000 PLUS Ion Trap mass spectrometer (SCSIE, UV)
attached to an AGILENT 1100 (HPLC-MS) high-performance liquid

chromatograph.

4. 5. Powder X-ray diffraction.

The XRD investigation was performed using a D-500 diffractometer
with a graphite monochromator for filtering Cu-Ko radiation
(L =1.5418 A), with a divergence slit angle of 1 °, an antiscatter slit angle
in the diffracted beam of 1 °, and a receiving slit width of 0.5 mm (SCSIE,
UVv).
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Powdered samples were sprayed on glass sample holders and the
data collected in Bragg—Brentano geometry. A reference pattern, used for
evaluating instrumental XRD line broadening, was recorded from

lanthanum hexaboride (NIST standard reference material 660a).

Core-shell silica-boehmite samples were recorded for diffraction
angles in the 5-65° 20 range with a step-size of 0.02° 20 and a counting

time of 5 s per step.

Boehmite samples were recorded for diffraction angles in the 15-65

© 20 range with a step-size of 0.08 ° 26 and a counting time of 3 s per step.

4.6. Infrared transmission spectra.

Measurements were obtained with a Perkin Elmer spectrometer

Model 882 in the 400-1400 cm™ range using the KBr pellet method.

4.7. Transmission electron microscopy.

The morphology of as-prepared and sensor-containing boehmite
particles was examined using a Jeol 1010 transmission electron microscope

at an accelerating voltage of 100 kV (SCSIE, UV).

Samples were prepared by dispersing as-produced powders in
absolute ethanol and setting dropwise on copper grids that had previously

been coated with a holey thin carbon film.
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4.8. Energy dispersive X-ray.

The chemical composition of the nanoparticles was analysed using
an energy dispersive X-ray (EDX) spectrometer attached to a high-
resolution scanning electron microscope. The EDX spectra of the two types
of nanoparticles (based on DO3A or DTPA chelating moieties) were

performed at least ten times at different spots for each sample.

Table 4.1. X-ray emission values (KeV) of the elements investigated in chapter 7.

Ko Kg Kab L. Lpi Lp> M

C 0.277  0.284
O 0.523  0.532

Si 1.740  1.829  1.840
Al 1.486 1.553  1.560

Eu 5845 6455 6.842 1.131
Gd 6.056 6.712 7.102 1.185
Tb 6.272 6977 7.365 1.240

4.9. Thermal analysis.

Simultaneous thermogravimetric and differential thermal analyses
were carried out on a Setaram TG-DTA 92 thermobalance using 20 mg of
sample. A vacuum purge of atmospheric air was done before starting the

experiments.
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4. 10. Potentiometric measurements.

Potentiometric studies were carried out using a potentiometer
controlled by a Pentium Dual-Core E5300 personal computer.? The burette
control and data acquisition were performed with the computer program

PASAT.?

The glass electrode was calibrated previously to each titration. The
calibration was done as a hydrogen-ion concentration probe by titration of
standardized amounts of HCl with CO,-free NaOH solution. The
equivalent point was determined by the Gran’s method,” which gives the
standard potential, E”, and the ionic product of water (pKw = 13.73(1)). A
Wilhelm bridge filled with 0.5 M NaCl was used to separate the glass
electrode (Crison 52 50 Ag/AgCl) and the reference electrode (Crison 52
40 Ag/AgCl in 0.5 M NaCl solution).

Potentiometric titrations were carried out at 298.1+0.1 K using
NaCl 0.15 M as supporting electrolyte and under Ar atmosphere. The pH
range investigated was 2.5-11.0 and the corresponding ion and ligand

concentrations ranged from 1x107 to 5x10~ M.

The HYPERQUAD program was used to fit the protonation and
stability constants.” The different titration curves for each system were
treated as separated curves. When more than one model fits the
experimental data, the most reliable chemical model was chosen by
performing F tests at the 0.05 confidence level.® Finally, the sets of data
were merged together and treated simultaneously to give the final stability
constants. The HYSS programme was used to plot the distribution

diagrams of species.’
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4. 11. Steady-state fluorescence.

Steady-state fluorescence spectra were measured with a
spectrofluorometer (PTI), equipped with a lamp power supply LPS-220B,
MD-5020 and an 814 Photomultiplier Detection System working at room

temperature.

All the samples were measured under the same conditions:
ODexcitation wavelength = 0.3 in aqueous solution, using 1 cm x 1 cm path length
quartz cuvettes at 298.1 £ 0.1K in pure water. Adjustments to the desired
pH value were done using drops of HCl or NaOH solutions. The
fluorescence emission were corrected taking into account the absorbance
at the excitation wavelength and the minimum dilution originated by the

adjustment of the pH.

Table 4.2. Excitation and emission wavelengths of fluorophores used in the thesis.

Signalling unit Aecx (Nm) Aemis (Nm)
Anthracene ‘ 350 416
Pyrene ‘ 340 374

4. 12. Time-resolved measurements.

Measurements were made with a Time Master fluorescence lifetime
spectrometer TM-2/2003 from PTI. Sample excitation was afforded by
PTI’s own GL-3300 nitrogen laser. The kinetic traces were fitted by
monoexponential decay functions and reconvolution of the instrument
response. The accuracy of the fits was evaluated by the reduced y2 values

as close to 1 as possible.
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4. 13. Laser flash photolysis.

Experiments were carried out by using the third harmonic (355 nm) of a

Q-switched Nd:YAG laser.

4. 14. Quantum yield.

Measurements were determined in deaerated medium using the quantum
yield measurement system from Hamamatsu model C9920-0 by direct
method.® The system is made up of an excitation light source, consisting
of a xenon lamp linked to a monochromator, an integration sphere, and a
multichannel spectrometer. Also, the fluorescence quantum yield has been
measured by the comparative method using pyrene in EtOH solution as a

reference,’” obtaining similar results in both cases.

4. 15. Detection limit.

The detection limit (DL) can be defined as the lowest quantity of a
substance that can be distinguished from the absence of that substance (a
blank value) and generally is calculated as 3 times the standard deviation
of the blank. This value depends on the instrumentation and on the

sensitivity of the ligand.

Regarding with the sensitivity of the equipment, the detection limit
is related to the capability of the instrument to distinguish a peak intensity

from the fluctuations of the background noise. The signal-to-noise (SNR)
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ratio gives you a quantitative indication of the sensitivity of the
measurements and it can be calculated from the raman spectrum of water

measured in the following experimental conditions (700 in our case).

Emission Spectra

Start 370 nm
Stop 450 nm
Excitation 350 nm

Step Size 0.5 nm

Integration 1 second

The sensitivity of the ligand can be understand as the slope
obtained by the fitting of the maximum experimental emission intensities

of fluorescence versus the substrate’s concentration added to the solution.

Using these two parameters, the detection limit can then be

calculated as follow:

SNR
slope

4. 16. Ultraviolet-visible measurements.

Spectra of the samples containing the ligand and the complexes in
concentration 1 x 10 M were recorded in an Agilent 8453 spectrometer

UV—vis.

All titrations performed in chapter 8 were carried out at 25 °C in pure

water. Bromocresol green (1.48x10° M) was prepared in a HAc-NaAc

- 136 -



Capitulo 4.

buffer (0.016 M). These conditions were used for the titrations of all
systems and also for the indicator displacement assays (IDA) with the
anions. The solution was buffered at pH 3.4 with a HAc-NaAc buffer. This
pH value was chosen to keep the solution close to the beginning of the
colour change transition from the acidic (phenolic) to the basic (phenolate)
form of BG. The constancy of the pH throughout the titrations was checked

for all the experiments.

4.17. Measurement of g value.

Lifetimes of Eu(Ill) and Tb(IIl) complexes were measured by
excitation (332 nm) of the sample using a short pulse of light followed by
monitoring the integrated intensity of light (616 nm for Eu(IIl), 545 nm for
Tb(IIl)) emitted during a fixed gate time, t,, after a delay time, tq. A gate
time of 0.1 ms was used, and the excitation and emission slits were set to
10 nm and 5 nm band-pass respectively. All the samples were vacuum-
dried before dissolved in H,O and DO to ensure no H.O was trapped in

complexes.

The obtained exponential decay curves were fitted with the
following equation:
[= Ao+ Ape™
where: | is the intensity at time t after the flash.
Ao is the intensity after the decay has finished.
A1 is the pre-exponential factor.

k is the rate constant for the decay of the excited state.
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The excited state lifetime, 7, is the inverse of the rate constant, K.

The number of first sphere coordinated water molecules (q value) of
Eu(IIT) complex and Tb(IIl) complex was calculated based on their

luminescence lifetime in H,O and D,O from the following two equations."

1 1 1
Qeuqin =35 [( - ) — 0.25]

TH,0 Tpy0

1 1

drpin = 5[( ) — 0.06]

TH,0 Tp,0

where: tn,0 is the luminescence lifetime in H>O (in milliseconds).

n,0 18 the luminescence lifetime in D>O (in millisecond).

4.18. Magnetic resonance imaging.

The measurements were performed on a whole body 1.5 T GE
Excite MR scanner (63 MHz, 25 °C). Inversion—recovery spin echo pulse
sequences (TE 8.8 ms/TR 10000 ms/TI 50—4000 ms) were used for Ty
measurements. The values of T1 were plotted against several gadolinium

concentrations obtained by ICP-MS measurements.
4.19. Nuclear magnetic relaxation dispersion.

These experiments were measured by the Eva Téth’s group in the

Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS, in France.

1/T; Profiles of the Gd(III) complexes were recorded on a Stelar
SMARtracer FFC fast-field-cycling relaxometer covering magnetic fields

from 2.35x10* T to 0.25 T, which correspond to a proton Larmor
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frequency range of 0.01-10 MHz. The relaxivity at higher fields was
recorded using a Bruker WP80 adapted to variable field measurements and
controlled by the SMARtracer PC-NMR console. The temperature was
controlled by a VTC90 temperature control unit and fixed by a gas flow.
The temperature was determined according to previous calibration with a

Pt resistance temperature probe.

NMRD profiles were recorded in solutions containing 0.1% (w/w)
xanthan gum (0.1 mM Gd(IIl), pH 7.4 in 0.02 M HEPES buffer). For
GdDTPA-boehmite, we also measured relaxivities in aqueous suspension
of the nanoparticles (~1 mM Gd(III), pH 7). Following sonication, this
aqueous suspension remains stable for ~30 min when sedimentation starts
to appear. The solutions containing the xanthan gum are stable and give

reproducible relaxivities for an extended period of time.

4.20. Variable temperature 70O NMR transverse (T») relaxation time.

These experiments were measured by the Eva Téth’s group in the

Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS, in France.

The measurements were carried out on a Bruker Avance 500
spectrometer in aqueous solutions of the Gd(IIl) complexes. They were
referenced to a solution containing the same nanoparticle at identical
concentration and pH where the GdA(II) ions were replaced by the
diamagnetic Y(III). Transverse 'O relaxation times (T,) were obtained by

the Carr—Purcell-Meiboom—Gill spin-echo technique.'

To 1mprove
sensitivity in 'O NMR, "O-enriched water (10% H,'’O, Cortecnet) was
added to the solutions to yield around 1% '’O enrichment. The temperature

was calculated according to previous calibration with ethylene glycol and
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methanol.'?

pH="7.

The concentration of the samples was ~ImM in Gd(III),

4.21. Laser confocal microscopy.

These experiments were measured by the Eva Toth’s group in the

Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS, in France.

Human HeLa cells were seeded on glass coverslips and grown in
DMEM (Sigma Chemical Co.; St Louis, MO) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Linus, Spain), 4.5 g/L glucose, L-glutamine, 500 U/mL
penicillin/streptomycin and 20 mM Hepes (Biowhitaker, Walkersville,
MD). When reached confluence, monolayers were incubated with a
suspension of fresh medium containing 100 uM of europium or terbium
particles for 4 hours. Then, coverslips were extensively washed and fixed
with 4% paraformaldehyde in PBS. Immunofluorescence staining was
performed as previously described.”> Anti-CD44 (HP2/9) (a cell-surface
glycoprotein involved in cell-cell interactions, cell adhesion and
migration), generated in our laboratory at CNIC, was used as primary
antibody. Goat anti-mouse Alexa 647 (Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad, CA) was employed as secondary antibody. Next, samples were
mounted using Prolong (Molecular Probes). Series of optical sections were
obtained with a Leica TCS-SP5 confocal laser scanning unit (Leica
Microsystems, Heidelberg, Germany), using a 63x oil immersion objective
(NA 1.4), a 405 nm diode for the nanoparticles excitation and a 633 nm
laser line for Alexa 647 visualization. Images were analyzed using Leica

Confocal Software.
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4.22. Flow cytometry analysis.

These experiments were measured by the Eva Toth’s group in the

Centre de Biophysique Moléculaire, CNRS, in France.

Human HelLa cells were cultured and incubated with lanthanides
as described above. Then, cells were trypsinized and washed in PBS,
followed by incubation with annexin-V Alexa 647 (Molecular Probes) for
15 min at room temperature. Finally propidium iodide was added to a final
concentration of 0.001% and samples were analyzed in a flow cytometer
(FACSCantoTM 1I, BD Biosciencies). Cells were subdivided in 4
categories: negative for both stainings (viable), positive for propidium
iodide (early apoptotic), double positive (intermediate apoptotic) and only

positive for annexin V (necrotic).
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Capitulo 5.

5.1. Synthesis of nanoparticles.
5.1.1. Sol-gel procedure.

In order to obtain the nanoparticles used in this thesis with a high
degree of purity, a sol-gel route was chosen. Furthermore, this procedure

allowed to control the hydrolytic steps present in the mechanism.'

Mixture of the reagents

SRR Hydrolysis

Al-OR + HOH Al-OH + ROH

Hydrolysis and condensation reactions

I
SOL ——1  Al-OH + HO-Al——— Al-0-Al + H,0

Condensation

Al-OR + HO-Al

Gelification | Al-0O-Al + ROH

GEL

Figure 5.1. Typical sol-gel process by hydrolysis of a metallic alcoxide.

In a typical sol-gel protocol (figure 5.1), the process starts with a
solution consisting of metal compounds, such as a metal alcoxide,
acetylacetonate, carboxylate or a soluble inorganic salt as the source of
cations. Additional reactants can include water as the hydrolytic agent, an
alcohol as the solvent, and an acid or a base as the catalyst. Metal
compounds undergo hydrolysis and polycondensation giving rise to a sol,
in which polymers or colloidal particles are dispersed without
precipitation. Further reaction connects the fine particles, solidifying the
sol into a wet gel, which still contains water and solvents. Removal of
solvents and water produces a dry gel. Depending on the characteristics of

the final product we are looking for, it can be necessary to apply high
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temperatures to the gel. By doing so, organic constituents and residues are

removed, giving rise to microstructures of inorganic-inorganic composites.

5.1.2. Synthesis of boehmite nanoparticles.

Colloidal dispersions of boehmite particles with a narrow size
distribution have many applications in adsorbents, catalysts and alumina
powder production, pollution control, microelectronics and separation
technology.' The potential application of boehmite sols is in production of
materials with enhanced physical properties,” which could be produced as
bulk articles or coatings using proper techniques (e.g. deep coating,

electrophoretic deposition,’ etc.).

5.1.2.1. Experimental procedure.

Boehmite synthesis was achieved in a two-step procedure.® In the
first step, deionized water (282 mL) is heated at 80 °C in a round bottom
flask. Then, aluminium s-butoxide (38.6 g) was added resulting in a 100:1,
water:aluminium s-butoxide, molar ratio. The addition must be done very
quickly in order to avoid the formation of Al(OH);. After the alkoxide
addition, an exothermic reaction took place and a gel was formed almost
immediately. The mixture was stirred vigorously for 1 h and the
temperature was increased until 90 °C. The second step, a peptization
process, was carried out adding nitric acid (1.75 mL) in a 0.15:1,
HNOs:alcoxide molar ratio and the solution was kept at 95 °C for 4 days.
Finally, the solvent was evaporated and the solid was dried in an oven at

120 °C for 48 h.
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5.1.2.2. Characterization.

The composition, the size, the shape and the homogeneity of the

final nanoparticles obtained were characterized by different techniques:

e Powder X-ray diffraction. The material presents peaks at 14.18,
28.18, 38.18, 48.98, 55.14, 63.96 and 65.08 values of 26°, which are

characteristic of the boehmite structure. The peaks present in the

diffractogram (figure 5.2) are broad due to the small size of the particles.

110
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Figure 5.2. Powder X-ray diffraction spectra of boehmite nanoparticles. (cross

symbols indicate the characteristic peaks of y-AIO(OH)).

o Infrared spectra. The samples present a peak at 1650 cm™ that
corresponds with the hydration water of the sample (figure 5.3). At
3200 cm™ and 3700 cm™ appear the stretching vibrations of the Al-OH
bonds. These peaks are typically overlapped with the presence of water in
the sample. For the characterization of the AI-OH bonds a band present in

1060 cm™ and 1080 cm™ range is necessary, that corresponds to the
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bending vibration, and a small shoulder at 450 cm™ originated by
octahedral coordinated Al ions. Finally, it is possible to observe a band
situated around 1400 cm™ attributable to de NO;™ group. This band is

originated by the nitric acid used in the peptization process.>
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Figure 5.3. Infrared spectra of y-A10(OH).

e Transmission electron microscopy. The experimental procedure
followed in this thesis has allowed to obtain nanoparticles with an average
size of 15-20 nm (figure 5.4), a high degree of homogeneity and

furthermore, without aggregates.
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Figure 5.4. TEM images of the boehmite nanoparticles (bar = 100 nm in the
figure above and 200 nm at the bottom).

e Thermal analysis. The representative behaviour of the thermal
decomposition of boehmite nanoparticles is depicted in figure 5.5. The
dehydration appears to occur in three main steps. The first one that finishes
at 200 °C, corresponds to the dehydration reaction of physisorbed water
molecules and corresponds to a weight loss of about 5-9%. The second step
gives a broad unsymmetrical endothermic peak, ends before 500 °C and

represents the major part of the mass loss, about 20-25%. This step is
associated with the dehydration and boehmite transformation into 7-

alumina. Finally, it is possible to observe a last step that does not give a

thermal event but appears as a continuous mass loss of about 3%, and
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seems to stop at about 800 °C. This mass loss is assigned to the continuous

dehydroxylation of the surface of the transition alumina.’

The shape of these curves has been found to be closely related to the
crystal size of boehmite.® The first peak is not observed for crystals larger
than 50 nm. The second peak becomes sharper as the crystal size increases
and is shifted towards higher temperatures®. In some papers,’ to explain
the asymmetrical profile of the second peak, an additional step is
considered, attributed to the removal of chemisorbed water before the

conversion into transition alumina.
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Figure 5.5. TGA-DTA curve of a boehmite nanoparticles sample (N, flow of
1.5 L/h, heating rate = 120 °C/h).
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5.1.3. Synthesis of boehmite-silica core-shell nanoparticles.

Mullite-based materials have received much attention in the last
decades. It is an essential component in traditional ceramic materials such
as porcelain, but is also a crucial component for ceramic materials with
specific properties and applications.'” Mullite is the only crystalline phase
within the binary system A1,O3-SiO,'" and is obtained by thermal treatment
of the monofasic gels precursors which are composed by a boehmite core

surrounded by a shell made of silica.

In order to obtain these core-shell nanoparticles, sol-gel techniques
have been used. There are different synthetic approaches to achieve this
goal. The first, named all-alkoxide, is based on the controlled hydrolysis
of aluminium and silicon alkoxides. In the second, named semi-alkoxide
method, the aluminium source is a salt, usually nitrate nonahydrate. The
disadvantage of the alkoxides is their low solubility in water and alcohols.
In addition hydrolysis of the Al alkoxides is faster than
tetracthylorthosilicate (TEOS) and it is difficult to control gelation and
phase separation of bayerite or pseudo-boehmite gel may occur.
Aluminium acetate, formiate and similar compounds also hydrolyze
quickly and they cannot be dissolved completely in water or alcohol and
gel into two separated layers. However, with the semialkoxide method
inexpensive aluminium salts are used and higher homogeneity is reached,
as evidenced by the lower temperature formation of mullite, at around
1000 °C. Among the inorganic salts we have selected aluminium nitrate
because has a good solubility in ethanol. Another reason for this choice

was that the major part of NOs™ content can easily escape during gelation.
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5.1.3.1. Experimental procedure.

The core-shell nanoparticle platform was achieved by
condensation of TEOS and AI(NOs3);-9H,0 in ethanol, followed by aging
for one week. The starting aluminium and silicon sources were aluminium
nitrate and TEOS, respectively. The gel was prepared by dissolving
AI(NO3);3-9H,0 (28.4 g) in ethanol (36.0 mL) under refluxing for 2 hours.
After that, the required amount of tetraethylorthosilicate was slowly added
to the previous aluminium solution. The final molar ratio AI**:CH;CH,OH
was 1:12. The proper amount of H>O for hydrolysis and condensation of
tetraethylorthosilicate and aluminium salt was added by way of water of
hydration of aluminium nitrate nonahydrate. The resulting solution was
refluxed and aged for 1 week. The finally obtained gels were dried at 60 °C
for 12 h and at 120 °C for a further 12 h. The nature of the prepared

nanoparticles was assessed by different techniques.

5.1.3.2. Characterization.

e Powder X-Ray diffraction. The diffraction spectra indicates the
presence of boehmite as a crystalline phase (figure 5.6). The X-ray displays
peaks at around 13.6, 28.3, 38.4, 49.2 and 64.81 values of 20° which can
be attributed to a crystalline phase with the structure of boehmite. The
second component of these synthesised nanoparticles, i.e. silica, which is
amorphous, is evidenced by the absence of peaks corresponding to any

crystalline form of silica.
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I(a.u.)
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Figure 5.6. X-ray powder diffraction pattern of the boehmite-silica core-shell

nanoparticles.

. 2TAl Nuclear magnetic resonance. There are three types of
environments: tetra-, penta- and hexa-coordinate aluminium sites,
which present signals in the range 50-80, 30—40 and (—10) to (+15)
ppm respectively'?. The appearance of a signal at 3 ppm suggests that
in our nanoparticles the Al is predominantly hexacoordinated. Small
peaks from tetracoordinated and pentacoordinated aluminium are also

present (figure 5.7).
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Figure 5.7. 2’A1 NMR of core-shell nanoparticles.

e %°Si Nuclear magnetic resonance. The ??Si NMR spectrum shows
a peak located at around -80 ppm (figure 5.8) that corroborates the presence

of Si atoms with a tetrahedral coordination.
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Figure 5.8. 2°Si NMR of core-shell nanoparticles.
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e Infrared spectra. Figure 5.9 shows the FT-IR spectra of boehmite
(dashed), amorphous silica (dotted)"® and non-functionalised core-shell
crystalline boehmite-amorphous silica nanoparticles.'* All the spectra were
put together in order to compare the presence of the bands corresponding
to boehmite and silica materials in the final nanoparticles. Amorphous
silica is only going to be discussed here, as the IR spectrum of boehmite

was discussed before (vide supra).

r 120

I (a.u)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Figure 5.9. IR spectra for boehmite (dashed), amorphous silica (dotted) and non-

functionalised core-shell nanoparticles.

The IR band at 3437 cm™ is due to the stretching vibration of H,O
molecules. Correspondingly, the IR band at 1632 cm™ is due to the bending
vibration of H,O molecules. The very strong and broad IR band at
1100 cm™ with a shoulder at around 1200 cm™ is usually assigned to the
Si-O-Si asymmetric stretching vibrations. The IR band at 956 cm™ can be

assigned to silanol groups. The IR band at 800 cm™ can be assigned to
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Si-O-Si symmetric stretching vibrations, whereas the IR band at 464 cm’™

is due to O-Si-O bending vibrations.

As it can be seen in figure 5.9, the spectra of the core-shell
nanoparticles display broad bands at low wavenumbers, indicating a
disordered distribution of aluminium and silicon tetrahedral sites. The band
placed at around 1000 cm™' has been assigned to tetrahedral Al-O-Si
bands. This assignment has being made taking into account that the
introduction of Si—O—Al bonds in a Si0, matrix shifted the absorption band

of Si—O toward lower wavenumbers. >

e Transmission electron microscopy. In the figure 5.10 are shown
some TEM pictures of the core-shell nanoparticles. The average size is
around 10 nm, with high homogeneity in size and shape. Unfortunately it

is difficult to evidence the thin layer of silica by TEM examination.
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Figure 5.10. TEM images of the synthesized boehmite-silica nanoparticles,

bar = 50 nm.
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5.2. Synthesis of inorganic-organic systems.
5.2.1. General procedure for nanoparticles surface functionalization.

The anchoring of the organic molecules to the surface has been
achieved by direct condensation of the OH groups located around the
surface of the particles, and the hydrolysable alkyl groups bonded to the

silicon atom attached to the organic molecules (figure 5.11).

H
/U_._/OH Lu Solvent
‘ g fn
5 ~°

OH

Figure 5.11. Schematic experimental procedure for the functionalization

of the nanoparticles surface.

The controlled hydrolysis of the precursors and the later
condensation with the OH groups located on the surface of the
nanoparticles, gave the hybrid materials. Extensive washing of the
materials was successively performed with dichloromethane, ethanol, and

mixtures of ethanol;water.
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5.2.2. Synthesis of anthracene core-shell hybrid systems.

The synthetic approach used to anchor the organic molecules to the
surface of the nanoparticles consists of a two-step procedure. In the first
step, 9-anthracene-1-carboxaldehyde is reacted with the corresponding
precursor tris(alkoxy)polyaminosilane to yield the Schiff bases which are
characterized by a downfield shifted '"H NMR signal at ca. 8.4 ppm
attributable to the imine-type proton. The imines are reduced with sodium
borohydride to give the corresponding functionalised fluorophoric

precursors.

MINA.

" O This system was prepared by reaction

—0,

Loy N of 3x10” moles of 9-anthracene-1-
/ H

~ on Q carboxaldehyde and 3 x10~ moles of

(3-aminopropyl)triethoxysilane in 150 cm™ of dry ethanol. After one and a

half hours, the yielded imine was reduced by addition of 794 mg of NaHB4

under argon.

Finally, the hybrid inorganic—organic system was prepared by
adding 1 g of boehmite-silica core—shell nanoparticles to an ethanolic
solution of the functionalised anthracene-amine compound, keeping the
samples under stirring for 3 h. The functionalised nanoparticles were
collected by centrifugation, and the product was successively washed with

CH,Cl,, EtOH and an EtOH-H,O mixture.

Elemental analysis: C 4.9%; N 0.3%.

Functionalisation yield: 2.3x10™* moles of attached polyamines per gram

of material.
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M3NA.

- on

o i

' 0551/\\/\_\,/\/-"\/\_\_ _
e H H Q synthetic procedure, the

Following  the  same

" modified fluorescent

sensor M3NA was prepared with (N’-[3-(trimethoxysilyl)propyl]-

diethylenetriamine, a triamine complexing unit.

Elemental analysis: C 4.4%; N 0.7%; H 2.8%.

Functionalisation yield: 1.7x10™* moles of attached polyamines per gram

of material.
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5.2.3. Synthesis of contrast agents hybrid systems.

1.4,7-Tris(tert-butoxycarbonylmethyl)-1.4,7.10-tetraazacyclododecane. '

C(CH )
33 /C(CH3)3

TmA
’”l

C(CH3)3

0.750 g (4.21 mmol) of 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecano (cyclen) and 1.17 g of
NaHCOs3 (13.90 mmol) were stirred in 25 mL
of dry CH3CN at 0°C. Then, 2.03 mL
(13.90 mmol) of tert-butyl bromoacetate was
added dropwise. The reaction was left to react

for 30 hours. Protected cyclen was separated

by column chromatography (SiO,, CH,Cl,:MeOH).

Yield: 46 %.

C26H50N4O6, MW: 514 g/mol.

'H NMR (300 MHz, CDCL): & (ppm), 1.44 (s, 27H), 2.87 (s, 4H),
2.90 (s, 8H), 3.08 (s, 4H), 3.27 (s, 2H), 3.36 (s, 4H), 9.96 (s, 1H).

B3C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm), 28.5, 47.8, 51.7, 58.5, 82.0, 170.0,

170.8.

m/z (CI) 515(MH").
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N-{3-[4.7.10-Tris(tert-butoxycarbonylmethyl)-1.4.7.10-

tetraazacyclododecan-1-yl]propyl} trimethoxysilane.

C(CHs)s 0.100 g (0.94553 mmol) of

o— C(CHy);

\f //g protected cyclen and 0.26 ¢

(1.94553 mmol) of K,COs were
stirred in dry CH3CN under reflux.

;\ 39.27 uL (0.94553 mmol)

C(Cﬂs)s of (3-iodopropyl)trimethoxysilane
were added and the mixture refluxed for 48 hours. After 48h, the solution
was cooled at room temperature and the solvent vacuum removed. The oil

obtained is used for the next step without further purification.

B-DO3A hybrid system.

oH The oil obtained from the previous

0" step was dissolved in toluene. To

0 [ j this  solution  was  added
_SI\/\/I\\—//Z 0.291 mmol of boehmite and the

mixture refluxed for 24 hours. The
solid was separated by centrifugation at 4000 rpm for 10 minutes and
washed 4 times with EtOH. No unreacted (3-iodopropyl)trimethoxysilane
or the hydrolyzed form was found in the nanoparticles as measured late by

EDX.

In order to remove the protection groups, the solid obtained was

stirred for 3-4 hours in a mixture of CH,CL:TFA (trifluoroacetic acid)
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(3:1). The acid was eliminated by washing and centrifuging the solid with
CH,Cl,, CH,Cly/EtOH and finally with EtOH.

Elemental analysis: C 6.7%; N 1.3%; H 3.3%.

11.14.17-tetra(carboxymethyl)-8,11.14.17-tetraazadecan-8-oate-1-

vllpropyltriethoxysilane.!’

H(L 0.72 g (2 mmol) of DTPA-
! o bis(anhydride) was stirred on 30 mL
\_ O (\ /\l (0} o

\_Oo_\Si\/\/NEN Nﬁ of dry DMF containing 277 pL. of
/- o o on  Ho” Yo dry EtsN. The mixture was stirred for

30 min and 2.2 eq. of (3-aminopropyl)-triethoxysilane were added to the
solution. After 48 h, the solvent was evaporated and the crude mixture was
solubilized in 50 mL of 0.5 M NaOH in water (50 mL). The basic solution
was washed twice with 25 mL of CH,Cl,, and evaporated again to give a

white powder.

B-DTPA hybrid system.

0 The powder obtained in the

previous step was solubilised in

o i , 0
Uo\__ Y/j'\ '\i\( MeOH. The solution was heated
0—/51\/\\/3[{ OH
(]

o MmO at 60 °C and 0.6 g of boehmite
was added to the solution. The mixture was stirred for 1 day. The solvent

was removed and the solid was washed 4 times with DMF and EtOH.

Elemental analysis: C 7.2%; N 1.2%; H 2.9%.
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Lanthanide complexes.

The hybrid systems D-DO3A and B-DTPA were dispersed in 25 mL
of CH3CN and an equimolar quantity of lanthanide chloride was added.

Elemental analysis provided a loading of 2.8x10™, 2.2x10™* and
1.6x10™* moles of gadolinium, terbium and europium per gram of sample
of B-DO3A; and 1.9x10™, 1.9x10* and 2.9x10™ moles per gram of

B-DTPA complexes of gadolinium, terbium and europium, respectively.
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5.2.4. Synthesis of squaramide hybrid systems.

BSgN", MSgN", BSq, B2Sg2N" hybrid systems.

X

@:\f e (‘Uﬁ,ﬁﬁo”\ .

BSqN* MSqN*

on kﬂ
ls /\ /\ i\; /\(\/\ﬁ HN
_u l -0 “Si ‘\—\
B2Sq2N’

The squaramide moieties were synthesised in the group of A. Costa
in the Supramolecular Chemistry Group at University of Balearic Islands.'®
The organic precursors were prepared by condensation of
3-(triethoxysilyl)propan-1-amine  with the appropriated charged

squaramide-ester.

Squaramide compounds (0.5 mmol) were dissolved in the minimum
quantity of water and added dropwise to an ethanolic suspension of
boehmite nanoparticles (1 g) placed in a round bottom flask. After 1 day
stirring at room temperature, the obtained solids were separated by
centrifugation. Then, the solids were repeatedly washed and centrifugated

with ethanol, and a mixture of ethanol:water (60:30).

+

BSgN™:

Elemental analysis: C 9.7%; N 2.1%; H 2.7%.

Functionalisation yield: 5.04x10™ moles of attached squaramide molecules

per gram of material.
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Elemental analysis: C 3.1%; N 0.7%; H 1.3%.

Functionalisation’s yield: 1.60x10* moles of attached squaramide

molecules per gram of material.
BSaq:
Elemental analysis: C 13.1%; N 2.2%; H 2.2%.

Functionalisation yield: 7.82x10* moles of attached squaramide molecules

per gram of material.

B2Sg2N":

Elemental analysis: C 11.4%; N 2.8%; H 2.1%.

Functionalisation yield: 3.41x10™ moles of attached squaramide molecules

per gram of material.

BNH; " hybrid system:

oH BNH; was prepared by reaction of 1 of

boehmite nanoparticles with 3x107
:?(;;Si\/“\/NH; moles of
(3-aminopropyl)triethoxysilane in
150 cm™ of dry ethanol. The reaction was kept under stirring for 1 day at
60 °C. Finally, the functionalised nanoparticles were collected by
centrifugation, and the product was successively washed with CH,Cl,,

MeOH, and a MeOH/H,0O mixture.
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The positive charge located on the primary amine was achieved

during the experimental titrations in the acetic-acetate buffer.
Elemental analysis: C 26.2%; N 5.4%; H 7.8%.

Functionalisation yield: 3.84x107 moles of attached polyamines per gram

of material.

BN hybrid system. "’

oH The hybrid inorganic—organic system

5 ( .y was prepared following the same

?)ESi\/\/ NJr\\ procedure than for BNH3".

The BNH; nanoparticles were resuspended in EtOH (50 mL) to
carry out the quarterisation of the primary amine. CH3CHaI (200 pL) were
added to the ethanolic solution containing the modified nanoparticles under
Ar and the mixture was heated at 90 °C with vigorous stirring overnight.
Water (10 mL) was added and the mixture was refluxed for 3 h. Then the
nanoparticles were collected by centrifugation, and the product was

successively washed with CH»Cl,, EtOH and an EtOH-H,0O mixture.
Elemental analysis: C 13.0%; N 1.7%; H 7.6%.

Functionalisation yield: 1x10™* moles of attached polyamines per gram of

material.
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5.2.5. Synthesis of pyrene hybrid systems.

N'-(2-aminoethyl)-N?-(pyren-1-ylmethyl)ethane-1,2-diamine

trithydrochloride salt.

H

3Np1 was prepared by reaction of 1-
H,N /\/N\/\ p prep y

N
H O pyrenecarboxaldehyde (5 x 10~ mol)

3 HCl “ and diethylenetriamine (5 x 10~ mol)

‘ in dry EtOH. The resulting mixture

was stirred for 2 h at room
temperature, and then, a 4-fold excess of sodium borohydride was added.
The reaction was kept for a further hour under stirring. The compound was

isolated and characterized as its HCI salts.
C21H2CI3N3, MW: 422.5 g/mol
Yield: 73 %
Melting point: 121.3 °C
Elemental analysis:
Calculated: C, 59.64; H, 5.21; N, 9.94
Experimental: C, 59.0; H, 5.0; N, 9.4

'"H NMR (300 MHz, D,0): § (ppm), 8.19 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 8.15 (d,
J=7.5Hz, 1H), 8.02 (t, ] = 7.9 Hz, 2H), 7.99 — 7.93 (m, 2H), 7.91 — 7.83
(m, 2H), 7.77 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.72 (s, 4H), 3.45 (1, ] = 6.9 Hz, 2H),
3.37 - 3.31 (m, 2H), 3.30 — 3.21 (m, 4H).
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C NMR (75 MHz, D20): & (ppm), 131.95, 130.64, 129.93, 128.91,
128.69, 128.66, 128.42, 127.11, 126.67, 126.09, 125.93, 124.88, 123.66,
123.28, 122.40, 121.31, 48.73, 44.56, 43.51, 42.86, 35.45.

N'.N'-bis(2-aminoethyl)-N>-(pyren-1-ylmethyl)ethane-1,2-diamine

trihydrochloride salt.

HN Tpi was synthesized by the reaction of

1-pyrenecarboxaldehyde
N N NS O (8.7x107° mol) with a 4- fold excess of

H

3 HCI tris(2-aminoethyl)amine (tren)
‘O (3.5x102 mol) in dry EtOH. The

resulting mixture was stirred for 2 h at
room temperature under argon, and then a 4-fold excess of sodium
borohydride (3.5%1072 mol) was added portionwise. After 2 h, the solvent
was evaporated to dryness. The residue was treated with water and
repeatedly extracted with CH,Cl, (3%x40 mL). The organic phase was dried
with anhydrous MgSO, and the solvent evaporated to dryness to give an
oil. The oil was then taken in a minimum amount of EtOH and precipitated

with HCI in dioxane to obtain its hydrochloride salt.
C23H31CI3N4, MW:468.16 g/mol

Yield: 78 %

Melting point: 121.3 °C

Elemental analysis:

Calculated: C 58.79%; N 11.92%; H 6.64%.
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Experimental: C 58.6%; N 11.5%; H 6.8%.

'H NMR (300 MHz, D,0): & (ppm), 8.26 (d, J = 7.39 Hz, 1H), 8.20 (d,
J=6.95 Hz, 1H), 8.09 (t, J = 7.67 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 9.06 Hz, 1H), 8.02
(d, J=17.83 Hz, 1H), 7.99 (d, ] = 7.88 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 9.10 Hz, 1H),
7.91 (d, J = 9.36 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 7.97 Hz, 1H), 4.74 (s, 2H), 3.25 (t,
J=6.77 Hz, 2H), 3.05 (t, ] = 6.62, 4H), 2.86 (t, ] = 6.92 Hz, 2H), 2.81 (t,
J = 6.59 Hz, 4H).

3C NMR (75 MHz, D;0): & (ppm), 132.10, 130.95, 130.21, 129.23,
129.05, 128.90, 128.63, 127.43, 126.95, 126.36, 126.20, 125.13, 123.88,
123.57, 123.02, 121.66, 50.08, 48.82, 48.53, 44.03, 36.68.

ESI-MS (m/z):
Calculated for C,3H2sN4, 360.23.

Found: 361.23 [L + H]".

B3Npi hybrid system.

& B3Npi was prepared by

‘@ |

Q iy o
H

e ‘ ‘ pyrenecarboxaldehyde

O (3x10° mol) and  N'-[3-
(trimethoxysilyl)-propyl]-
diethylentriamine (3%10° mol) in methanol (150 mL). After 2 h of stirring

at room temperature, a 4-fold excess of sodium borohydride was added.
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Finally, the hybrid inorganic-organic system was prepared by
adding 1 g of boehmite nanoparticles to a solution of the functionalised
pyrene-amine compound, keeping the stirring for 3 h. The functionalised
nanoparticles were collected by centrifugation, and the product was

successively washed with CH,Cl,, MeOH, and a MeOH-H,O mixture.

Elemental analysis: C 3.3%; N 0.5%. H 2.8%.

B1Npi hybrid system.

N

B1Npi was synthetised following the

“ same procedure but in this case the

L7}

@ O triethoxysilane.

075i/\/\_1\i O
0 . ‘ reagent was (3-aminopropyl)-

Elemental analysis: C 1.5%; N 0.3%; H 1.9%.

BTpi hybrid system.

8 N BTpi was synthesized by
@2\5/\/\“ PN reaction of Tpy (5x10~° mol)
o ' " ‘O‘ solved in dry EtOH (125 mL)

@ Y with (3-iodopropyl)-
trimethoxysilane (510~ mol)

in an inert atmosphere for 24 h under stirring. Then, 1 g of boehmite
nanoparticles was added to a solution of the functionalised pyrene-amine

compound, keeping the stirring for 3 h. The functionalised nanoparticles
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were collected by centrifugation, and the product was successively washed
with toluene-EtOH, EtOH, EtOH-H,O mixture, and EtOH. In each

washing step, the solid was collected by centrifugation.

Elemental analysis: C 10.8%; N 2.8%; H 2.9%.

Bpi hybrid system.

N Bpi was prepared by reduction of 1-

pyrenecarboxaldehyde (4.5x107° mol) with a

4-fold excess of sodium borohydride at room

%

‘ temperature. After that, the product was
.‘ extracted with water and the resulting alcohol
‘ was reacted with the boehmite nanoparticles
by OH condensation. Finally, the solid was repeatedly washed with
ethanol, dichloromethane, and ether. In each washing step, it was collected

by centrifugation.

Elemental analysis: C 1.0%; H 2.7%.
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5.2.6. General characterization for hybrid systems.

« 2°Sj Nuclear magnetic resonance. It is well known that **Si NMR
spectroscopy, which is sensitive to the first and second nearest neighbours,
allows for an easy discrimination between the T (C—S103) and the Q (S104)
units. The cleavage of the Si—C bonds of the T units to give the Q units
produces an upfield shift of the *°Si signal which moves from & = -40
to -80 ppm (T units) to & = -90 to -110 (Q units). In this respect, the CP
MAS #Si NMR is conclusive about the nature of the bond between the

boehmite and the functionalised precursor.

T

T, R T, R T, R 2
&46 ppm -43 ppm % -55 ppm ; -53 ppr?
u()xm\-(}il

_ ~OEt
EtO-—g - —OEL
§] /I] !H /b]‘ S OH

0 0 o 0 0 o] 0 0

R

] ool ol ol -
0 “‘Si’(}‘“éi“o"‘,‘ii —O—g; ~gi 0“‘5i < 0'“‘1-".1“”“5',—;’”“‘
L7, s v L 2 s 2 s s e i e L i L il
maonofunctional bonding monofunctional bonding  bifunctional bonding
T, & R T LEE Q, Q, Q,
-53(-55) ppm A % -62...-66 ppm < =90 ppm  -100 ppm -110 ppm
""“'%i"""o\[&ii"’”_‘ ]“ ——O0—si H “\ H O
e - Va ~ Vs .
(OEL) \0 ({ [|J '\? o ({ /0 (I) fo‘-}u o
P _0— ;0570 -~ \Si,.o\_\b_i,o\ o
| “# s s ' s s ' 2 2 2 ' ' A
bifunctional bonding trifunctional bonding

Scheme 5.1. Chemical shifts for T and Q units in ??Si NMR.

The substitution of silicon atoms by aluminium ones yields
downfield shifts from 5 to 7 ppm of the *°Si signals for every substituted
silicon (scheme 5.1). In figure 5.12 are shown the ¥Si NMR of different
synthetised hybrid systems during this PhD. The signals centred at -68.0
and -90 ppm, which are in agreement with a T, (CH,—Si—(OAIl),OH) and

- 173 -



Synthesis and characterization.

T3 (CH2—Si—(OAl)3) units demonstrating the covalent attachment of the

silicon derivative to the boehmite surface through Si-O—Al bonds. %

-67.02 ppm  -94.36 ppm

4
A

-91.24 ppm

”“’\.,Wmvwﬂf\/j B P

T T T T T T "'""4"[’"'—* mmrmmwm‘mfﬂww
100 50 ] -50 -100 =150 =200 100 0 -100 -200

Figure 5.13. Examples of 2Si NMR of functionalised nanoparticles.

e Powder X-ray diffraction, infrared spectra, transmission electron
microscopy and 2’Al nuclear magnetic resonance (in case of core-shell
nanoparticles) were carried out for all the hybrid systems showing that the
matrix of the supports have not been disrupted throughout the

functionalization procedures.
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6.1. Introduccion.

El mercurio existe principalmente en tres estados de oxidacion:
Hg(0) (metélico), Hg(I) (mercurioso) y Hg(Il) (mercurico). El mercurio es
uno de los componentes mas toxicos que se puede encontrar en la
naturaleza, ya que incluso a concentraciones muy bajas puede causar
enfermedades digestivas, que afecten al buen funcionamiento del rifion, e
incluso neuroldgicas.' La agencia de proteccion medioambiental (EPA)?
indica el nivel médximo de Hg(Il) permitido en el agua de consumo en
2 ppb. Sin embargo, hoy en dia la contaminacion medioambiental por
mercurio es un gran problema debido a la existencia de una gran variedad
de fuentes de mercurio, desde naturales (por ejemplo, la actividad
volcanica) hasta industriales (la explotacion de minas, los combustibles
fosiles, etc) (figura 6.1). El ciclo global del mercurio engloba la emision
de Hg(0) desde la tierra y las aguas superficiales a la atmdsfera, donde se
puede transformar en otras especies solubles y volver mediante diferentes
procesos de deposicion. En este sentido, Espana es uno de los paises con
una mayor exportacion de mercurio dentro de la Union Europea, debido en
gran medida a las minas de Almadén, que producen mas de 1000 toneladas
al afio (si bien es cierto, que la cantidad de mercurio que se libera al
medioambiente es desconocida). Si ademas se tiene en cuenta que la
cantidad de mercurio derivada de actividades humanas ronda entre 2000 y
3000 toneladas al afio, es necesario prestar atencion al flujo de mercurio

que va al medioambiente y su efecto en él.°
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Total anthropogenic mercury emissions
- kg por 0.5” grid call}

unproyecied (grograpech

Figura 6.1. Distribucion especial de las emisiones de mercurio antropogénico a

la atmosfera en el afio 2000.%

El problema y/o el peligro de los procesos de deposicion de mercurio
en la tierra se deben a que el mercurio inorganico se oxida a Hg(I) y se
transforma en compuestos organomercuriales (figura 6.2). Por ejemplo, el
metilmercurio es conocido por acumularse en los peces y mamiferos
marinos, alcanzando niveles méximos en las especies depredadoras que se
encuentran al final de la cadena alimenticia entrando, de esta forma, en la
dieta del ser humano. Por eso, el desarrollo de métodos eficaces para la
deteccion de mercurio cationico en disoluciones acuosas con un alto grado

de sensibilidad y selectividad es muy importante.
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Oxidation
Emission & Transport ——2> Hg(0) ——> Hg(ll) m

Wet & Dry
Deposition

y AR
Volatilization / \ A Methylation

M o e ”g"‘” B

Hg(ll)

Figura 6.2. Ciclo del mercurio en un lago donde se puede producir
metilmercurio toxico.> Abreviaturas: Hg(0), mercurio en su firma elemental;

Hg(II), mercurio divalente; MeHg, metilmercurio.

Hoy en dia existen diferentes tipos de sensores quimicos y fisicos
desarrollados para la deteccion de Hg(II) que usan una gran variedad de
métodos experimentales y técnicas diferentes como la absorcidon atomica,
la electroquimica, la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente, la espectroscopia de resonancia magnética, etc.
6789.10.ILIZ1 - Aynque estas técnicas han dado resultados analiticos muy
buenos, tienen como desventaja el uso de equipamiento costoso y tiempos
de preparacion de muestras y medida largos. Desde nuestro punto de vista,
los sensores Opticos representan una de las posibilidades més interesantes
para resolver los inconvenientes antes mencionados debido a que son
técnicas que no requieren una instrumentacion cara, la toma de resultados
es rapida y en la mayoria de los casos no es necesario un pretratamiento de
las muestras.'* Ademas, es necesario realizar un esfuerzo extra en el

desarrollo de quimiosensores que sean capaces de detectar mercurio en
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agua, sin la necesidad de utilizar medios orgédnicos (o mezclas de
disolventes orgéanicos y acuosos), de manera que las medidas, y por tanto
los resultados se puedan llevar a cabo en muestras “reales”, que en su

mayoria se encuentran en medios acuosos.

6.2. Poliaminas como quimiosensores metalicos.

Como se ha discutido en la introduccion general, a la hora de disefiar
un quimiosensor luminiscente se deben tener en cuenta tanto las
caracteristicas del receptor como las de la unidad indicadora. Si nos
centramos en el reconocimiento de iones metalicos, la estabilidad del
complejo cation-ligando depende de muchos factores: naturaleza del cation
y del disolvente, la temperatura, la fuerza idnica, etc. Es por ello que las
caracteristicas del receptor (su topologia, el nimero y el tipo de grupos
funcionales) se deben adecuar a las del sustrato (didmetro i6nico, densidad

de carga, numero de coordinacion).

En el disefio de nuestro quimiosensor hibrido se ha decidido utilizar
poliaminas de cadena abierta (aciclicas) por las grandes ventajas que
presentan. Los compuestos poliaminicos se caracterizan por ser solubles
en agua y ser receptores ambivalentes, capaces de coordinar metales
(cuando el numero de grupos amino no protonados es suficiente) y especies
anidnicas (cuando los grupos amino se encuentran protonados). Ademas,
si se aflade una unidad fluorescente a la cadena poliaminica, se introducen
las ventajas de la espectroscopia de fluorescencia como técnica de
deteccion barata, facil y rapida. Una ventaja adicional que presenta el uso
de poliaminas en disolventes proticos, es el hecho de que los protones

compiten con los iones metalicos por los grupos amino. En fase gas, la
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afinidad que presentan los grupos amino por los protones sigue la
tendencia: grupo amino terciario > secundario > primario. Sin embargo, en
disolucion acuosa la tendencia es secundario =~ primario > terciario ya que
las moléculas de agua pueden formar enlaces por puentes de hidrégeno
facilmente con las aminas protonadas y solvatarlas. Asi, cuanto menor es
la sustitucion del grupo amino, mayor es la solvatacion y por tanto la

estabilidad de la especie.'”

Dado que el grupo amino tiene propiedades electrén dadoras, puede
intervenir en procesos de transferencia electronica cuando un fluor6foro se
encuentra proéximo. La protonacion de los grupos amino previene estos
procesos, por lo que la fluorescencia de estos sistemas puede ser modulada
a través de los procesos de protonacion y desprotonacion de los grupos

amino.

Ademas, dado que la sintesis de este tipo de ligandos es
relativamente sencilla y barata, se pueden realizar modificaciones en la
estructura de cara a la obtencion de un quimiosensor lo mas sensible y
selectivo posible, sin que ello suponga un gran esfuerzo sintético o
economico. En este sentido, se ha decidido variar el nimero de atomos de
nitrogeno de la cadena poliaminica para estudiar su efecto en el
reconocimiento de los sustratos y en la solubilidad del propio sistema

hibrido.

Por todo ello, y debido a las caracteristicas que presenta el Hg(II)
como el efecto de metal pesado y su tendencia a formar complejos de bajo
numero de coordinacion, se ha desarrollado un material hibrido compuesto
por nanoparticulas funcionalizadas con poliaminas aciclicas, en las que

mediante el empleo de la espectroscopia de fluorescencia, se pretende
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detectar este cation mediante la desactivacion de la emision de

fluorescencia.

6.3. Sistemas hibridos empleados.

La nanotecnologia es un area multidisciplinar cuyo desarrollo es
util en diferentes campos de la ciencia y la tecnologia. La sintesis,
propiedades y aplicaciones que se le pueden dar a estos materiales es muy
diversa y se extiende desde el campo de la biomedicina, con el desarrollo
de agentes de imagen, liberacion de fArmacos, herramientas de diagndstico,
pasando por el campo del medioambiente para la deteccion de
contaminantes, hasta el campo de la electronica con el desarrollo de
materiales con aplicaciones 6pticas.'® Dentro de los diferentes tipos de
sistemas que pueden emplearse en el desarrollo de quimiosensores
hibridos, cabe destacar el empleo de nanoparticulas con arquitectura de
nucleo-envoltura. Este tipo de materiales consiste en un ntcleo interno de
una composicion quimica determinada y una capa externa de otra diferente.
Esta caracteristica estructural abre la posibilidad de combinar diferentes

materiales y por lo tanto diferentes propiedades en una misma entidad.

SiO,
Envoltura
amorfa

Esquema 6.1. Composicion de las nanoparticulas con arquitectura nticleo-

envoltura.
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En nuestro caso se ha decidido trabajar con nanoparticulas en las que
el nucleo estd compuesto por bohemita cristalina rodeada de una fina capa
de silice amorfa, por las ventajas que estos dos materiales proporcionan

(esquema 6.1).

e El empleo de una estructura cristalina como nticleo hace que el
grado de homogeneidad de las nanoparticulas finales sea elevado
tanto en la forma como en el tamafio. Cuando se trabaja con
nanoparticulas de silice amorfa de didmetros alrededor de 20 nm,
es usual tener problemas de falta de homogeneidad y agregacion
de las nanoparticulas ya que la sintesis se ve afectada por un gran
numero de factores como el procedimiento de mezcla de los
reactivos, el secado de las nanoparticulas.'’

e La adicion de una envoltura durante la sintesis del nucleo de las
nanoparticulas permite controlar el tamafio de las mismas. En este
caso se han sintetizado nanoparticulas con un didmetro medio de
10 nm, que son menores a las nanoparticulas de bohemita cuyo
tamano alcanza en algunos casos los 20 nm de diametro.

e La estabilidad de las disoluciones coloidales se mantiene en un
amplio intervalo de pH. Las dispersiones de bohemita son, a
concentraciones milimolares, estables hasta pH fisioldgico, a partir
del cual empiezan a coagular. Sin embargo, las nanoparticulas de
bohemita-silica han resultado ser estables en disolucién acuosa

hasta pH 12 en el mismo rango de concentracion.

A continuaciéon se muestran los receptores hibridos que se van a
estudiar en este capitulo (esquema 6.2). En los dos casos se ha empleado
el mismo tipo de nanoparticulas como soporte solido (denominadas M) y

se han utilizado dos cadenas poliaminicas abiertas que contienen una inica
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amina secundaria en un caso (1N) y 3 aminas secundarias en el otro (3N),
incluyendo en ambos casos el fluoréforo antraceno (A) como unidad
sefializadora. Los sistemas hibridos sintetizados se han denominado
MINA y M3NA respectivamente. Para conocer la cantidad de poliamina
anclada a la superficie de las nanoparticulas se ha realizado un calibrado
mediante fluorescencia utilizando las moléculas libres (INA y 3NA)

ademas de los resultados obtenidos del analisis elemental.

MINA

el 0\‘ O

H
" o>m/\/\§/‘\/“\/\_ﬁ O M3NA

Equema 6.2. Sistemas hibridos sintetizados.

oy

Aunque la preparacion de estos sistemas hibridos puede parecer
simple, su disefio no ha sido trivial. Se ha tenido en cuenta la capacidad del
mercurio por formar complejos con un indice de coordinacion 2 de relativa
estabilidad a la hora de elegir poliaminas aciclicas con un nimero pequeiio
de atomos dadores, a diferencia de lo que pasa con otros iones metalicos
como el Cu(Il) o el Zn(Il) que presentan preferiblemente indices de

coordinacion mas elevados (4,5 y 6).'%
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6.4. Estudios fluorimétricos.

El primer paso a la hora de estudiar un sistema mediante
espectroscopia de fluorescencia es conocer su espectro de absorcidon y
encontrar las condiciones de excitacion y emision Optimas en las
condiciones experimentales de trabajo."” En la figura 6.3 se muestra el
espectro de absorcion y emision del sistema M3NA. El espectro de
absorcion muestra las 3 bandas caracteristicas del antraceno centradas a
353 nm, 369 nm y 389 nm. Se ha representado el espectro de absorcion
junto con el espectro de emision de fluorescencia para mostrar como, en el
caso de algunas moléculas aromaticas, es posible distinguir las transiciones
entre diferentes niveles vibracionales (ver seccion de luminiscencia,
apartado 1.2). Ademas, se observa que el espectro de fluorescencia es la
imagen especular del espectro de absorcion con un desplazamiento de

Stokes minimo, o lo que es lo mismo, una casi total coincidencia de las

transiciones vo-vo (Eo.).

03 z - 5 W T
Espectro absorciébn  Espectro emisién
Espectro excitacion

02 +

I(u.a)

01 +

I{ua)
Absorbancia

250 300 350 400 300 350 400 450 500 550
A(nm) A (nm)

Figura 6.3. Espectro de excitacion, absorcion y emision del sistema M3NA,

7\‘CXC. = 350 nm y }\Jemis. = 416 nm.
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6.4.1. Comportamiento acido - base en disolucion acuosa.

Como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que los
ligandos poliaminicos son receptores muy versatiles ya que son capaces de
coordinar especies catidnicas o anidnicas en funcion del grado de
protonacion de los grupos amino. Dado que las reacciones de complejacion
compiten con las de protonacidn, es necesario conocer previamente las
propiedades acido-base de los receptores polinitrogenados antes de

estudiar la capacidad coordinativa de los ligandos.*’

Al ; MINA

Rt
b

387 437 487 537

380 430 480 530 580
A (nm)

Figura 6.4. Variacion de los espectros de emision de fluorescencia de los

sistemas M1NA (A) y M3NA (B) en funcion del pH. Aexe. = 350 nm.
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En general, el comportamiento luminiscente en receptores
poliaminicos que contienen grupos fluordéforos depende en gran medida
del grado de protonacion de dichos receptores. Una valoracion
fluorimétrica acido-base de los receptores permite conocer como varia la
emision en funcion del pH y, por lo tanto, seleccionar los intervalos de pH
adecuados para realizar los estudios posteriores de coordinacion. Las
valoraciones de los receptores hibridos MINA y M3NA muestran en
ambos casos una disminucion en la intensidad de emision conforme se
aumenta el pH (figura 6.4). Ademas, unicamente se observa la emision
debida al monomero del antraceno, sin observar formacion de excimeros
en ninguno de los dos sistemas. Para evaluar mas facilmente el efecto del
cambio de pH sobre la emision de fluorescencia de los diferentes sistemas,
se ha representado la variacion del maximo de emision (Aemis. =416 nm) en

funcion del pH (figura 6.5).
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A 12 [ MINA
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0.2

Figura 6.5. Variacion del maximo de emision de fluorescencia de los sistemas

MINA (A) y M3NA (B) en funcién del pH, Aexe. = 350 nm y Aemis. =416 nm.

La desactivacion de la emision de la fluorescencia (CHEQ) que se
produce al aumentar el pH, se puede explicar a través de un mecanismo de

transferencia electronica fotoinducida desde el par de electrones solitario

- 190 -



Capitulo 6.

de la amina a un estado excitado del antraceno (figura 6.6). Cuando la
amina se encuentra en su forma protonada, el par de electrones del
nitrégeno se encuentra interaccionando con el proton, por lo que no hay
desactivacion de la emision de fluorescencia del antraceno ya que la vuelta
al estado fundamental se produce a través un proceso radiativo. Sin
embargo, cuando los grupos amonio se desprotonan, se produce una
transferencia electronica desde la amina al fluor6foro forzando la

desactivacion no radiativa del estado excitado.

LUMO LUMO _l_

m—’— HOMO
HOMO —’— HOMO —I— y
—-'—}— HOMO
Fluordforo

; Amina Protonada ; Amina Libre De Carga
Excitado Excitado
%,

O
H

e g

s e

oI R v Y
&

hvy, hvge hv,,. % hvg,..

Figura 6.6. Mecanismo de transferencia electronica fotoinducida producida por

la desprotonacion de la amina.
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6.4.2. Quimica de coordinacion cationica.

El comportamiento fotoquimico de un ligando libre puede verse
modificado al complejar cationes.?! Dependiendo de la naturaleza del ion
metalico se pueden observar dos efectos diferentes. Existen algunos
metales que producen una desactivacion de la emision de fluorescencia
(efecto CHEQ), mientras que la complejacion a otros iones metalicos tiene

como consecuencia un aumento de la fluorescencia (efecto CHEF).

Por ejemplo, el Ca(Il), el Zn(Il) y en menor medida el Cd(II) son
metales que suelen producir en la mayoria de los casos un efecto CHEF,
mientras que el Cu(Il), el Ni(Il) y el Hg(II) suelen provocar un efecto
CHEQ.?* A la hora de predecir el efecto que un determinado metal tendra

en la fluorescencia, es util tener en cuenta las siguientes consideraciones:

e Los atomos pesados como el Hg(Il) y el Pb(II) tienen constantes de
acoplamiento spin-orbita ({) grandes. Se sabe que valores de { grandes
estabilizan los estados triplete lo que se traduce en mayores tiempos
de vida del estado excitado y por lo tanto, en una mayor tendencia a
experimentar relajaciones no radiativas para volver al estado
fundamental.

e [Los metales paramagnéticos del bloque “d” como el Cu(II) o el Ni(II)
de alto spin, al igual que los del bloque “t” como el Gd(III) o el
Tm(III) son capaces de inhibir mucho la fluorescencia.

e Los metales como el Ca(Il) y el Zn(Il) tienen un peso atdémico
relativamente bajo y no son paramagnéticos. Son metales que
presentan indices de coordinacion altos, por lo que son capaces de
bloquear los pares de electrones solitarios localizados en la molécula
organica y, por lo tanto producir un efecto CHEF en la fluorescencia

de la misma
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e Por ultimo, los cationes Ca(Il), Zn(Il) y Ag(I), con configuracion
electronica d'°, suelen producir un aumento de la emision de
fluorescencia en ligandos de tipo poliaminico, ya que no suelen
introducir estados excitados centrados en el metal o estados excitados
con separacion de carga, que conllevarian procesos de transferencia
electronica o transferencia de carga, ambos mecanismos de relajacion

no radiativos.

Una vez conocido el comportamiento fotoquimico de los sistemas
hibridos en disolucion acuosa en funcion del pH, se procedid a estudiar el
efecto de una serie de metales sobre la emision de fluorescencia. Se
repitieron las valoraciones fluorimétricas de los sistemas hibridos después
de adicionar cantidades equimoleculares de los diferentes metales. En la
figura 6.7 se muestra la variacion del espectro de emision del sistema

Cu(II):M3NA en relacién molar 1:1 en funcién del pH.

I (u.a.)

380 430 480 530
A (nm)

Figura 6.7. Emision de fluorescencia del sistema Cu(Il) : M3NA en funcion del

PH, A exe. =350 nm.
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Para poder comparar los cambios producidos por los diferentes
metales se puede representar el maximo de emision de fluorescencia frente
al pH, y compararlo con la respuesta fotoquimica del sistema libre (figura

6.8).

= M3NA_H
| g = M3NA Hg
- LI . M3NA_Cu
0.8 - . vt = M3NA_Cd
’c.é\ 0.6 ’ M3NA Zn
S ] ..
= g m = M3NA_Pb
04 - . T
0.2 . .
Ll - - & =
O I I I I I I I 1
2 3 4 5 7 8 9 10 11
pH

Figura 6.8. Variacion del maximo de emision de fluorescencia del sistema
M3NA en funcién del pH con cantidades equimolares de diferentes metales.

Aexe. = 350 nm y Aemis. = 416 nm.

Mientras que el Zn(II), el Pb(Il) y el Cd(II) no son capaces de alterar
la emision de fluorescencia del sistema M3NA, si que se observa una
disminucion de la fluorescencia cuando se afiade Cu(Il) y Hg(Il) a la
disolucion, observandose un efecto CHEQ en un amplio intervalo de pH.
A partir de estos resultados se puede decir que el sistema hibrido M3NA
es capaz de detectar Cu(Il) y Hg(II) en una disolucidn acuosa a diferentes
pHs. Ademas, esta deteccion es selectiva frente a otros metales ensayados
en los que no se produce ninguna respuesta fotoquimica a la presencia del

metal.
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Se realizaron los mismos ensayos para el sistema MINA (figura
6.9). Los cationes Cu(Il) y Hg(IT) muestran un efecto CHEQ mucho maés
llamativo que el observado para el sistema M3NA, siendo el Hg(Il) el ion
metalico que produce una mayor desactivacion de la emision de la
fluorescencia desde pH acido. Ademas, en el caso del Pb(II) se observa un

efecto CHEF para esta relacion molar entre pH 7 y 10.

1.4 - = MNA H
1.2 . = MNA Hg
] = wea e e g™y g™ o m O - - MNA Cu
" "8 . ot = MNA Cd
- 08 = .I'.I
< . = MNA Zn
\5 | ] I-.I "
= 067 . - = MNA Pb
0.4 - o b
0.2 )
O I I I I I I I 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 6.9. Variacion del maximo de emision de fluorescencia del sistema
MINA en funcion del pH con cantidades equimolares de diferentes metales,

Aexe. = 350 nm y Aemis. = 416 nm.

Uno de los objetivos de este capitulo de tesis ha sido la sintesis de
sistemas hibridos capaces de detectar mercurio. Por ello, a partir de la
respuesta luminiscente obtenida en funcion del pH se pueden seleccionar
dos pH’s donde la deteccion es mas efectiva. En la grafica 6.10 se
representa el % de desactivacion de la fluorescencia para el sistema

M(I):MINA y M(II):M3NA a pH 5 y pH 7.5 respectivamente.

- 195 -



Nanoparticulas de bohemita para la deteccidén de mercurio en agua.
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Figura 6.10. Representacion de la respuesta en la emision de fluorescencia de
los sistemas M1NA y M3NA tras la adicion de varios metales divalentes en
relacion equimolar a pH 5y 7.5, Aexe. = 350 nm y Aemis. = 416 nm. (Los resultados

se han referenciado considerando una respuesta del sistema libre igual a cero).

Es importante resaltar la capacidad del sistema M1NA para detectar
Hg(II) a pH 5. Estos resultados se pueden explicar por la capacidad del
mercurio de formar complejos estables con indices de coordinacidn bajos.
Por ejemplo, el Cu(Il) es capaz de formar un complejo con la metilamina
con una constante de estabilidad de 4 unidades logaritmicas, mientras que
el correspondiente complejo con mercurio se forma con una constante de
7 unidades logaritmicas.** Dado que la constante es mas alta, el mercurio
es capaz de desplazar a los protones localizados sobre los grupos amina

antes que el cobre.
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Cuando cambiamos al sistema hibrido M3NA, con tres aminas en
su estructura, la tendencia se invierte a favor de la deteccion de cobre, ya
que la efectividad de la desactivacion de la fluorescencia es mayor en el
caso del cobre que en el del mercurio. Sin embargo, la utilidad de este
sistema hibrido para detectar mercurio en presencia de otros metales
pesados es ain remarcable, ya que el resto de metales pesados como el
Cd(II) y Pb(II) no provocan ningun efecto en la emision de fluorescencia

del sistema hibrido.

Otro aspecto a tener en cuenta cuando se realizan estudios de
reconocimiento es la estequiometria del complejo formado. Cuando se
trabaja con sistemas hibridos es dificil conocer la estequiometria con la
misma exactitud que cuando se trabaja en disolucion. Sin embargo, a partir
de la respuesta fotoquimica y del grado de funcionalizacion se ha podido
establecer que se trata de complejos 1:1 M(II):L. Sélo se podria pensar en
la formacion de complejos 1:2 (figura 6.11) si en las valoraciones se
hubiera observado la aparicidon de la banda del excimero; la coordinacion
del metal a dos cadenas poliaminicas acercaria las unidades de antraceno
lo suficiente para que se diera un apilamiento de las unidades aromaticas.
El hecho de que no se haya formado un excimero para ninguno de los
metales apoya la hipdtesis de un complejo de estequiometria 1:1.

1

0.8

06

I(u.a)

04

02

0

380 430 480 530 580 630 680 730 780
A (nm)

Figura 6.11. Representacion de la funcionalizacion de la superficie de las

nanoparticulas que daria lugar a la formacion de un excimero (naranja).
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6.4.3. Calculo del limite de deteccion.

Una vez que se ha alcanzado el objetivo de obtener un sistema
hibrido capaz de reconocer mercurio en disolucion acuosa, es importante
determinar la sensibilidad del proceso de reconocimiento. El limite de
deteccion (LD) se define como la cantidad minima de sustrato necesaria
para producir una respuesta diferenciable a la del blanco, que en nuestro

caso seria el sistema hibrido en ausencia de mercurio (ver apartado 4.15).%

En la figura 6.12, se representa la variacion de la emision de
fluorescencia a 416 nm frente a la adicion de cantidades crecientes de
Hg(IT) apH 5. Como se ha comentado en el capitulo 4, es necesario conocer

la pendiente para poder calcular el LD.

1 (416 nm) (u.a.)

1 | | 1

0 1E-08 ~ 2E-08  3E-08  4E-08
[ Hg*] (M)

Figura 6.12. Variacion de la intensidad de emision de fluorescencia del sistema

MINA frente a adiciones crecientes de Hg(Il), Aexe. = 350 nm y Aemis. = 416 nm.
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En la tabla 1 se muestran los resultados para ambos sistemas
obtenidos a partir de la media de tres valoraciones independientes. En los
dos casos se ha obtenido un limite de deteccion bastante inferior al maximo
permitido por la agencia de proteccion ambiental (EPA) para el agua de

consumo, que esta fijado en 2 ppb.?

Tabla 1. Valores de limite de deteccion de Hg(Il) para los sistemas hibridos
MINA y M3NA medidos en disolucion acuosa a pH 5.

Sistema Limite de deteccion (ppb)
MINA 0.19+0.01
M3NA 0.37 £0.03

En la figura 6.13 se muestra una imagen en la que se ha preparado
una disolucion acuosa de M1NA y otra que contiene el sistema hibrido
junto con una cantidad equimolecular de mercurio, donde se puede ver que
la adicion de mercurio inhibe practicamente la emision de fluorescencia

del antraceno en las condiciones experimentales de trabajo.

Figura 6.13. Imagen de dos disoluciones de MINA con (izquierda) y sin
(derecha) Hg(II).
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6.5. Conclusiones.

En este trabajo de investigacion ha sido posible desarrollar un
sistema hibrido capaz de detectar mercurio en disolucion acuosa. Para ello
se han sintetizado nanoparticulas de 10 nm de didmetro con arquitectura
nucleo-envoltura. La superficie de las nanoparticulas se ha modificado con
poliaminas abiertas sencillas, cuya sintesis no ha implicado un gran
esfuerzo sintético en comparacion con otras moléculas organicas

sintetizadas para la deteccion de Hg(IT).?°

El sistema hibrido MINA, que tiene una Unica amina en su
estructura, es el que mejor sensibilidad ha demostrado hacia la deteccion
de Hg(Il), con un limite de deteccion por debajo de la regulacion

establecida por la EPA.

Los estudios se han realizado a 2 pHs diferentes, mostrando una
mayor eficacia a pH 5, donde el sistema hibrido M1NA ha sido capaz de
detectar Hg(II), mientras que el resto de metales ensayados no ha
producido ningiin cambio en la respuesta fotoquimica del quimiosensor

hibrido.

Se ha podido medir el limite de deteccion siendo en todos los casos

inferior al limite establecido por la EPA para el agua de consumo.
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7.1. Introduccion.
7.1.1. Resonancia magnética de imagen.

La resonancia magnética de imagen (MRI, por magnetic resonance
imaging) es una herramienta de diagndstico rutinaria en medicina clinica
hoy en dia. La ventaja mas importante de esta técnica frente al resto de
técnicas como la tomografia computerizada de rayos X (CT, por X-Ray
Computer Tomography), la tomografia computerizada de emision
monofotonica (SPECT, por Single-Photon Emission Computed
Tomography) o la tomografia por emision de positrones (PET, por Positron
Emission Tomography) es que no emplea radiacion de alta energia
perjudicial, es una técnica no invasiva por lo que el tratamiento no es
doloroso y tiene una resolucion espacial muy buena (se puede llegar al
orden de los submilimetros). Para mostrar un poco mas las ventajas de esta
técnica frente al resto, en la tabla 7.1 se comparan los diferentes parametros

decisivos a la hora de emplear una técnica de diagndstico u otra.

Tabla 7.1. Comparacion de diferentes técnicas de diagndstico.

Agente responsable de

Técnica Resolucion Sensibilidad la imégen
MRI 10-100 um mM-um Iones paramagnéticos
PET [-2 mm pM Emisores de positrones
SPECT [-2 mm Sub nM Emisores gamma
CT 50 um mM Yodo, Bario

En general, la resonancia magnética de imagen es una técnica en la
que se aplica un gradiente de campo magnético y una onda de
radiofrecuencia (RF por radio frequency) a un sujeto en un campo

magnético estatico. La MRI utiliza los espines nucleares de los hidrogenos
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(protones) de las moléculas de agua que se encuentran en el cuerpo
humano, que son polarizados por el campo magnético generado en el
equipo. Como consecuencia se obtiene una imagen basada en las senales
de resonancia magnética emitidas por los protones que se encuentran en la

region examinada.

Desde un punto de vista mas técnico, cuando se aplica un campo
magnético de alta frecuencia a una muestra (o persona) los espines
nucleares de los protones presentes en los tejidos se excitan y rotan a una
velocidad que depende del campo magnético estatico aplicado. Cuando el
campo aplicado acaba, los espines vuelven al estado fundamental
interaccionando con el medio que los rodea a través de un proceso llamado
relajacion. El tiempo necesario para completar ese proceso se conoce como
tiempo de relajacion y es el principal parametro que se emplea a la hora de
producir las imagenes de MRI. Se pueden diferenciar dos tiempos de

relajacion: longitudinal (T1) y transversal (T2).!

e Ti. En un experimento convencional de resonancia magnética, se
aplican pulsos RF a los protones con un tiempo de retardo entre los
pulsos. El tiempo que emplean los protones excitados en ceder la
energia absorbida al medio se define como tiempo de relajacion
longitudinal (tiempo de relajacion espin-medio).

e T, También puede ocurrir que el proton excitado transfiera su
energia absorbida, no al medio que lo rodea, sino a un proton que se
encuentre cercano en el espacio. El tiempo empleado en ceder esa
energia se define como tiempo de relajacion transversal (tiempo de

relajacion espin-espin).’

Cuando se utiliza la técnica de MRI, lo que se observa son los

atomos de hidrégeno provenientes de las moléculas de agua que se
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encuentra en los tejidos. Mediante el empleo de diferentes secuencias de
pulsos de radiofrecuencia y dependiendo del tipo de tejido, de la densidad
de agua y del medio, se pueden encontrar diferencias en las imagenes de

resonancia al medir los tiempos de relajacion Ty y T (figura 7.1).

Sin embargo, el contraste que se puede encontrar entre dos tejidos
mediante esta técnica no es suficiente para el diagnostico de enfermedades
(el cambio brillo-oscuridad presente en las imdgenes). Por tanto, la
introduccién de sustancias externas que puedan mejorar las imagenes de
resonancia es necesaria. Estas sustancias se llaman agentes de contraste
(CA, por contrast agent) y su funcion es disminuir los tiempos de

relajacion T1y Ta.

Figura 7.1. Imégenes de resonancia magnética de imagen de a) una seccion del
cerebro, b) medida respecto a T1 y ¢) medida respecto a T». (Imagen tomada de la

referencia 1).

Las sustancias que pueden actuar como agentes de contraste se
pueden agrupar en paramagnéticas, superparamagnéticas o
ferromagnéticas. Se pueden distinguir dos familias de CAs principalmente,
que se caracterizan por el tiempo de relajacion magnético al que afectan.
Por un lado se tienen los agentes de contraste de tipo T1 o paramagnéticos
donde se observa un contraste positivo o lo que es lo mismo un aumento

en la luminosidad del tejido observado. En el lado opuesto aparecen los
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agentes de contraste de tipo T2 o superparamagnéticos, donde el efecto es
el contrario. El CA provoca una disminucion local de la sefial del proton,
lo que se traduce en un oscurecimiento de los tejidos. Historicamente, la
quimica de los T1-CAs se ha desarrollado en mayor medida que los CA que
afectan al T, debido a que el tiempo de relajacién T1 de disoluciones de
agua diamagnéticas es alrededor de cinco veces mayor que T2 y por lo
tanto, es mas sencillo provocar una disminucién en el T; mediante un

agente extern:'

e Enla figura 7.2 se muestra un ejemplo del efecto que tiene un agente
de contraste positivo. El uso de un complejo de gadolinio aumenta el
brillo de la zona afectada.

e En la figura 7.3 se muestra el oscurecimiento de la zona afectada
cuando se emplea un agente de contraste que modifica el tiempo de

relajacion To.

Figura 7.2. Efecto de un agente de contraste de tipo T; en la visualizacion de una
lesion en el cerebro. (a) sin contraste y (b) con contraste. (Imagen tomada de la

referencia 1).
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Figure 7.3. Efecto de un agente de contraste de tipo T» en la visualizacion de una

lesion en el cerebro, (D) sin contraste y (E) con contraste.

7.1.2. Agentes de contraste basados en complejos de Gd(III).

Los agentes de contraste basados en los iones paramagnéticos
Mn(II), Mn(III), Fe(III) y Cu(II) han sido empleados para modificar T1. Sin
embargo, los complejos de Gd(III) son de lejos los mds empleados como
agentes de contraste en la practica clinica por las caracteristicas que
presenta este cation. El Gd(III) tiene siete electrones desapareados, lo que
le convierte en el ion con uno de los mayores grados de paramagnetismo.
Ademas, tiene una relajacion electronica lenta, lo que provoca un aumento

de la relajacion de los protones que se encuentran a su alrededor.?

Aunque las caracteristicas electronicas hacen del Gd(III) un buen
candidato para actuar como CA, su administracién a organismos vivos no
se puede llevar a cabo si se encuentra en su forma libre, ya que induce un
alto grado de toxicidad: bloquea los canales de calcio (debido a que el

Gd(IIT) tiene un tamano similar al Ca(Il)) y puede afectar al buen
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funcionamiento de algunos enzimas al provocar la transmetalacion con
otros iones metalicos. Ademds, el cation Gd(III) puede formar
hidroxocomplejos y precipitar a pH fisiologico. Se estima que los valores
de LDso para el Gd(III) se encuentran dentro del intervalo de 0.1-2
mmol/kg. Por ello, es muy importante el desarrollo de ligandos
multidentados (por ej. las moléculas de tipo poliaminocarboxilatos) que
sean capaces de complejar el cation de manera muy estable para poder

llevar a cabo su uso en terapias in vivo.

Como se ha comentado anteriormente, la eficacia de un agente de
contraste paramagnético se basa en su capacidad de acortar o disminuir el
tiempo de relajacion T1 de los protones del agua presentes en un tejido. De
acuerdo con la teoria establecida por Solomon-Bloembergen-Morgan
(SBM) y su desarrollo posterior denominada de forma general como
GSBM,’ se puede definir una velocidad de relajacion longitudinal Ry como
la inversa del tiempo de relajacion correspondiente (R1 = (1/T1)), y es

funcidn de la velocidad diamagnética Rq y paramagnética R; (ecuacion 1).

1 1
T_1=T_d+i o Ry =R4;+R, (ec.1)

Cuando ninguna sustancia paramagnética se encuentra presente en
la disolucién, la velocidad de relajacion global que se observa es la
correspondiente a la velocidad de relajacion diamagnética. Cuando un
complejo de Gd(III) se anade a la disolucidn, se produce un aumento de la
velocidad de relajacion debido a la presencia del complejo paramagnético
adicionado, y el aumento observado es directamente proporcional a la

concentracion de Gd(III) presente (ecuacidn 2).

R =R, +r-[Gd(IL)] (cc.2)
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A partir de esta ecuacion es posible obtener el término r (en
mM™'. s!) llamado relajatividad. Este pardmetro hace referencia a la
habilidad que tiene el complejo paramagnético de aumentar la velocidad
de relajacion de los protones del agua que se encuentran a su alrededor. Por
lo tanto, cuanto mayor es la relajatividad que puede inducir el CA, mayor
es la velocidad de relajacion y por lo tanto, menor es el tiempo de relajacion

observado, lo que se traduce en un mejor agente de contraste.

Desde un punto de vista fisico-quimico, r puede verse afectado por
diferentes parametros. En la figura 7.4 se han representado aquellos
factores que van a influir en el entorno quimico del cation paramagnético
y que en cierta medida pueden ser modificados en la etapa de disefio y

sintesis de los sistemas que complejaran al cation paramagnético.

e ( hace referencia al nimero de moléculas de agua presentes en la
esfera interna que se encuentran directamente coordinadas al cation
Gd(IIT). Un aumento de q se traduce en un aumento de la relajatividad
ya que hay un mayor nimero de protones en contacto con el cation
paramagnético. Sin embargo, el nimero méximo de moléculas de
agua coordinadas es tres, ya que un mayor nimero implica una
disminucidn de la estabilidad del complejo y por tanto un aumento de
la toxicidad debido a la liberacion de Gd(III).’

e 7y hace referencia al tiempo de vida media que las moléculas de agua
permanecen en la esfera de coordinacion interna del centro metalico.
Una disminucion de ziy permite que un mayor numero de moléculas
de agua entren en contacto con el Gd(III) y por lo tanto la relajatividad
aumenta. Sin embargo, si el término 7v disminuye demasiado, la

relajatividad también lo hard ya que los protones de las moléculas de

-213 -



Nanoparticulas de bohemita como agentes de contraste.

agua no estaran el tiempo suficiente coordinadas al Gd(III) para que
su relajacion frente a un campo magnético se vea influenciada.

e 17r hace referencia al tiempo de vida media de rotacion molecular del
complejo. Un tiempo de vida largo se traduce en un aumento de la
relajatividad.

e Ty hace referencia al tiempo de relajacion longitudinal de spin del i6n
metalico. Existe una interdependencia entre los parametros , 7w, y
T1e, de manera que para los complejos de Gd(III) de pequeiio tamatfio,
r es la variable limitante de las tres.

® TIcgn hace referencia a la distancia efectiva entre la molécula de agua
y el spin electronico del Gd(III). Una disminucién de este pardmetro
se traduce en un aumento de la relajatividad.

® (s Y 7uss hacen referencia a la interaccion del complejo con las
moléculas de agua situadas en la segunda esfera de coordinacion y en
esferas mas externas, es decir, el nimero de hidratacion del complejo
y el tiempo medio de residencia de esas moléculas de agua

respectivamente.

Estos parametros se pueden optimizar y se ha comprobado que un disefio
racional de los ligandos influye de manera notable sobre q, o y 1,

fundamentalmente.

214 -



Capitulo 7.

Esfera externa

2nd esfera

Figura 7.4. Modelo que muestra los principales parametros que se pueden

modificar a la hora de disefiar un agente de contraste basado en Gd(III).?

7.1.3. Lantanidos.

El término lantdnidos (o lantanoides) se refiere de manera general a
los elementos de la serie del bloque f desde el lantano al lutecio. En la
naturaleza se pueden encontrar casi de manera exclusiva en un estado de
oxidacion trivalente y su importancia radica fundamentalmente en sus
propiedades luminiscentes, que hacen que su uso en sondas bioldgicas esté

ampliamente desarrollado.®

Aunque todos los iones Ln(III) son luminiscentes (a excepcidon del
La y el Lu), no todos pueden ser candidatos para el desarrollo de sondas

opticas. Es necesario que la separacion (gap) energética entre el estado
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fundamental y el primer estado excitado sea lo suficientemente grande para
maximizar el proceso de luminiscencia frente a otros procesos de
relajacion no radiativos.” El europio, el gadolinio y el terbio cumplen este
requisito al tener una separacion energética de 12300, 32200 y 14800 cm™
respectivamente. Sin embargo, a pesar que el gadolinio cumple con esta
condicion emite en el rango del ultravioleta, por lo que no puede ser

empleado en aplicaciones biologicas.

7.1.3.1. Emision del europio y del terbio.

El europio emite en la region roja del espectro mientras que el terbio
lo hace en la region del verde (figura 7.5). El estado emisivo del ion Eu(I1I)
es un °Dy y las principales bandas (las mas intensas) que se observan en el
espectro de emision son debidas a las transiciones Dy — 'F1 'y Do — Fa.
El Tb(Il) experimenta la desactivacién desde un estado excitado *Dj
dando lugar a cuatro bandas de emision de las cuales las mas intensas son
las transiciones °Ds — 'Fs y D4 — "Fe.'” En la tabla 7.2 se recogen todas
transiciones posibles de ambos iones trivalentes con sus caracteristicas

espectrales.’
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Figura 7.5. Diagramas parciales de niveles energéticos y espectros de emision

tipicos de Eu(I1l) (A) y Tb(III) (B).

-217 -



Nanoparticulas de bohemita como agentes de contraste.

Tabla 7.2. Bandas de emision caracteristicas de los iones Eu(IIT) y Tb(III).!!

Region ‘
o Intensidad
Tansicion espectral ' Comentarios
relativa
(nm)
Terbio
) Sensibilidad moderada al
Dy — "F 485 — 500 media-alta
entorno
— 'Fs 540 — 555 alta Utilizada en sondas bioldgicas
_ Sensibilidad moderada al
— "F, 580 — 595 media
entorno
Se aprecia cierta estructura
—'F3 | 615-625 media-baja _ .
medida en alta resolucion
— "F, 645 - 655 baja Demasiado débil
Europio
Do — "Fo 578 — 580 baja Aparece como una banda ancha
En condiciones de alta
—"Fy 585 -600 alta resolucion se observan hasta tres
transiciones
— F, 610 —630 alta Alta sensibilidad al entorno
‘ Muy débil en cualquier
—'F3 | 645660 muy baja o
condicion
‘ Intensidad y estructura muy
— "F4 680 - 705 media
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7.2. Sistemas hibridos empleados como agentes de contraste y sondas

luminiscentes.

Muchos de los agentes de contraste comerciales que se encuentran
disponibles hoy en dia se basan en complejos con moléculas organicas
libres (Dotarem®, ProHance®, Magnevist®, Omniscan®). Sin embargo,
el tremendo desarrollo que ha experimentado la nanotecnologia en las
ultimas décadas ha propiciado el desarrollo de nuevos tipos de sondas
basados en nanoparticulas. Ya hemos comentado de manera mas extensa
en otros capitulos de la presente tesis doctoral que las propiedades fisicas
y quimicas que tienen las nanoparticulas debido a su tamafio y a la
naturaleza de su composicion han propiciado su uso en el desarrollo de
sondas de reconocimiento y ademas se han utilizado ampliamente en la

sintesis de una nueva generacion de agentes de contraste.'?

Una de las ventajas més importantes que ofrecen las nanoparticulas
es su elevada superficie especifica que aumenta la reactividad quimica del
material, por lo que es posible modificar la superficie con otras sustancias
que exhiben otra clase de propiedades. Ademas, el empleo de
nanoparticulas como plataformas de agentes de contraste permite la
modificacion de los parametros que afectan al valor final de la relajatividad
y por lo tanto, a la efectividad del sistema hibrido como agente de

contraste."

Existen dos moléculas orgénicas que han sido utilizadas
ampliamente en el desarrollo de CAs basados en Gd(III) de acuerdo con la
literatura.'* Una de ellas es el acido dietilentriaminopentaacético (DTPA)
y la otra el acido 1,4,7,10-tetrazaciclododecanotetraacético (DOTA)

(esquema 7.1).
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Esquema 7.1. Estructuras organicas de los ligandos DTPA y DOTA.

El DTPA consiste en una cadena poliaminica que actGia como
esqueleto en el que se localizan cinco grupos acetato. Hay cuatro
diastereoisdmeros posibles del ligando bis(amida)DTPA (cis, trans, syny
anti) debido a la flexibilidad que presenta su estructura. Cada
diastereoisomero existe en dos formas enantioméricas por lo que existen
ocho posibles isomeros de coordinacion.'> El DOTA es un macrociclo de
doce miembros que presenta cuatro cadenas laterales de tipo acetato.
Cuando se forma el complejo con Gd(III) éste tiene una carga formal de -1
y la estabilidad del complejo tanto cinética como termodinamica es algo
mayor al complejo de Gd-DTPA debido a la preorganizacion que el
macrociclo proporciona. Esta clase de ligandos multidentados
macrociclicos pueden estabilizar al ion Gd(III) en mayor medida, debido a
que disminuyen la entropia por un efecto quelato en comparacion con

ligandos de tipo monodentado.

Dado que la quimica y el uso como agentes de contraste de los
complejos de Gd(III) con estas dos moléculas es ampliamente conocida,’
uno de los objetivos de la presente tesis doctoral ha sido la modificacion

de estos sistemas con el fin de mejorar los valores de la relajatividad (r).
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Para ello, se ha decidido anclar estas moléculas a la superficie de
nanoparticulas de bohemita (indicada en los nombres de los sistemas
hibridos sintetizados como B) y estudiar su viabilidad como agentes de
contraste. Mediante esta estrategia se puede concentrar una gran cantidad
de complejos de Gd(III) en una Unica nanoparticula y, debido al gran
tamano de la nanoparticula en comparacion con el complejo libre se puede
disminuir la velocidad de rotacion molecular (7r) y aumentar por tanto la

relajatividad (r).

En el esquema 7.2 se muestra la estructura de los sistemas hibridos.
En el caso del sistema hibrido con Gd(III)-DTPA se ha representado una
posible estructura de coordinacion del complejo junto con las diferentes
capas de hidratacion que se formarian al dispersar las nanoparticulas

funcionalizadas en un medio acuoso.

B-Gd(III)-DO3A Segunda esfera B-DTPA

Esquema 7.2. Esquema de los sistemas hibridos sintetizados y posible estructura

de coordinacion para el sistema Gd(I11)-DO3 A-bohemita.

Para llevar a cabo la funcionalizacién de las nanoparticulas de
bohemita con las moléculas DOTA y DTPA se ha realizado alguna
modificacion en su estructura. En el caso del DOTA, se ha eliminado uno

de los grupos acetato y se ha sustituido por un grupo silano para poder
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llevar a cabo la union a la superficie solida. En el caso del DTPA, la
modificacion se ha producido directamente sobre uno de los grupos acetato
(ver capitulo de sintesis). Ninguna de estas modificaciones ha causado una
disminucion en la estabilidad termodindmica de los complejos como se

demostrara mas adelante.

7.2.1. Caracterizacion de los complejos con Eu(I1I), Tb(III) y Gd(III).

El Gd(II) emite en la region del ultravioleta. Sin embargo, su
luminiscencia s6lo se puede observar en ausencia de ligandos orgénicos ya
que éstos desactivan la emision de fluorescencia. Debido a la imposibilidad
de realizar estudios fotoquimicos con los complejos de Gd(III) se decidid
preparar los complejos con otros lantdnidos que mostraran emision de
fluorescencia en el infrarrojo cercano. Se eligieron los cationes Eu(Ill) y
Tb(III) ya que tienen propiedades fisicas y quimicas parecidas al Gd(IIT).
Dado que el comportamiento de los complejos de estos tres lantdnidos es
similar, los valores obtenidos de ¢ para el Eu(Ill) y el Tb(III) se aceptan
para los complejos andlogos de Gd(I1I). Ademas, los resultados obtenidos
a partir de los complejos de Eu(Ill) y Tb(IIl) permitirdn su evaluacion
como posibles sondas bioldgicas luminiscentes. Una vez sintetizados y
caracterizados los sistemas hibridos B-DTPA y B-DO3A, se prepararon
los complejos con los lantanidos Eu(IIl), Tb(III) y Gd(III).

Para comprobar la formacion de los complejos se llevaron a cabo
medidas de espectrometria por dispersion de energias de rayos X (EDX,
por Energy-dispersive X-ray spectroscopy) que nos permiten conocer la
composicion quimica de las nanoparticulas funcionalizadas. En la figura

7.6 se muestran los resultados para el sistema hibrido B-Ln(I11)-DO3A. En
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el espectro se pueden ver los rayos X de tipo L, y M caracteristicos de los
iones Ln(IIl) estudiados (ver capitulo 3 para informacion adicional). En
todos los casos (tanto para los sistemas B-Ln(III)-DO3A como para los B-
Ln(IIT)-DTPA) la relacion atomica entre Si/Ln(III) es igual o muy cercana
a la unidad lo que demuestra que todas las moléculas de DO3A y DTPA se

encuentran coordinando a un catién Ln(III).

9000 - Al —Tb
—Eu
8000 - Gd

Eu, Gd, Th
7000 A

6000 -

Gd Tp

~ fo) “"ww~ S WM"’?‘N

0 2 4 6 8 10
Energia (keV)

Figura 7.6. Espectro de EDX de los sistemas hibridos B-Ln(I1I)-DO3A.

Después de comprobar la formacion de los complejos, las
nanoparticulas se volvieron a caracterizar mediante difraccion de rayos X
(XRD, por powder X-ray diffraction) y microscopia electronica de
transmision (TEM, por Transmission electronic microscopy), para
asegurarse que el proceso de complejacion con los lantdnidos no habia
modificado la estructura cristalina ni la forma o tamafio de las
nanoparticulas. En la figura 7.7 se muestran los espectros de XRD para
todos los complejos de los sistemas hibridos estudiados. Se puede observar

la presencia de los picos caracteristicos de la estructura cristalina de la
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bohemita, por lo que la formacion de los complejos no ha modificado la
matriz de los solidos. Ademas, la anchura de las sefiales confirma que el
tamano de las nanoparticulas es pequefio como se puede ver en las

imagenes de TEM (figura 7.8).

B-Tb(III)-DO3A
4
=
3 B-Gd(1II)-DO3A
a
Z
B-Eu(II)-DO3A
L
B 20 (grados)

W
izl MJ%MMMW% B.GAaI) DTPA

M*WWW.WM

!-‘uww,
2 W
g N‘V\mum h%w %Evl-h(ul)-HI-PA

ot
o A s oty

INTENSIDAD (U.A.)

B-Eu(III)-DTPA

20 (grados)

Figura 7.7. Espectros de XRD de B-Ln(II1)-DO3A (A) y B-Ln(1II)-DTPA (B).
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En las imagenes de microscopia se observa que no se ha producido
variacion ni en la forma ni en el tamafio respecto de las nanoparticulas sin
funcionalizar (capitulo 5). Como se puede ver en las imdagenes, la
funcionalizacion de la superficie, asi como la complejacidon con los Ln(I1I)
no ha afectado a la dispersion de las muestras, ya que se siguen obteniendo

dispersiones coloidales sin formacién de agregados.

i Wl adil il

Figura 7.8. Imagenes de TEM de alguno de los sistemas hibridos estudiados
(barra de 50 nm).
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A partir del didmetro medio de las nanoparticulas funcionalizadas
(18 nm para el sistema B-Ln(II1)-DO3A y 9 nm para el B-Ln(III)-DTPA),
junto con los resultados obtenidos del EDX y del andlisis elemental, se
puede calcular el numero de iones lantdnido por nanoparticula. En el caso
de las nanoparticulas funcionalizadas con DO3A la carga idnica se
encuentra en el rango de 800-1500 iones mientras que para las
nanoparticulas funcionalizadas con DTPA la carga es de entre 100-300

cationes de Ln(III).

Por ultimo se midieron los espectros de fluorescencia para ver la
emision de los complejos de Eu(IIl) y Tb (III). En la figura 7.9 se muestran
los resultados obtenidos para los complejos formados con DO3A como
unidad receptora junto con los espectros de las correspondientes sales. El
complejo con Eu(Ill) muestra las tipicas transiciones desde el estado
excitado °Dy al estado fundamental ’F; (siendo J =0, 1, 2, 3, 4), destacando
la transicion con AJ = 2. Esta banda es importante ya que es particularmente
sensible al entorno quimico del lantanido. Los sistemas en los que se han
formado los complejos con Tb(IIl) muestran las cuatro bandas
representativas de la luminiscencia del lantanido asociadas a las
transiciones desde el estado excitado Dy al estado fundamental 'F; (siendo

J=3,4,5,6).
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Figura 7.9. Espectros de emision de los complejos B-Eu(III)-DO3A (A) y
B-Tb(I1I)-DO3A (B) junto con sus correspondientes sales en agua.
Aexe-(Eu) =396 nm y Acxe.(Tb) = 355 nm.

Al analizar la intensidad relativa de las bandas, la relacion entre
AJ = 2/AJ =1 para el sistema B-Ln(II1)-DO3A es inusualmente alta, lo que
podria indicar la formacién de un complejo mixto con carbonato. Para
analizar esta posibilidad se realizaron valoraciones de los sistemas hibridos
con NaHCOj3 en un medio tamponado con HEPES (pH = 7.4, figura 7.10).
La valoracion realizada indica que el nimero de moléculas de agua

coordinadas al lantdnido permanece constante, ya que por un lado, no se
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produce ninguna desactivacion de la emision de fluorescencia al afadir
cantidades crecientes de bicarbonato y por otro lado, no hay ninguna
variacion de la relacion AJ = 2/AJ =1 (la disminucion de la emision de

fluorescencia es debida a la dilucion de la muestra durante la valoracion).'

I (u.a.)

570 620 670 720
A (nm)

Figura 7.10. Valoracion del sistema B-Eu(I1I)-DO3A con NaHCO; en
HEPES (0.1 M). Aexe.(Eu) =396 nm.

7.2.2. Caracterizacion del sistema B-Gd(I1I)-DO3A y B-Gd(III)-DTPA

como agentes de contraste.
7.2.2.1. Calculo de q.

Es posible estimar el nimero de moléculas de agua que se
encuentran en la esfera de coordinacion del lantanido mediante la medida
de los tiempos de vida media en H,O y D,0. El célculo de este parametro

es importante ya que ademads de ser un factor que influye en el valor final
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de la relajatividad del agente de contraste, da informacion estructural del

propio complejo.

En 1979, Horrocks y Sudnick establecieron que la presencia de H.O
en la primera esfera de coordinacion del Eu(IIl) o del Tb(III) desactiva la
emision de fluorescencia de los lantanidos a través de un mecanismo de
transferencia energética que lleva a la relajacion no radiativa, mientras que

este proceso no tiene lugar en presencia de D,O (figura 7.11).

Energia (cm) |
Eu(TIT) Th(III)
25000 = v (O-H) v (O-D) 5D,y
5D2 5 e— ?
20000 4 sp, : — ‘D,
5Dn— —
15000 4 2 i s
o 5 —_3 2
10000 - : | 2
= — |
5000 4 'Fs 0 0 i%
==
0 < Tpp=—m—= "

Figura 7.11. Diagrama de niveles energéticos del Eu(Ill) y del Tb(III) junto con
los niveles vibracionales del H>O y el D,O. (La linea discontinua indica la
relajacion radiativa y la linea ondulada indica la transferencia energética

que lleva a la relajacion no radiativa).

Cuando se produce la excitacion de los complejos de Eu(Ill) y
Tb(II) en H,O, parte de la energia se puede transmitir desde el estado
excitado °Dy en el caso del Eu(Ill) y *D4 para el Tb(IIl) a los niveles
vibracionales O-H pertenecientes a las moléculas de agua coordinadas, lo
que produce una disminucién de los tiempos de vida del estado excitado.

Sin embargo, cuando los complejos son disueltos en D-O, la transferencia

- 229 -



Nanoparticulas de bohemita como agentes de contraste.

de energia no tiene lugar y los valores de los tiempos de vida no se ven
afectados. A partir de estas diferencias es posible calcular el nimero de
moléculas de agua que se encuentran coordinadas directamente al Ln(III)

segtin las ecuaciones 3 y 4 para el Eu(Ill) y el Tb(III) respectivamente. '’

1 1

dEuin = %[( ) —0.25] (ec.3)

THzO TDzO

1 1

drpiny = 5[( ) — 0.06] (ec.4)

TH,0 Tp,0

Se llevaron a cabo las medidas de los tiempos de vida media para
conocer el valor de q de los sistemas hibridos. Los experimentos se
realizaron variando las condiciones de pH y ademas se llevaron a cabo las
medidas en ausencia y en presencia de una disolucion de cloruro sodico al
0.9% ya que el NaCl es un conocido desactivador de la emisién de

fluorescencia. En la tabla 7.3 se recogen los resultados, a modo de ejemplo,

del complejo B-Ln(I1I)-DO3A.

Los resultados son consistentes con la presencia de dos moléculas
de agua coordinadas al Gd(III) en el sistema B-Gd(III)-DO3A'. Se
realizaron los mismos estudios para el sistema B-Ln(III)-DTPA dando
como resultado una molécula de agua en el sistema B-Gd(II)-DTPA'® en
las condiciones de trabajo utilizadas. Ademas, la adicion de un 0.9% de
NaCl a las disoluciones no produce ningun cambio significativo en la
emision de fluorescencia de las muestras ni en el valor de g, lo que indica
que el complejo se mantiene estable y no se produce la disociacion del

mismo.
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Tabla 7.3. Valores de tiempos de relajacion en H,O y DO medidos apH 2y 5.5
en ausencia y en presencia de 0.9 % de NaCl para los sistemas B-Eu(Il1)-DO3A y
B-Tb(II1)-DO3A.

T (H20) (ms) 1 (D20) (ms) q

Eu-pH 2 0.42 1.01 1.34

0.47% 1.49 1.45
Eu-pH 2 + NaCl 0.38 1.36 1.97
Eu-pH 5.5 0.35 1.25 2.17

0.35% 1.26 2.18
Eu-pH 5.5 + NaCl 0.37 1.12 1.87
Tb-pH 2 0.85 1.24 1.55
Tb-pH 2 + NaCl 0.77 1.14 1.81
Tb-pH 5.5 0.82 1.24 1.76
Tb-pH 5.5 + NaCl 0.86 1.30 1.67

a) medidas realizadas 3 h después de la preparacion de las muestras y b) 2 semanas

después.

7.2.2.2. Imagenes de resonancia magnética y calculo de Ila

relajatividad.

Para evaluar la eficacia de los complejos de Gd(III) de los sistemas
hibridos, se obtuvieron imagenes de MRI del sistema B-Gd(II[)-DO3A
medidas en un campo de 63 MHz a 25 °C (figura 7.12). Para corroborar la
estabilidad de los complejos, se realizaron las medidas variando el pH y la
concentracion de Gd(III). Para conocer la concentracion de lantanido en

las muestras se realizo espectrometria de masas (ICP-MS).
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0.15 mM 0.26 mM 0.59 mM

pH 4.3 + NaCl ’ . .

e @) @ @

Figura 7.12. Mapa de T; del sistema B-Gd(II1)-DO3A medidoa 1.5 T a

diferentes pHs en ausencia y en presencia de un 0.9% de NaCl a 25°C y un

campo de 63MHz.

Los valores de relajatividad medidos a pH 4.3 y 7.5 son de
1.75 mM sy 1.49 mM's™! respectivamente. Se repitieron las medidas en
presencia de 0.9% de NaCl dando valores de 1.33 mM's™ y 1.32 mM's™
(tabla 7.4). Los resultados indican una dinamica de intercambio lenta en
las condiciones de trabajo estudiadas. Sin embargo, cuando las medidas se
realizan a pH 2, la relajatividad aumenta de manera considerable hasta
valores de 11.71 mM's™. Se podria pensar que este aumento es debido a
la liberacion del Gd(III) a la disolucion, sin embargo a este pH, el valor de
g obtenido sigue siendo de 2. Debido a la composicion de la superficie de
la nanoparticula, este cambio en los valores de la relajatividad con el pH
sugiere que el grado de protonacion de los grupos OH juega un papel
importante en el intercambio de moléculas de agua entre el Gd(III) y el

medio.
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Para comprobar la estabilidad de las muestras con el tiempo, se
repiteron las medidas de relajatividad después de un mes (tabla 7.4). Sélo
en el caso de las muestras que llevaban preparadas un mes a pH 2 se
produjo la liberacion del Gd(III) del complejo al medio acuoso con el

correspondiente aumento del valor de relajatividad.

Tabla 7.4. Valores de relajatividad para el sistema B-Gd(II)-DO3A recién

preparadas y después de un mes. El valor de q se indica entre paréntesis.

r (mM's™) r (mM's™)
recién preparadas después de 1 mes
pH?2 11.71 (2) 14.95 (8)
pH 2 + 0.9 % NaCl 3.55(2) 10.46 (8)
pH 4.3 1.75 (2) 1.63 (2)
pH 4.3 +0.9 % NaCl 1.33 (2) 1.06 (2)
pH 7.5 1.49 (2) 1.04 (2)
pH 7.5+ 0.9 % NaCl 1.32 (2) 1.21 (2)

7.2.2.3. Perfiles de relajacion magnética nuclear.

Para obtener mas informacion sobre el proceso de intercambio de
moléculas de agua entre el complejo y el medio, se realizaron medidas de
dispersion de relajacion magnética nuclear (NMRD, por nuclear magnetic
relaxation dispersion) sobre los sistemas B-Gd(III)-DO3A y B-Gd(III)-
DTPA (figura 7.13) a 25 °C y 37 °C. Las medidas se realizaron
suspendiendo las nanoparticulas en disolucién acuosa tamponada con
HEPES (0.02 M) a pH 7.4 y en disolucion acuosa tamponada conteniendo

un 0.1% de surfactante.
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Es interesante destacar que no parece existir dependencia entre la
relajatividad y la temperatura, en particular a valores de campo magnético
altos, y que esta pequefia dependencia se cumple tanto para las muestras
que tienen surfactante como para las que no. Sin embargo, como se puede
ver en la figura 7.13, el sistema al que se ha afiadido el surfactante muestra
valores de relajatividad alrededor de 3 veces mas altos que las muestra a la
que no se le ha afadido, para todos los valores del campo magnético
aplicado. Esta diferencia puede indicar cierto grado de agregacion de las

nanoparticulas en agua pura.
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Figura 7.13. Perfiles de '"H NMRD del sistema B-Gd(III)-DTPA a25°C (A)y
37 °C (m) preparados en disolucion acuosa (simbolos vacios) y en disolucion
conteniendo un 0.1% de surfactante (simbolos rellenos), [GA(III)] = 0.1 mM,

pH=7.4 (0.02 M HEPES).

Al comparar los valores de relajatividad obtenidos para los sistemas
B-Gd(III)-DO3A y B-Gd(IIT)-DTPA no se encuentran muchas diferencias
entre ellos a pesar que la molécula que coordina al Gd(III) es diferente

(DO3A o DTPA) (figura 7.14). Ademas, los valores son inusualmente
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bajos a pesar de que las curvas presentan la tipica joroba a campos altos
caracteristicos de sistemas con una rotacion lenta. Una explicacion para
este comportamiento podria ser la presencia de pequenios agregados en las
dispersiones coloidales de los sistemas hibridos, incluso en presencia de
surfactante. De este modo, existen complejos de Gd(III) que no
contribuyen al valor de la relajatividad molar, ya que los atomos de Gd(III)
no se encuentran accesibles a las moléculas de agua del medio, y por lo

tanto se limita la relajatividad de los protones.
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Figura 7.14. Perfiles de "H NMRD del sistema B-Gd(III)-DTPA (simbolos
rellenos) y B-Gd(III)-DO3A (simbolos vacios) en disolucion acuosa conteniendo
0.1% de surfactante a 25 °C (m) y 37 °C (A), [Gd(III)] = 0.1 mM, pH=7.4
(0.02 M HEPES).
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7.2.2.4. Tiempos de relajacion transversal mediante '’O RMN.

Para obtener mas informacion sobre la capacidad de intercambio de
moléculas de agua en nuestros sistemas hibridos se han llevado a cabo
medidas de velocidad de relajacion transversal de '"O RMN variando la
temperatura. Se prepararon diferentes dispersiones de nanoparticulas en
disolucion acuosa y como referencia se empled disoluciones acuosas de
Y(IIT) diamagnético preparadas en las mismas condiciones de
concentracion ([Ln(IIT)] = 1 mM) y pH 7 que los sistemas hibridos. En la
figura 7.15 se muestra las velocidades de relajacion (1/Tzr) definidas segiin

la ecuacion Sy 6.
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Figura 7.15. Velocidades de relajacion transversal de 7O de los sistemas

B-Gd(III)-DO3A (A ) B-Gd(II)-DTPA (m).
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1

1 1
Tor (Tz

Tmf) /Py (ec.5)

B, =[Gd(II)] (ec. 6)

I

55.5
siendo T2 y Tor los tiempos de relajacion transversal experimentales del
complejo de Gd(III) y de la disolucion de referencia respectivamente. Pr,
representa la fraccion molar de la molécula de agua coordinada y se ha
asumido para los célculos que q = 2 para el sistema B-Gd(III)-DO3A y
q = 1 para B-Gd(III)-DTPA.

En ambos sistemas se produce una disminucion de las velocidades
de relajacion conforme aumenta la temperatura, lo que es una clara
indicacion de que se produce un intercambio rapido de agua. Hay que tener
en cuenta que por la presencia de pequefios agregados, existe una
proporcion de complejos de GA(III) que no tienen acceso a las moléculas
de agua y que no contribuyen a las velocidades de relajacién que se estan
midiendo. Sin embargo, esta proporcion podria verse modificada en
funcion de la temperatura. La complejidad del sistema impide un analisis
sencillo de los datos y del célculo de la constante de velocidad de

intercambio exacta.

A pesar de todo, el perfil de la curva de 1/Tyr representa una clara
evidencia de que los complejos de Gd(III) que se encuentran en la
superficie de las nanoparticulas tienen una velocidad de intercambio
rapida, y lo que es mas importante, los valores obtenidos son
considerablemente mayores que los correspondientes complejos en su
forma libre. De hecho, los complejos de GADO3A*° y GADTPA?' muestran
un régimen de intercambio intermedio y lento respectivamente cuando se

representa el término 1/Tyr frente a la inversa de la temperatura. Una de las
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razones que podrian explicar el intercambio rdpido de moléculas de agua
que se estd observando seria la presencia de los grupos OH en la superficie
de las nanoparticulas que de alguna manera estan favoreciendo el proceso
de intercambio, por lo que es necesario realizar estudios adicionales para

corroborar esta hipotesis.

7.2.3. Caracterizacion de los complejos de Eu(IIl) y Tb(III) como

sondas luminiscentes.
7.2.3.1. Microscopia confocal de imagen.

Las propiedades opticas de las sales de Eu(IIl) y Tb(III) asi como
las de sus complejos de coordinacion han permitido su uso en diversas
aplicaciones biomédicas como los inmunoensayos, la deteccion de
proteinas, la visualizacion de células, etc.”> Debido a ello, se decidid
evaluar los sistemas hibridos complejados con Eu(Ill) y Tb(III) como

agentes de contraste de imagen para su uso en aplicaciones in Vvivo.

Se incubaron células HelLa humanas con una dispersion de
nanoparticulas funcionalizadas con concentraciones entre 50 y 100 uM de
lantanido variando el tiempo de incubacion de 30 min, a 4 horas y 1 dia.
Después de 4 horas se observo que las nanoparticulas se encontraban en el

interior de las células (figura 7.16).
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Figura 7.16. Microscopia de fluorescencia confocal de células HeLa incubadas

con el sistema B-Tb-DO3A. Rojo: CD44, azul: sistema hibrido.

En la imagen se puede ver diferentes planos de una célula en la que
las nanoparticulas se encuentran distribuidas en el citoplasma y
aparentemente no estdn dentro de vesiculas. Se utilizo el anticuerpo CD44
para comprobar la incorporacion de los sistemas hibridos a las
nanoparticulas. Ademas, el tiempo empleado tanto para la incubacion de
las nanoparticulas con las células, asi como el tiempo empleado en llevar

a cabo los experimentos no provocaron ningun tipo de toxicidad celular

(figura 7.17).
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B-Eu(I1I)-DO3A

B-Th(IIT)-DO3A

Figura 7.17. Céluls HeLa incubadas con B-Ln(III)-DO3A durante 1 dia,
[Ln(III)] = 100uM.

- 240 -



Capitulo 7.

7.2.3.2. Citometria de flujo.

Para comprobar la toxicidad de los sistemas hibridos en los cultivos
celulares se realizaron estudios por citometria de flujo. Esta técnica permite
distinguir entre células apoptoticas (muerte celular programada provocada
por ella misma) y necrdticas (muerte celular provocada por un agente

externo nocivo) de una manera rapida y eficaz.

Los cultivos celulares fueron incubados con los sistemas hibridos en
las mismas condiciones que las empleadas en la microscopia celular
(100 uM y 4 horas). Los resultados se muestran en la figura 7.18 (para el
sistema B-Ln(II1)-DO3A) y 7.19 (para el sistema B-Ln(III)-DTPA), donde
se pueden diferenciar 4 zonas o cuadrantes: Q1 para células necroticas; Q2
para células apoptoticas tardias; Q3 para células apoptoticas tempranas; y

Q4 para células vivas.
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Figura 7.18. Citometria de flujo realizada sobre células HeLa con el sistema

hibrido B-Ln(IIT)-DO3A. Como indicadores se ha empleado yoduro de propidio

frente a Annexin-V Alexa Fluor 647.
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Figura 7.19. Citometria de flujo realizada sobre células HeLa con el sistema
hibrido B-Ln(III)-DTPA. Como indicadores se ha empleado yoduro de propidio
frente a Annexin-V Alexa Fluor 647.

Los resultados muestran que tanto las nanoparticulas de bohemita
como las nanoparticulas funcionalizadas no son toxicas ya que la mayor
parte de ellas se encuentran en el cuadrante Q4 correspondiente a las
células vivas. Se ha encontrado que mas del 86 % de las células eran

viables, sin importar el tipo de quelato empleado (DTPA o DO3A).
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7.3. Conclusiones.

Se han preparado y caracterizado en detalle dos nuevos sistemas
hibridos formados por la union de dos moléculas organicas: DO3A y
DTPA a la superficie de nanoparticulas de bohemita. Ademas se han

formado los complejos de Eu(I1I), Tb(III) y Gd(III).

Se han evaluado los complejos de Gd(III) como posibles agentes de
contraste. La elevada cantidad de cationes por nanoparticula ofrece una
magnificacion de la sefial de MRI que puede resultar muy util para la
visualizacidon de pequefias estructuras como el caso de células. El nimero
de moléculas de agua unidas al Gd(III) ha sido el esperado para estas
moléculas, y se han obtenido velocidades de intercambio de agua mayores
que las correspondientes a los complejos aislados. Ademads, se ha
encontrado que la rotacion de los complejos se ha ralentizado debido a la

fijacion de los complejos orgénicos en la superficie de las nanoparticulas.

A pesar de los buenos resultados obtenidos en los parametros ¢, Tm
y Tr, las medidas de relajatividad realizadas a pH fisiologico no han
resultado ser tan buenas como se esperaba debido quiza, a la aparicion de
pequeiios agregados en las dispersiones de las nanoparticulas, que impiden
el acceso del medio a los complejos de Gd(III) localizados en el interior
del agregado. Estos resultados parecen indicar que la presencia de grupos
OH en la superficie tiene un papel importante en el valor de relajatividad,

por lo que se necesitarian hacer mas estudios en este punto.

Ademas se han evaluado las propiedades Opticas de los complejos
de Eu(Ill) y Tb(IIT) en células humanas HeLa. Los resultados obtenidos

son muy prometedores en cuanto al uso de este tipo de sistemas hibridos
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como sondas bioldgicas, ya que las células han incorporado a las

nanoparticulas en su interior sin que exista ningun tipo de toxicidad.
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8.1. Introduccion.

El reconocimiento de aniones mediante el uso de receptores
sintéticos ha sido y atin es hoy en dia uno de los objetivos de la Quimica
Supramolecular.! Este interés se fundamenta en la presencia de especies
cargadas negativamente en muchas dianas bioldgicas, como por ejemplo
los péptidos, nucleétidos, carbohidratos, etc.”® Sin embargo, la necesidad
de un reconocimiento efectivo de aniones es tutil ademas en el campo
medioambiental debido a la existencia de especies radioactivas
contaminantes como los pertecnetatos, especies toxicas o problematicas de
alguna manera en los procesos de tratamientos de aguas, como los sulfatos,

cromatos o incluso fosfatos por nombrar algunos.

Sin embargo, el desarrollo de receptores anidnicos fue mas tardio
respecto al de los catidonicos debido a las caracteristicas particulares que
exhiben los aniones frente a los cationes, Las especies anionicas son
relativamente grandes. Por ejemplo, los haluros tienen un tamafio mayor
que sus correspondientes cationes isoelectronicos. La diferente relacion
carga-radio (menor en el caso de los aniones) hace que la interaccion
electrostatica sea menos efectiva en el caso del anion. Por otra parte, los
aniones tienen energias de solvatacion mas altas que los cationes con la
misma carga neta y tamafo comparable. La tabla 8.1 recoge diferentes

propiedades para algunos aniones comunes.*
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Tabla 8.1. Radio 16nico, entalpias y energias libres de solvatacion.

Anién radio (ppm) -AHhnyar (KJ mol!)  -AGhyar (kJ mol™)
F 133 510 472
Cr 181 367 347
Br 196 336 321
I 220 291 283

SO 230 1035 1090

H,PO4 200 522 473
NOs 179 312 306

Aunque la carga y el tamafio de los aniones son muy importantes a
la hora de disefiar un receptor adecuado, es necesario prestar especial
atencion a la forma del mismo. La afinidad de un receptor por un catién
depende, entre otros factores, del nimero de coordinacion del cation, de
manera que el reconocimiento estd favorecido si el numero de
coordinacion del cation concuerda con la topologia del receptor. En el caso
de los aniones siempre se ha dicho que no existe el concepto de nimero de
coordinacién, y se ha hablado del tipo de geometrias que pueden exhibir
los aniones (figura 8.1), de modo que a la hora de sintetizar los receptores,
se ha buscado un alto grado de complementariedad topolédgica con los

sustratos anidnicos que se quieren reconocer.’
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Figure 8.1. Variedad estructural presente en los aniones.

Gracias al esfuerzo realizado en el desarrollo del reconocimiento
anionico, en la ultima década se ha introducido el concepto de doble
valencia para los aniones al igual que existe para los cationes.® La primera
valencia haria referencia a la carga del anion (equivalente a la carga del
cation) y la segunda valencia (equivalente a la esfera de coordinacion)
estaria representada por los enlaces de hidrogeno formados con un

“ligando”.

Otro aspecto a tener en cuenta en el reconocimiento anidnico es la
solvatacion. Como se ha comentado anteriormente, los aniones poseen
energias de solvatacion elevadas, especialmente en disolventes
hidroxilicos y en agua, por lo que muchos de los estudios que se han
realizado en este campo han utilizado disolventes apolares, evitando el uso
de disolventes acuosos.’ En agua, los aniones tienen una alta capacidad de
formar enlaces de hidrégeno, por lo que los receptores deben establecer
interacciones fuertes de cara a competir de una manera altamente eficaz
con las moléculas de agua que estan situadas en la esfera de solvatacion
del anidon. Ademas, la mayoria de los aniones son sensibles al pH (pierden

parcial o totalmente la carga negativa a valores de pH bajos al captar
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protones). Este hecho obliga a que los receptores sean efectivos en la franja

de pH en la cual el anidén no est4 protonado.

8.1.1. Reconocimiento de sulfato.

El reconocimiento de sulfato y fosfato es uno de los objetivos mas
buscados hoy en dia dentro del campo del reconocimiento anionico y de
este trabajo de investigacion.” El sulfato es una especie contaminante
presente en los desechos nucleares que interfiere en los procesos de
tratamiento de los mismos.” Ademas es conocido por ser uno de los
responsables de la dureza del agua®. El anion fosfato se usa en la obtencién
de detergentes y es uno de los responsables de la eutrofizacion de rios y
lagos. Por otra parte, el anion fosfato junto con sus correspondientes ésteres

y anhidridos tienen un papel importante en muchos procesos bioldgicos.

Debido a que el sulfato (SO4>) y el fosfato (PO4") son oxoaniones
1soelectronicos e isoestructurales, el reconocimiento de uno de ellos en
presencia del otro no es algo sencillo. Ambos aniones son de tipo
hidrofilico, lo que hace pensar que los centros de reconocimiento
hidrofilicos seran mas efectivos que los centros hidrofobicos. La hidrofilia
anionica estd relacionada con la serie de Hofmeister (figura 8.2).° Franz
Hofmeister establecid esta clasificacion en 1888 a partir del estudio de
precipitacion de proteinas causada por ciertas sales. En esta serie existen
aniones fuertemente solvatados, como el fluoruro o el sulfato que son
capaces de disminuir la solubilidad de una proteina, mientras que aniones
como perclorato o el tiocianato muestran un efecto contrario. La serie de
Hofmeister ha sido asociada histéricamene con la habilidad de los iones de

modular la red de enlaces de hidrogeno del agua. Segun ese principio,
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aniones como el sulfato y el fosfato son de tipo cosmotrdpico o ““structure
making”, lo que significa que interaccionan fuertemente con las moléculas
de agua. Estas interacciones son incluso mas fuertes que las presentes entre
las propias moléculas de agua, lo que hace que esta clase de aniones pueda

romper enlaces de hidrogeno entre ellas.

SO;” HCO,” H,PO,/AcO” F~ CI/NO,” Br/N, I” CIO,” SCN~

Figura 8.2. Tipica representacion de la serie de Hofmeister para una serie de

aniones inorganicos.

Aunque esta clasificacion aun se puede encontrar en la literatura, es
necesario tener en cuenta que las propiedades de los iones en disolucion
acuosa y sus interacciones con moléculas organicas son significativamente

mas complejas.'’

La mayor diferencia que se puede encontrar entre sulfato y fosfato
es quizas su basicidad, lo que permite diferenciarlos por su carga neta a
ciertos pHs. En la figura 8.3 se muestran los diagramas de distribucion de
especies para ambos aniones. A pH fisioldgico el anion sulfato se
encuentran totalmente desprotonados mientras que el anion fosfato se
encuentra como una mezcla al 50% de la forma monoprotonada y la
diprotonada. La forma completamente desprotonada del fosfato solo se

puede encontrar cuando el pH es elevado.
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Figura 8.3. Diagramas de distribucion determinados a 298.1 + 0.1K en NaCl
0.15 mol.dm™,

Los sistemas bioldgicos hacen uso de los diferentes pK, de estos
aniones para conseguir un reconocimiento selectivo de ellos. Un ejemplo
claro se encuentra en las proteinas de union de sulfato (SBP) y fosfato

(PBP) presentes en bacterias (figura 8.4)."
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Figura 8.4. Representacion esquematica de las interacciones presentes entre el
sulfato (izquierda) y el hidrogenofosfato (derecha) con los centros activos de las

correspondientes proteinas transportdoras. (SPB: code 1SPB y PBP: code 11XH).

Ambas proteinas son responsables del transporte de los respectivos
aniones a través del espacio periplasmico una vez han pasado la membrana

externa de la célula por transporte pasivo. Mientas que la unién entre el
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sulfato y el centro activo de la proteina se lleva a cabo s6lo a través de
enlace de hidrogeno dadores, el hidrogeno presente en el HPO4* puede
formar un enlace de hidrogeno dador extra con el centro activo de la PBP.
Esta caracteristica diferencial se puede utilizar también en los receptores
anidnicos sintéticos para lograr un reconocimiento selectivo de una especie
frente a otra introduciendo elementos discriminadores de carga en el disefio

del receptor.

8.1.2. Unidades escuaramida para el reconocimiento anionico.

Si nos centramos en el reconocimiento anidnico en disolventes
polares, el disefio de receptores se ha basado en la sintesis de moléculas
que presentan un gran numero de cargas positivas. En este sentido, la carga
puede ser introducida de varias maneras: o bien se pueden emplear
ligandos que al pH de trabajo tengan multiples cargas positivas, de manera
que favorezcan las interacciones electrostaticas con el anion, o se puede
favorecer este tipo de interacciones mediante la introduccidn de un cation,
siendo el complejo metédlico el responsable del reconocimiento. Sin
embargo, ademas de las interacciones electrostaticas, existen otro tipo de
fuerzas no covalentes a través de las cuales puede alcanzarse una uniéon con
el sustrato de manera muy eficaz como son las interacciones hidrofobas,
las fuerzas de van der Waals, las interacciones de tipo 7 y por ultimo los

enlaces de hidrégeno.

En este sentido, el grupo escuaramida se puede considerar, como
unidad independiente, como la amida derivada del acido escuérico. Si se
pone especial atencion a su estructura, esta molécula puede actuar como

dador y aceptor de enlaces de hidrégeno (esquema 8.1).
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Esquema 8.1. Equilibrio de las conformaciones de la unidad escuaramida y sus

formas de resonancia zwiterionica.

La formacién de enlaces de hidrogeno incrementa el caracter
aromatico de la molécula de la que forma parte. Ademas, si los enlaces de
hidrégeno ocurren en los grupos carbonilo, se produce una polarizacion en
la escuaramida que incrementa la carga parcial positiva sobre los N-Hs de
manera que se aumenta su capacidad de grupo dador. Este tipo de amidas
son capaces de transmitir los efectos electronicos a través de todo su
sistema de enlaces conjugados, lo que permite una deslocalizacion del par
de electrones solitario del nitrogeno en el anillo de cuatro miembros,
obteniéndose asi las formas de resonancia zwiteridnicas que se ven en el
esquema 8.1. Estas caracteristicas estructurales son las responsables de la
alta capacidad que tienen las escuaramidas para formar puentes de
hidrégeno.'? La rotacion del enlace C-N se encuentra restringido y como

consecuencia, con una unidad de ciclobutenodiona como esqueleto rigido,
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los dos hidrégenos que forman parte de la amida se encuentran orientados
a lo largo del plano de esta unidad y pueden participar en el reconocimiento

anidnico a través de enlaces de hidrégeno.

En las Gltimas décadas, se ha empezado a trabajar con moléculas
neutras como receptores anionicos, utilizando enlaces de hidrogeno como
principal fuerza de union entre el receptor y el sustrato.'? Sin embargo, para
que estos receptores puedan llevar a cabo un reconocimiento eficaz, los
estudios se han tenido que realizar en medios apolares o en mezclas de
disolventes organicos con un bajo porcentaje de agua.'* En el esquema 8.2
se muestran varios ligandos que contienen unidades de escuaramida. En
los dos primeros ha sido necesario el uso de metanol y mezclas de
agua:etanol para llevar a cabo los estudios, mientras que en el ultimo caso
se han realizado en DMSO. Por lo tanto aiin es necesario un mayor avance
en la sintesis de receptores escuaramidicos capaces de reconocer aniones
en agua pura.

3 NMey

N'Mes ) @
o HN™ N*May - py i

. ( ) ;
= Y fH ﬂ HN e RN
|| | 2 O & NH (s} \ /
7N 3 -é’?"’ Ay

o] NH HN o NH
| | - HN o p.
SN o Jr\ X . ~ Ay
NI

Chem. Commun., 2001, 1456 1. Org. Chem., 2006, 71, 7185 Chem. Eur. 1., 2014.20.7373

Esquema 8.2. Estructuras organicas de diferentes ligandos escuaramidicos para

el reconocimiento anidnico.
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8.2. Receptores hibridos.

En el esquema 8.3 se muestra la estructura de los materiales
hibridos utilizados en este trabajo. La sintesis se ha llevado a cabo en
colaboracion con el grupo de Quimica Supramolecular de la Universidad
de las Islas Baleares. En primer lugar se han preparado los sistemas BSqN"
y MSgN". Esto dos sistemas se diferencian en el tipo de nanoparticulas
empleadas. En el caso de la BSqN", las nanoparticulas estan formadas por
AlO(OH) cristalino (bohemita) (B), mientras que en el caso de la MSqN",
el soporte inorganico tiene una arquitectura de nucleo-envoltura de
composicion bohemita-silica amorfa (M). Se ha cambiado el soporte para
poder estudiar por un lado si hay cambios en la etapa de funcionalizacion
y por otro, conocer si la naturaleza quimica de la superficie puede afectar

al proceso de deteccion de los sustratos.

0 o] g
‘ 510,
Of Envollura
4 f'}\! I}i’\ amorfa
—0551 N

Nugcleo
cristaling

Esquema 8.3. Estructura de los materiales hibridos BSqN™ y MSqN*

sintetizados.

Una vez se llevdo a cabo este estudio, las nanoparticulas se
funcionalizaron con diferentes tipos de moléculas para poder realizar un
estudio del tipo de fuerzas que son predominantes en dicha deteccion. Para
ello, se ha variado el nimero de unidades escuaramidicas (Sq) y el tipo de
carga presente, ya sea una carga positiva que proviene de una amina

cuaternizada (N"), o de una amina primaria protonada (NH;3"). A partir de
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datos bibliogréficos, se ha decidido utilizar yoduro como contraion debido
a que la formacion de pares i6nicos en disolventes proticos es
practicamente despreciable en el intervalo de concentraciones usadas en

este trabajo (10°-107) M.*5

A diferencia de los estudios que se presentan en esta tesis doctoral,
los materiales hibridos que se han sintetizado no contienen ningln
fluoréforo por lo que la sefalizacion del reconocimiento se ha llevado a

cabo mediante un ensayo de desplazamiento colorimétrico.

8.3. Seleccion del indicador cromogénico.

Después de realizar una revision de los posibles indicadores, se
decidi6 utilizar un indicador 4cido-base conocido como es el verde de
bromocresol (VB) que cumple de manera satisfactoria los requisitos

elegidos:

e Absorcion. Es recomendable que presente una elevada intensidad
de absorcidn en la zona ultravioleta-visible con preferencia hacia
el visible.

e Solubilidad. Debe ser soluble en el medio acuoso tamponado en el
que se quiere hacer las medidas.

e Caricter acido-base. Un punto a tener en cuenta es el intervalo de
pH en el que indicador tiene su viraje, ya que como se ha
comentado anteriormente los aniones sulfato y fosfato presentan
una carga diferente en funcion del pH del medio. En este sentido

y dado que uno de los objetivos de este trabajo es el
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reconocimiento selectivo de sulfato, se ha decidido elegir un

indicador que presente su viraje a pHs acidos.

e Constante de asociacion. Se ha comprobado que los receptores
basados en unidades escuaramidicas presentan una elevada
constante de asociacion frente a grupos carboxilato, sulfonato y
analogos, por lo que es recomendable que el indicador tenga

alguno de estos grupos para asegurar la interaccion receptor-

indicador.

e Control de pH. El hecho de trabajar en disolucion acuosa hace
necesario un control riguroso del pH para asegurarse que los
cambios que se observan se deben a un proceso de reconocimiento
del sustrato. Ademas, el hecho de trabajar en un medio tamponado

sirve para el control de la fuerza i6nica, lo que es importante

cuando se trabaja con aniones en medios acuosos.

En la figura 8.1 se muestra la estructura y el equilibrio acido-base
del VB. Este indicador tiene un intervalo de viraje de 3.8 a 5.4 en agua
pura. El indicador tiene un grupo sulfonato y un grupo fenolico que van a

ser los mayores responsables tanto de la interaccion con el grupo

escuaramida, como del cambio de color de amarillo a azul.

Amarillo (pH = 3) Azul (pH="T)

Figura 8.1. Equilibrio 4cido base del VB y cambios de color que se observan.
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Inicialmente se registraron los espectros ultravioleta-visible
(UV-vis) de las dos formas del indicador que participan en el proceso. El
VB en su forma 4cida presenta una coloracion amarilla con una banda de
absorcion centrada a 436 nm. La desprotonacion de la unidad fendlica del
VB para dar la forma basica dianionica azul, con estructura de semiquinona
con conjugacion extendida, presenta un maximo de absorcion a 616 nm. A
la hora de elegir el pH de trabajo se registraron los espectros de absorcion
del indicador para varios valores de pHs (figura 8.2). Para llevar a cabo las
medidas, se escogid un pH = 3.4 ya que es préximo a su intervalo de viraje
y ademas, presenta la forma acida amarilla de manera predominante sobre

la forma basica de color azul.

Absorbancia

400 450 500 550 G600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 8.2. Espectro de absorcion del VB a diferentes pHs.

8.4. Interaccion de los materiales hibridos con el indicador verde de

bromocresol.

A partir de la caracterizacion de los materiales hibridos se calcul6 el

numero de moléculas de receptor escuaramidico presente en la superficie
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de las nanoparticulas y a continuacion, se comprobd si nuestros sistemas
eran capaces de reconocer al indicador en disolucion acuosa. En la figura
8.3 se puede ver, a modo de ejemplo, la variacion del espectro UV-vis del
indicador al anadir cantidades crecientes de una disolucidon coloidal de
nanoparticulas funcionalizadas. La adicidn del receptor hibrido provoca la
disminucion de la banda de absorcion centrada a 436 nm propia de la forma
acida del VB y a la vez un aumento de la banda a 616 nm correspondiente
a la forma basica (fenolato) del indicador. Se puede observar ademas, la
presencia de un punto isosbéstico situado a 506 nm, correspondiente a la
presencia de dos formas activas que se encuentran en equilibrio. Dado que
el sistema se encuentra tamponado, los cambios que se observan se deben
atribuir a un proceso de complejacion selectivo para la forma dianionica
del indicador que hace que se desplace el equilibrio hasta esta forma, lo
que se traduce en un aumento de concentracion y por lo tanto un aumento

de su banda de absorcion caracteristica.

Absorbancia

350 450 550 650 750 850 950
A (nm)

Figura 8.3. Espectro obtenido en la valoracion de VB frente a cantidades

crecientes de BSqN'™.
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Se realizd el mismo proceso para el sistema MSqN'. Dado que en
estos dos sistemas la parte orgédnica es la misma, se pueden comparar los
resultados obtenidos para ver, si en efecto, la composicion quimica de la
superficie de las nanoparticulas tiene algun efecto. En la figura 8.4 se ha
representado el maximo de absorcion de las dos formas del indicador en
funcion de la cantidad de material hibrido afiadido. En los dos sistemas se
observa un reconocimiento del indicador aunque con pequenas diferencias.
La absorcion de la forma acida del VB disminuye para los dos sistemas,
sin embargo, el aumento de la intensidad de la forma bésica es menor en el
caso de las nanoparticulas de tipo nucleo-envoltura. Esto puede ser debido
a que en estas Ultimas la superficie estd compuesta por un material amorfo,
que por una parte dificulta en cierta medida el proceso de funcionalizacion,
y por otra, puede de alguna manera dificultar el acceso del indicador al
receptor. Por ello, para el resto de sistemas hibridos sintetizados se escogio

la bohemita como soporte.

® BSqN+436nm
® BSqN+ 616nm
1 e MsqN-+ 436
%, sq nm
°, MSgN+ 616nm
= 0.8 - Ce,
® o
.5 ...S....
E 0.6 - e e
g
= 0.4 4
<
0.2 4 .......00' e © O ©
»0"’..‘
0 T T T 1
0 0.1 0.2 0.3

Material hibrido afiadido (mg/mL)

Figura 8.4. Cambios en la absorcion del indicador al afiadir cantidades crecienes

de BSqN"y MSgN".
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Si se presta un poco de atencion a la molécula organica presente en
el sistema BSqN" se puede distinguir dos zonas posibles de interaccion.
Por una parte se encuentra la unidad escuaramidica y por otra parte un
grupo amonio cuaternizado. Para estudiar un poco mas el efecto de cada
una de estas unidades en el reconocimiento anidnico se han sintetizado el
resto de sistemas hibridos que se presentan en el esquema 8.4. Se ha
sintetizado nanoparticulas de bohemita que contienen un grupo amonio
cuaternizado (BN"), un grupo escuaramida (BSq), una amina primaria
protonada (BNH;") y por altimo un sistema doble de escuaramidas y
amonios cuaternizados (B2Sq2N") en su superficie. El primer paso para
estudiar estos nuevos sistemas ha sido comprobar que son capaces de
interaccionar con el indicador en las mismas condiciones experimentales

que los sistemas BSqN" y MSgN".

B2Sq2N*

Esquema 8.4. Estructura del resto de sistemas hibridos estudiados.

A excepcion del sistema BN, el resto de materiales hibridos
muestran la misma tendencia de cambio en las bandas de absorcién de la
forma 4cida y basica del indicador que los sistemas anteriores (figura 8.5).
Ademads, también se ha encontrado un desplazamiento hipsocrémico

mucho mas marcado de la banda centrada a 444 nm, siendo méxima para
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el sistema BSq (42 nm) y minima (5 nm) para el sistema MSqN". Este
desplazamiento puede evidenciar la formacion de un complejo que no lleva
asociada una modificacion de la estructura del cromoforo, es decir, ademas
del equilibrio del sensor hibrido con la forma dianionica del VB, en
algunos sistemas se podria incluso encontrar un equilibrio con la forma

monoanionica del indicador.

0.4 -

A

<
()
1

VB /\ — VB + B-2Sg2N*

Absorbancia
o
N
1

3
—_—

O I I I I I I I nw:n
340 390 440 490 540 590 640 690 740

A (nm)

Figura 8.5. Interaccion de los sistemas hibridos B2Sq2N* (A).
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0.4 -

Absorbancia
= =
) Lo
1 1

<
[E—
1

VB — VB + B-Sq

0
34

0.4 -

=
[\
]

Absorbancia
=
[E—
|

0

0 390 440 490 540 590 640 690 740

A (nm)

— VB + B-NH,"*

340 390 440 490 540 590 640 690 740

A (nm)

Figura 8.5. Interaccion de los sistemas hibridos BSq (B) y BNH3" (C) con el
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Como se ha comentado anteriormente, cuando se realizd la
valoracion del indicador con el sistema BN”, éste no produjo cambios en
el espectro de absorcidon del VB (figura 8.6) La adicion de nanoparticulas
modificadas con grupos amonio cuaternario produjo los mismos efectos
que la adicion de nanoparticulas sin funcionalizar como se aprecia
visualmente en la figura 8.6. En ella se pueden ver disoluciones de
indicador, de indicador mas nanoparticulas de bohemita sin funcionalizar,
de indicador mas el sistema BN y por tltimo, de indicador mas el sistema
B2Sq2NHj;". En un principio cabria esperar que los sistemas BNH; "y BN
mostraran los mismos resultados por el hecho de tener una carga positiva
en ambos casos. Sin embargo, la posibilidad de formar puentes de
hidrogeno por parte del sistema hibrido BNH;" hace que al final, el

comportamiento sea completamente diferente.

0.4

S
[

Absorbancia
= o
b=t (3%
>

0

340 400 460 520 S58BO 640 700
A (nm)

Figura 8.6. Valoracion del VB con el sistema BN (izquierda) e imagen de las

disolucion de indicador y de indicador mas bohemita, BN y B2Sq2NH;5".
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8.5. Experimentos de competicion y determinacion de las constantes

de asociacion.

Una vez seleccionadas las condiciones de trabajo, se realizaron una
serie de experimentos de competicion con diferentes aniones inorganicos.
En estos experimentos se mantuvo constante la concentracion de
nanoparticulas funcionalizadas y de indicador y se fue incrementando la
concentracion de anion. En el caso de aniones con elevada afinidad por el
receptor, la adicion provoca un desplazamiento del VB complejado por el
receptor y como consecuencia se produce un cambio en el espectro de
absorcion hacia la forma acida del indicador, es decir, conforme el
indicador deja de estar complejado, se observa un aumento de intensidad
de la banda de absorcion caracteristica de la forma 4cida y una disminucion
de la banda asignada a la forma basica del mismo. Macroscopicamente, el
reconocimiento del anidon presente en la disolucién se observa por un

cambio de coloracidn hacia el amarillo.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para los
ensayos de desplazamiento del sistema BSqN" con los aniones sulfato y
cianuro (figura 8.7). Mientras que en la valoracion realizada con aniones
sulfato se puede observar una disminucidn de la intensidad de absorcion
de la forma basica y, un aumento de la forma &cida del indicador al ir
anadiendo concentraciones crecientes de anion, no pasa lo mismo cuando
la valoracion se lleva a cabo con anidn cianuro. Esto indica que el anion
sulfato es capaz de coordinarse al receptor escuaramidico y desplazar a la

forma basica del VB, mientras que el cianuro no.
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Figura 8.7. Ensayos de desplazamiento realizados sobre el sistema VB-BSqN" y

los aniones sulfato (A) y cianuro (B).

Los efectos en las valoraciones con el resto de aniones son muy
parecidos por lo que para poder comparar los resultados obtenidos para
todos los aniones de manera eficaz se ha representado la relacion entre el
maximo (pico) y el minimo (valle) correspondiente a la forma basica del
VB frente a la concentracion de anion. Este tipo de representacion permite

comparar resultados evitando los errores debidos a los posibles efectos de
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dilucion de las muestras ademas de los desplazamientos de los méaximos
de absorcion.'® En la figura 8.8 se muestran los resultados para el sistema
BSqN" y MSgN". Como se puede observar en las graficas, ninguno de los
aniones monovalentes es capaz de desplazar al VB de nuevo a la disolucion
excepto el anidn dihidrogenofosfato. El anidén sulfato es el Gnico que
produce un importante descenso de la banda situada a 616 nm. Por lo tanto,
se puede afirmar que se ha desarrollado un sensor hibrido capaz de
seleccionar sulfato sobre fosfato de manera selectiva en las condiciones

experimentales de trabajo.
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Figura 8.8. Cambios en los espectros de absorcion del sistema VB-BSqN™ (A) y

VB-MSgN" (B) tras la adicion de cantidades crecientes de diferentes aniones.
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Aunque la tendencia es la misma para los dos sistemas, se pueden
apreciar leves diferencias en la extension o alcance del reconocimiento. A
pesar de ser el mismo ligando escuaramidico, éste se encuentra localizado
sobre nanoparticulas cuya naturaleza es diferente ya que en el caso de
BSgN" la superficie estd formada por gamma oxohidroxido de alumino
cristalino y en el caso del sistema MSqN" la superficie es de silica amorfa.
Por ello, se puede concluir que las nanoparticulas juegan un papel muy
importante en el disefio de sensores hibridos y su funcidon no se reduce

unicamente a la de ser el soporte de las moléculas organicas.

A partir de los resultados obtenidos del analisis elemental se puede
conocer la cantidad de materia organica anclada a la superficie de la
bohemita, por lo que es posible estimar una constante de interaccion entre
el material hibrido y los aniones estudiados suponiendo una estequiometria
1:1 BSqN ":anion. La eleccion de esta estequiometria se deduce de trabajos
anteriores en los que nanoparticulas de bohemita se funcionalizaron con
unidades antraceno.'” Cuando estos sistemas se estudiaron mediante
espectroscopia de fluorescencia no se observo la formacidén de excimeros
estaticos, lo que indica que las moléculas organicas estan separadas cierta
distancia unas de otras en la superficie solida. Mediante el programa
HYPERQUAD'® se pudieron determinar los logaritmos de las constantes de
asociacion para los aniones en los que se observaba reconocieminto
obteniendo un log K = 4.89(2) para el anion sulfato y un log K = 3.33(1)
para la interaccion con dihidrogenofosfato (los valores entre paréntesis
indican las desviaciones estdndar en la ultima cifra significativa). El
cociente entre estas dos constantes indica que el sistema BSqN" tiene una
selectividad de sulfato sobre dihidrogenofosfato de 30 veces. Este

comportamiento se puede explicar teniendo en cuenta que la carga en el
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fosfato y el sulfato es diferente a pH 3.4. Mientras que el sulfato es un
dianion, el fosfato se presenta como monoanion. Sin embargo, queda por
aclarar porque mientras el resto de aniones monovalentes no consigue
desplazar al indicador del receptor hibrido, el dihidrogenofosfato si lo
consigue. Una posible explicacion reside en la habilidad de este anion para

actuar como dador de enlaces de hidrogeno.

Para evaluar la viabilidad de este procedimiento experimental, se
realizaron ensayos complementarios de reconocimiento de 4acidos

dicarboxilicos y tricarboxilicos con el sistema BSqN" (esquema 8.5).

HO (0]
(o] (o] 0 (o]
CH,COOH )]\/”\
HO OH HO OH
OH

Acido acético Acido citrico Acido malénico
o COOH COOH
OH COOH coon
OH
COOH
o COOH
Acido maleico Ac. 1,2,3 bencenotricarboxilico Ac. 1,2,4 bencenotricarboxilico

Esquema 8.5. Estructura organica de los acidos estudiados.

En la figura 8.9 se muestran los resultados obtenidos para los 4cidos
malonico (malo), maleico (mal), los isomeros de los acidos 1,2,3- y
1,2,4-benceno tricarboxilicos (1,2,3-BTC y 1,2,4-BTC respectivamente),

el acido citrico (CIT) y el &cido acético.

Como cabe esperar, el acido acético no produce ninglin cambio en

la emision de la forma basica del indicador, mientras que el 4cido malonico
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y maleico producen las mismas variaciones. Los acidos tricarboxilicos son

los que producen una mayor variacidon en el espectro UV-vis del VB.

1.1
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Figura 8.9. Cambios en los espectros de absorcion del Sistema VB-BSqN™. Tras

la adicion de diferentes aniones carboxilicos.

En principio, se esperaria una correlacion de los resultados con la
carga neta de los sustratos al igual que sucedia en los experimentos
anteriores. Sin embargo, cuando se calcula la carga neta de los aniones a
partir de la tabla 8.2, nos encontramos con una situacion diferente. A pH
3.4 todos los sustratos presentan carga -1 pero exhiben diferente respuesta
en los ensayos de desplazamiento. Estos resultados hacen que sea necesario
de nuevo tener en cuenta diversos aspectos como las energias de
hidratacion de los aniones, la capacidad de formar enlaces de hidrdgeno o,
en definitiva, el papel activo que las nanoparticulas tienen en el proceso de

deteccidn aniodnica. '’
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Tabla 8.2. Constantes de basicidad de varios de los aniones utilizados en este

trabajo.

Reaccion Malo Mal CIT 12,3- 1,24- H:PO#& SO4&
BTC BTC
H+ A S HA 536* 5.86* 5.44°> 540> 5.5I° 11.74% 1.55¢2

H+HASHA | 252 1.71 4.17 3.90 4.06 6.71
H+HA 5 H:A 2.74 2.65 2.76 1.92

a) Datos tomados de A. E. Martell, R. M. Motekaitis, NIST Critically Selected
Stability Constants of Metal Complexes Database, NIST Standard Reference Database
Version 4, 1997.

b) A. Bencini, A. Bianchi, M. 1. Burguete, E. Garcia-Espafia, S. V. Luis and J. A.
Ramirez, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 1919-1920.

8.6. Evolucion de los sistemas hibridos.

En base a los resultados obtenidos, se decidid sintetizar una
variedad de ligandos organicos en los que variaba el tipo y el nimero de
puntos de union. A continuacion se discuten los resultados obtenidos para
los ensayos de desplazamiento con los diferentes aniones estudiados. A
diferencia de los anteriores sistemas, se puede observar una disminucioén
de la intensidad de absorcion de la forma basica y un aumento de la forma
acida del indicador en mayor o menor medida al ir afadiendo
concentraciones crecientes de anién en todas las valoraciones, lo que
indicaria que en todos los casos hay union del anion al receptor
escuaramidico desplazando al VB. Sin embargo no son los tinicos cambios
que se pueden observar en los espectros de absorcion, ya que para aquellos
sistemas en los que se produce un reconocimiento eficaz del anion

estudiado, se observa una recuperacion del maximo de absorcion de la
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forma 4cida del indicador revirtiendo el desplazamiento hipsocromico que

se observaba en un principio. La figura 8.10 muestra las valoraciones

realizadas para el sistema BSq a modo de ejemplo.
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Figura 8.10. Ensayos de desplazamiento realizados sobre el sistema VB-BSq

con diferentes aniones.
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Figura 8.10. Ensayos de desplazamiento realizados sobre el sistema VB-BSq

con diferentes aniones.

En la figura 8.11 se muestran, como ejemplo, imagenes de las
disoluciones tras las valoraciones con los aniones para el sistema VB-
BNH;". De izquierda a derecha aparece la disolucion inicial de indicador,
la disolucion de indicador mas el sistema hibrido y a partir de ahi, el

sistema VB-BNHj;" tras la adicion de los diferentes aniones empleados en

este estudio.

Figura 8.11. Imagen de las disoluciones tras los ensayos de

desplazamiento.
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Para poder comparar los resultados en su conjunto se ha
representado de nuevo la relacién entre la absorcion maxima (pico) y
minima (valle) para la forma acida del indicador, para cada anién y sistema
(figura 8.12). Es muy importante destacar que el sistema BNH;", que
consiste en una amina primaria protonada, es capaz de detectar tanto al
anioén sulfato como al dihidrogenofosfo en disolucién acuosa. Estos
resultados serian del todo imposibles si inicamente se repitiera el ensayo
con el ligando sin las nanoparticulas. De estos resultados se comprueba una
vez mas que las nanoparticulas tienen un papel fundamental en el disefio
de quimiosensores en disolucion acuosa, ya que permiten el uso de

moléculas sencillas que por si solas no producirian ningln efecto.
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Figura 8.12. Cambios en los espectros de absorcion del sistema VB-BNH;" (A).
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Figura 8.12. Cambios en los espectros de absorcion del sistema VB-BSq (B) y

VB-B2Sq2N* (C) tras la adicion de cantidades crecientes de diferentes aniones.

A partir de las valoraciones realizadas en los ensayos de
desplazamiento, se han calculado de nuevo los logaritmos de las constantes
asociadas al equilibrio de desplazamiento del VB (tabla 8.3). De forma
general se puede decir que el sulfato es el anion que interacciona mas

fuertemente con todos los sensores hibridos sintetizados. Los aniones
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monovalentes son capaces de ser reconocidos en cierto grado siendo un

caso extremo el reconocimiento del fluoruro por parte del sistema BSq.

Tabla 8.3. Logaritmos de las constantes asociadas al desplazamiento del VB por

parte de los sistemas hibridos.

BSq B2Sq2N* BNH;"
F 4.33 (2)° 2.62 (2) 1.39
Cr 2.55(1) 2.06 (2) 2.09 (3)
Br 2.68 (4) 1.96 (6) 2.43 (4)
I 2.58 (3) 2.26 (4) 1.37 (3)
CN- 2.55(8) 2.21(5) 2.59 (3)
NO;5 2.66 (5) 2.23(7) 1.79 (5)
12.04 (2:1 M:L)
SO4* 5.51(5) 3.97 (1)
7.21 (1:1 M:L)
8.99 (2:1M:L)
H,PO4 5.42 (6) 4.27 (2)
4.63 (1:1 M:L)

a) Los numeros entre paréntesis indican las desviaciones estandar en la

ultima cifra significativa.

Todas las curvas se ajustan en mayor o menor grado a un modelo
1:1 metal:ligando (M:L) a excepcion de las obtenidas par el receptor
B2S@2N" con sulfato y dihidrogenofosfato. Debido a la presencia de dos
unidades escuaramida y dos aminas cuaternizadas es factible la formacion

de especies con estequiometria 2:1 M:L (esquema 8.6).
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O O

Esquema 8.6. Representacion esquematica de la formacion de especies 2:1 M:L

para el sistema B2Sq2N".

Teniendo en cuenta este escenario, la formacion de la especie 1:1
favoreceria una segunda interacciéon entre la unidad escuaramidica
restante. Debido a esto, un nimero adicional de moléculas de agua
localizadas en las esferas de solvatacion se liberan al medio lo que ayuda

a una estabilizacion extra del complejo dianionico.

8.7. Conclusiones.

En este capitulo de tesis se ha modificado la superficie de
nanoparticulas de bohemita con ligandos que contenian unidades
escuaramidicas, aminas cuaternizadas o una combinacion de ellas. Ademas
se ha introducido como alternativa a la amina cuaternizada, una amina
primaria protonada. Esto ha permitido la sintesis de quimiosensores
hibridos capaces de detectar sulfato frente a una serie de especies
anionicas. Ademas, en algunos casos ha sido posible la discriminacion de

sulfato frente a hidrogenofosfato de manera reproducible.

Es necesario enfatizar el hecho de que ninguno de los componentes

organicos ya sea individualmente (la amina cuaternizada o el grupo
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escuaramida) o combinados entre si, serian capaces de realizar el mismo
reconocimiento anidnico alcanzado por los sistemas hibridos en disolucion

acuosa.

Se ha demostrado que las nanoparticulas juegan un papel crucial
en la organizacion y la pre-concentracion de las moléculas organicas
favoreciendo la desolvatacion de los aniones y su interaccion con las
moléculas organicas. A partir de estos resultados obtenidos se demuestra
una vez mas que las nanoparticulas tienen un papel fundamental en el

disefio de quimiosensores en disolucidon acuosa:

e Permiten trabajar en disolucion acuosa con moléculas insolubles
en agua.

e Permiten el uso de moléculas sencillas que por si solas no
producirian ningun efecto.

e Sirven de soporte de la molécula organica, permitiendo la
recuperacion del quimiosensor una vez llevado a cabo el ensayo

de reconocimiento para posteriores usos.
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Capitulo 9.

9.1. Introduccion.

El capitulo 8 se ha centrado en el desarrollo de un quimiosensor
capaz de reconocer sulfato en agua. Sin embargo, dentro del grupo de
aniones mas estudiados también se encuentra el yoduro tanto por su
importancia bioldgica como medioambiental. Este anidon es una diana de
especial interés ya que se encuentra dentro de los micronutrientes
esenciales para el crecimiento del ser humano, y juega un papel clave en la
funcion de la glandula tiroidea." Tanto un defecto como un exceso de
yoduro es el responsable de varias enfermedades relacionadas con esta
glandula.? Por ejemplo, un exceso de yoduro en el agua de consumo, puede
provocar enfermedades como creatinismo o tiroiditis en el ser humano.’
Ademas, el yoduro no estd presente unicamente en el ambito bioldgico,
sino que también se encuentra en el campo del medioambiente. El yodo
elemental se utiliza tanto en la sintesis de compuestos organicos como en
la fabricaciéon de medicinas.* Por lo tanto, es importante desarrollar
métodos que sean rapidos, sensibles y selectivos para la deteccion de
yoduro en productos farmacéuticos, alimentarios o incluso en muestras

biolodgicas.

En la bibliografia existen diferentes metodologias que se han
desarrollado de cara a la deteccion de este anion. Entre ellos se encuentran
la cromatografia,’ la electroforesis capilar® o la absorcion atomica.” Sin
embargo, todas estas técnicas se caracterizan por el uso de instrumentacion
muy sofisticada y de elevado precio, y en la mayoria de los casos es
necesario un pretratamiento de las muestras. En este sentido, es preferible
el empleo de ensayos colorimétricos o fluorimétricos debido a su alta

sensibilidad, bajo coste asi como a la sencillez de la instrumentacion y la
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posibilidad de miniaturizacion del equipo, lo que permite transportarlo y

realizar la medida in situ.

En la literatura se pueden encontrar trabajos que han empleado la
espectroscopia UV-vis o de fluorescencia como técnica para la deteccion
de aniones.® Sin embargo, en la mayoria de los casos se han usado ligandos
organicos que implican una sintesis compleja. Por otra parte, muchas veces
estos iones se encuentran en agua, lo que impide el uso de receptores

organicos que s6lo son solubles en medios apolares.’

9.2. Deteccion de haluros mediante la espectroscopia de fluorescencia.

En el capitulo 1 se han comentado los mecanismos de desactivacion
de una molécula desde el estado excitado al estado fundamental. De
manera general, la emision de luz puede ocurrir principalmente mediante
dos procesos: fluorescencia y fosforescencia dependiendo de si el estado
excitado es un estado singlete o triplete respectivamente. Debido a que la
fosforescencia tiene tiempos de vida largos, no se suele observar en
disolucion a temperatura ambiente, mientras que si es posible observar
procesos de relajacion mediante fluorescencia en disolucion y en ausencia
de una molécula desactivadora. Esta diferencia es debida principalmente a
que existen varios mecanismos de desactivacion no radiativos que pueden

competir con la emision de radiacion.

Enla figura 9.1 se muestran las diferentes formas en las que se puede
desactivar la emision de fluorescencia. Si el fluoréforo es un grupo electron
dador y el estado excitado es un grupo electron aceptor, puede darse un
mecanismo de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET,

por FOrster resonance energy transfer), un tipo de desactivacion no
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radiativo; o puede ocurrir que exista una molécula que desactive la emision
de fluorescencia por colision con el fluordforo sin que el éste o la molécula
desactivadora sean alteradas quimicamente en el proceso. Se pueden
aprovechar estos procesos de desactivacion de la fluorescencia y de la
fosforescencia debido a la presencia de aniones haluro para detectarlos y

cuantificarlos en disolucion acuosa.

S‘ y— A
? A
% ““Ykno radiat kq Desactivacion — 1
Vabs \. por colisién N
h Wiuoresc \“> Q FRal
S, Ao
Fluoréforo (dador) Aceptor

Figura 9.1. Diagrama de Jablonski modificado que muestra el proceso de
absorcion (azul), la relajacion radiativa (verde), procesos de desactivacion no
radiativos (r0jo) y otros procesos de vuelta al estado fundamental como la

desactivacion por colision (rosa) y por FRET (morado).

La desactivacion de la emision de fluorescencia de ciertos
compuestos aromaticos debido a la presencia de aniones haluros es
conocida desde hace ya afos. Existen trabajos en los que se ha empleado
quinina,’ naftaleno,'' coumarina,'? rodamina'® y varios heterociclos
polinucleares aromaticos'* como unidades fluorescentes para la deteccion
de haluros y algunos pseudohaluros (cianuro, tiocianato, etc). Como
resultado de la desactivacion de la fluorescencia se produce una
disminucion de la emision y de los tiempos de vida, por lo que a partir de
la medida de estos dos parametros es posible cuantificar la concentracion

del haluro.
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La determinacion de aniones haluro mediante la desactivacion de la
fluorescencia es un método muy popular debido a que es posible trabajar a
concentraciones muy bajas (del orden de micromolar) y a la simplicidad
de las reacciones de desactivacion. Ademas, las reacciones que tienen lugar
normalmente son no destructivas y se pueden aplicar casi a cualquier

sistema que tenga una unidad fluoréfora en su estructura.'’

9.3. Sistemas empleados.

En capitulos previos de esta memoria se ha demostrado la eficacia
del uso de nanomateriales en la sintesis de quimiosensores para el
reconocimiento de especies cargadas en disolucion acuosa. Ademas, se han
preparado nanoparticulas de diferentes materiales y tamafios, lo que ha
permitido estudiar la efectividad de la reaccion de funcionalizacion de la
superficie con diferentes moléculas organicas, asi como la sensibilidad y
la efectividad del quimiosensor hibrido final.'® Otra caracteristica que
presenta el uso de nanomateriales en el disefio de quimiosensores es la
posibilidad de mejorar la eficacia del sistema hibrido respecto a la
molécula libre por un efecto de “pre-concentracion” de los ligandos
organicos en una superficie.'” Por ello, ademas de sintetizar los sistemas
hibridos orgéanico-inorgéanicos, se han preparado las moléculas organicas

libres para estudiar las posibles diferencias entre ellos.

El esquema 9.1 muestra las estructuras de los sistemas que se van
a estudiar tanto en su forma libre como anclados. Como unidad receptora
se ha empleado, por un lado, el ligando tripodal tris(2-aminoetil)amina que
contiene dos aminas primarias y una amina secundaria (abreviada como T

en el nombre de los sistemas hibridos finales), mientras que por otro lado,
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se ha sintetizado una poliamina abierta que contiene una amina primaria y
dos aminas secundarias (indicado en el nombre como 3N). Ambos ligandos
han sido modificados con una unidad de pireno (pi) como unidad

sefalizadora (Tpi y 3Npi respectivamente).

112:\'

NN ‘\/\"/‘ NN \/\"/‘

3Npi

& o‘*
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&
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@
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Esquema 9.1. Estructura quimica de los ligandos libres de los sistemas hibridos

empleados en la deteccion de yoduro.

Para obtener los sistemas hibridos, se ha anclado el ligando Tpi y el
3Npi a la superficie de nanoparticulas de bohemita (BTpi y B3Npi
respectivamente). Ademas se ha anclado una cadena que contiene un unico
atomo dador para estudiar la influencia de la longitud de la cadena en la
respuesta fotoquimica del quimiosensor (B1Npi). Por ultimo, se ha

modificado la superficie de la bohemita inicamente con unidades pireno
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para poder emplearlo como referencia en los estudios fotoquimicos

realizados (Bpi).

9.3.1. Comportamiento acido-base.
9.3.1.1. Determinacion de las constantes de protonacion.

En el caso de ligandos poliaminicos no soportados, es posible
estudiar la basicidad de las aminas presentes en la estructura mediante
estudios potencidometricos. Mediante esta técnica se pueden determinar las
constantes de basicidad de los ligandos. En la tabla 9.1 se recogen los
valores de los logaritmos de las constantes de basicidad sucesivas para los

ligandos Tpiy 3Npi.

Tabla 9.1. Logaritmos de las constantes de protonacion sucesivas y de basicidad
global para los receptores Tpi y 3Npi determinados a 298.1 + 0.1 K en NaCl
0.15 mol-dm™.

Reaccion Tpi 3Npi
H+L S HL? 9.90 (1)° 9.58 (3)
HL +H S HoL 8.66 (1) 8.32 (2)
H,L+H S HiL 6.62 (2) 4.35(2)

Log p° 25.18 22.24

a) Cargas omitidas. b) Los nameros entre paréntesis indican la desviacion estandar

de la ultima cifra significativa. ¢) La constante de basicidad global es f =XKjt..
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Se han obtenido tres constantes de basicidad para el ligando Tpi. Las
dos primeras mas basicas (logK; = 9.90 y log K, = 8.66) y una tercera
intermedia (logKs; = 6.62). Fijandonos en la estructura quimica del
receptor, en los valores obtenidos mediante potenciometria y en la
bibliografia que existe para ligandos similares,'® se puede proponer que los
dos primeros protones se situarian en los nitrogenos primarios de la cadena
del receptor, que como es sabido son mas basicos en disolucion acuosa que
los secundarios debido a la mejor solvatacion de los grupo amino
primarios. La tercera y ultima protonacion corresponderia al grupo amino

secundario de la cadena funcionalizada con el pireno.

La poliamina lineal 3Npi presenta dos constantes de protonacion
relativamente altas (logK; = 9.58 y logK, = 8.32) y otra constante mucho
mas baja (logKs = 4.35). Se puede proponer una secuencia de protonacion
en base a la minimizacion de la repulsiéon culombiana que existe entre
cargas del mismo signo. Los dos primeros protones se sitian lo
suficientemente alejados para que no exista repulsion entre cargas del
mismo signo, por lo que la entrada del tercer protén se produciria en el
grupo amino secundario central. Debido a que esta Gltima protonacidon
introduce fuertes repulsiones electrostaticas, el valor de la tercera constante

es baja."”

El programa Hyss* es una herramienta 1til a la hora de saber qué
especies se encuentran en disolucion a un determinado pH. En la figura 9.2
se muestran los diagramas de distribucion para los ligandos Tpi y 3Npi

calculados a partir de los datos de la tabla 9.1.
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Figura 9.2. Diagramas de distribucion de especies para la protonacion de los

ligandos Tpi (izquierda) y 3Npi (derecha) medidos en NaCl 0.15 mol-dm,

Las secuencias de protonacién que se han propuesto para los
ligandos Tpi y 3Npi se pueden corroborar mediante resonancia magnética
nuclear. La variacion de las sefiales de los espectros de RMN en funcion
del pH del medio proporciona informacion sobre la distribucion de cargas
positivas en los distintos centros protonables de los receptores.”’ La
protonacion de los grupos amino presentes en las moléculas no afecta por
igual a todos los nucleos de la estructura. Los carbonos situados en f y los
protones situados en a con respecto a un nitrogeno protonable son los que
experimentan los cambios mas significativos. Por norma general, se
observa que la protonacion de los nitrégenos hace que las sefiales de proton
se desplacen a campo bajo mientras que las sefiales de carbono lo hacen a

campo alto.

9.3.1.2. Determinacion de las secuencias de protonacion.

Se han realizado espectros de RMN de 'H y "°C a diferentes pHs y
ademas, para la asignacion de las distintas sefiales se han realizado

espectros de correlacion de RMN 'H-">C (HSQC). La numeracion de los
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diferentes nucleos se muestra en el esquema 9.2 (Tpi) y 9.3 (3Npi) (se ha
numerado en azul los carbonos y en rojo los nitrégenos). Los valores de
pH a los que se registran los espectros se eligen a partir de los diagramas
de distribucion de especies, de forma que se correspondan con el mayor %
de formacion relativa de las distintas especies presentes en disolucion. Hay
que recordar también que en disolucidon nos encontramos con situaciones
promedio, ya que en los estados de protonacion intermedios de una
molécula, los protones pueden situarse en varias posiciones con una
distribucidén que vendra controlada por las microconstantes de basicidad de

los mismos.??

1 - 2 N3 4

Esquema 9.2. Numeracion empleada en la asignacion de sefales para los

espectros de RMN del ligando Tpi.

Mientras que la parte alifatica del espectro da informacion
importante relativa a la secuencia de protonacion del ligando, no sucede lo
mismo con la parte aromatica del espectro donde el desplazamiento de las
sefiales no es significativo y no da informacion relevante, por lo que sélo

se va a analizar la parte alifatica.
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En la figura 9.3 se muestran los espectros de RMN de "C a
diferentes pHs. Al pasar de pH 10.98 (donde tenemos el ligando no
protonado) a pH 9.20 (donde se encuentra la especie monoprotonada) se
produce un desplazamiento muy significativo de la sefial C2, y al llegar a
pH 7.6 (especie diprotonada) se sigue observando un desplazamiento, esta
vez mas pequefio, de la misma sefal. Cuando se pasa de pH 7.6 a pH 2.0
(especie triprotonada), la sefial que experimenta un mayor desplazamiento
a campo bajo es el carbono C3. El desplazamiento de estas sefiales indica
que la primera y la segunda protonacidon ocurren mayoritariamente sobre
los grupos amino primario N1y N2, mas bésicos en disolucion acuosa, que

el grupo amino secundario N4.

c2

c3 cs ca c1
pH =2.0
c1
c3 @
pH=7.6
c1
Cc2

c3

pH =9.20
c2
(o
3 c5 ca ¢

pH =10.98

Figura 9.3. Zona alifética de los espectros de '*C RMN del compuesto Tpi en
D»O a diferentes valores de pH.
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Asi pues, los datos de RMN corroboran la secuencia de protonacion
que se propuso en el apartado anterior en funcion de las constantes de

basicidad obtenidas (figura 9.4).

&
H,N

H+ N ( HJﬁ
HzN/\/ \/\N O

1" - 2" protonaciéon; | O3 protonacion
Figura 9.4. Secuencia de protonacion propuesta para el receptor Tpi.

Se han realizado los mismos experimentos de RMN de 'H, °C y
HSQC para el ligando 3Npi. La numeracion de los diferentes nucleos se
muestra en el esquema 9.3 (se ha numerado en azul los carbonos y en rojo

los nitrogenos).

1 ﬁ 4 3 5

1 2

Esquema 9.3. Numeracion empleada en la asignacion de sefales para los

espectros de RMN del ligando 3Npi.
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En la figura 9.5 se muestran los resultados obtenidos para las
medidas de RMN de "*C. Cuando se pasa de valores de pH 10.1 a pH 8.9
tiene lugar la primera protonacion que afecta al N1, por lo que el cambio
mas significativo se aprecia en el desplazamiento de la sehal de C2.
Cuando el pH se ajusta sobre 6.3, la segunda protonacion tiene lugar de
manera mayoritaria sobre N3, para conseguir que las repulsiones
electronicas entre cargas sean minima, por lo que la sefial correspondiente
a C3 es la que sufre un mayor desplazamiento. Por altimo, la tercera
protonacion tiene lugar cuando se acidifica la disolucion hasta pH 2 y
afecta a N2, lo que se demuestra por el mayor desplazamiento de las

senales C1 y C4.

2 3 4
5 1
pH =2.0
. ar B . /
pH =6.3
5 a 2 1
pH =8.9
2 (3/4 1
5
pH =10.1

rrrrrprrDr v rp rrrrp rrrr | rr o1 [ rvor|rvrrr o[ rtr oot 111t 1 11
I I \ \ \ I \ I I \

52 50 48 46 44 42 40 38 36 34

Figura 9.5. Zona alifética de los espectros de '*C RMN del compuesto 3Npi en
D,0 a diferentes valores de pH.
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A partir de los datos obtenidos de RMN se puede plantear la
secuencia de protonacion para el ligando 3Npi que se representa en la

figura 9.6.

H*
N

H )
N ‘

H;N/\/Kﬁ ;\A

H+ - H

() 1" protonacién; () 2 protonacién; ( 3" protonacién

Figura 9.6. Secuencia de protonacion propuesta para el receptor 3Npi.

9.4, Estudios fluorimetricos.

El espectro de emision de fluorescencia del pireno en etanol se
caracteriza por la presencia de cuatro bandas muy bien definidas, centradas
a 375 nm, 383 nm, 395 nm, 416 nm y un pequefio hombro situado a 444
nm. Estas bandas se pueden atribuir a las transiciones n—n de la emision
del mondmero. El pico presente a 375 nm corresponde a la primera banda
vibracional con la transicion 0-0, mientras que la banda situada a 395 nm

se corresponde con la tercera banda vibracional con la transicion 0-2

(figura 9.7).
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I (u.a.)

350 400 450 500 550
A (nm)

Figura 9.7. Espectro de emision del pireno en etanol (Aexe. = 340 nm).

A la hora de trabajar con los sistemas hibridos, se obtuvieron en
primer lugar los espectros de absorcidon, excitacidon y emision de
fluorescencia. En la figura 9.8 se muestran los resultados obtenidos para el

sistema B3Npi medidos en disolucion acuosa a pH = 2 (figura 9.8).

06

Espectro excitacion Espectro absorcién  Espectro emision
04 F
3 g :
2 g 3
— f i
2 N
= 0.2
-
. + 0 L " -\-—_JR__’__T—_ —
250 300 350 250 300 350 400 450 500 550
A (nm) A (nm)

Figura 9.8. Espectros de excitacion, absorcion y emision del sistema B3Npi

(Aexe. = 340 nm, Aemis. = 374 nm).
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El espectro de absorcion del sistema B3Npi en agua muestra cuatro
bandas caracteristicas a 341 nm, 327 nm, 276 nm y 264 nm. El espectro de
emision de fluorescencia es la imagen especular del espectro de absorcion,
pero a diferencia del sistema que tenia unidades antraceno (capitulo 6), en
este caso la superposicion del espectro de absorcion y emision es minima.
El espectro de emision se caracteriza por la presencia de tres bandas muy
bien definidas, centradas a 375 nm, 395 nm y 416 nm, y un pequefio
hombro situado a 444 nm. Dado que los estados electronicos vy
vibracionales se encuentran acoplados, las bandas de emision suelen ser
muy utiles para estudiar la polaridad del medio. Asi, en medios hidroéfobos,
la banda de 395 nm suele ser la mas intensa, mientras que en medios

polares, la intensidad de la banda situada a 375 nm es mayor.*

Se llevaron a cabo las mismas medidas con el resto de sistemas para
comprobar la emision de fluorescencia y su estabilidad frente al pH (figura
9.9). En todos los casos se mantuvo la absorcion a 340 nm constante y
menor a 0.3 unidades. Como se puede ver en la grafica, todas las muestras
presentan una emision correspondiente al mondmero muy intensa y en
ninguno de los casos se aprecia una aparicion de una banda
correspondiente a la formacién de excimero. En el caso de las
nanoparticulas funcionalizadas, la ausencia de excimero pone de
manifiesto que las moléculas de pireno se encuentran separadas entre si en
la superficie de las nanoparticulas lo suficientemente para impedir su
apilamiento. En el caso de las moléculas libres, tampoco se observa la
formacion de excimeros intramoleculares ni intermoleculares en las

condiciones de concentracion a la que se esta trabajando.

- 303 -



Nanoparticulas de bohemita para la deteccidn de yoduro en agua.

AT

I (u.a.)
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A (nm)

—TPi
—3Npi
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350 400 450 500 550
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Figura 9.9. Espectro de emision de los sistemas sintetizados en disolucion

acuosa a pH =3 (Aexe. = 340 nm).

9.4.1. Comportamiento acido - base en disolucion acuosa.

En el apartado anterior se describe la obtencion de las constantes de
basicidad de los ligandos en su forma libre que, junto a la valoracién acido-
base realizada mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
ha permitido conocer la secuencia de protonacion de los mismos. La

presencia de un fluoroforo cerca de grupos amino permite corroborar la
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secuencia de protonacion obtenida hasta ahora. Como se ha mostrado en el
capitulo 6, los atomos dadores con pares de electrones solitarios (en
nuestro caso, grupos amino secundarios) son capaces de desactivar la
emision de fluorescencia debido a un mecanismo de transferencia
electronica fotoinducida (PET). Cuando el atomo dador se encuentra
protonado, el par de electrones solitario deja de estar accesible por lo que

ya no es posible el efecto CHEQ.

Las valoraciones acido-base se han realizado en disolucidon acuosa
en un intervalo de pH comprendido entre 2.0 y 11.0, manteniendo la
absorcion a 340 nm por debajo de 0.3 unidades. En la figura 9.10 se
muestran los resultados obtenidos para el sistema Tpi. La representacion
del méaximo de emision de fluorescencia (Aemis = 374 nm) junto con el
diagrama de distribucidon de especies nos permite deducir cuales son las
especies responsables de la emision del pireno. Al igual que ocurre para
ligandos similares, la maxima emision de fluorescencia se observa cuando
el ligando se encuentra totalmente protonado (Hs3L). Una vez que se
empieza a aumentar el pH, se produce una transferencia electronica desde
las aminas no protonadas al estado excitado del pireno, lo que provoca una
disminucion de la emision de fluorescencia. Dependiendo de la distancia
al fluordforo, la desactivacion puede ser parcial o completa'” En este caso,
la desprotonacion de la amina secundaria presente en la estructura del

ligando produce la desactivacion de la emision.
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% formacion relativa de Tpi

Figura 9.10. A) Variacion del espectro de emision de fluorescencia en funcion
del pH del ligando TP1 (Aexe. = 340 nm). B) Superposicion del maximo de
emision de fluorescencia (M, Aemis. = 374 nm) en el diagrama de distribucion de

especies del ligando Tpi determinado en NaCl 0.15 mol-dm™ a 298.1 + 0.1 K.

Una vez que se conoce el comportamiento acido-base del ligando
libre se puede comparar con los resultados obtenidos para el sistema
hibrido en el que se ha anclado el Tpi sobre la superficie de las
nanoparticulas. En la figura 9.11 se ha representado la variacion de la
emision de fluorescencia en funcidn del pH para el sistema BTpi donde se

observa una disminucion de las bandas de emision al aumentar el pH. Si
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comparamos estos resultados con los obtenidos para el ligando libre, se
observa que la basicidad de los grupos amino no se ve modificada cuando
el ligando se encuentra en una superficie solida, y de nuevo, es la pérdida
del primer proton la responsable de la desactivacion de la emision de

fluorescencia del pireno.

A _

2.00 BTpi

I (u.a.)

360 410 460 510 560
A (nm)

v~
[a—
o
e

I

1

H;(Tpi)
100

80
60
40
20

I (374 nm) (u.a.)

% formacidn relativa de Tpi

Figura 9.11. A) Variacion del espectro de emision de fluorescencia en funcion
del pH del sistema hibrido BTPi (Aexe. = 340 nm). B) Superposicion del maximo
de emision de fluorescencia (Aemis. = 374 nm) del ligando Tpi (W) y del sistema
hibrido BTpi (" )en el diagrama de distribucion de especies del ligando Tpi
determinado en NaCl 0.15 mol-dm™ a 298.1 + 0.1 K.
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Se han realizado las mismas valoraciones acido-base para el

sistema 3Np1 y B3Npi (figura 9.12).

L. ; 205 3Npﬁ
%.
,;? L
o=
= 1
360 510
2.15 BBNHDﬁ
i pIl
& | 11.22
L
I
i \://\ :
\"“\‘
360 410 460 510
A (nm)

Figura 9.12. Variacion del espectro de emision de fluorescencia en funcion del

pH de los sistemas hibridos 3NPi y B3Npi (Aexe. = 340 nm).

En este caso la pérdida del primer protdn situado en el grupo amino
central de la cadena produce una ligera desactivacion de la fluorescencia

debido a la transferencia electronica del par de electrones solitario al
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fluoréforo. Cuando se pierde el segundo protén situado en la amina
secundaria cercana al pireno, se produce la totalidad de la desactivacion de
la emision debido de nuevo a un efecto PET. Si se comparan los resultados
obtenidos para la cadena abierta con los del sistema hibrido B3Npi, se
comprueba de nuevo que la union covalente de los ligandos organicos a la
superficie de las nanoparticulas no modifica significativamente la
basicidad de las aminas presentes en la estructura organica (figura 9.13).
Sin embargo, si se observan diferencias a valores de pH superiores a 8, ya
que mientras que el sistema 3Npi pierde totalmente la fluorescencia, en el
sistema B3Npi queda una emision de fluorescencia residual. Esto puede
ser debido a que los 4&tomos de nitrégeno no protonados estdn formando
puentes de hidrégeno con los protones de los grupos amino que aun se

encuentran protonados.24

RN ®» o D
S o S S o
T T T ] 1
[}
1
I (374 nm) (u.a.)

% formacion relativa de BTpi
o)
S
T

-}

Figura 9.13. Superposicion del maximo de emision de fluorescencia
(Aemis. = 374 nm) del ligando 3Npi (®) y del sistema hibrido B3Npi () en el
diagrama de distribucion de especies del ligando 3Npi determinado en NaCl

0.15 mol-dm=a298.1 £0.1 K.
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Por ultimo se realizé la valoracion del sistema hibrido BI1Npi frente

al pH (figura 9.14, A).

AT
‘q
)
510
B -
o° o $e°.e, * BINpi
L o ThE * B3Npi
- @
g i .o « OBip
p e ® L
@
...
- ® L J
1 1 1 ..T...
2 4 6 8 10
pH

Figura 9.14. A) Variacion del espectro de emision de fluorescencia en funcion
del pH del sistema BINpi (Aexe. = 340 nm). B) Maximo de emision de
fluorescencia de los sistemas hibridos B1Npi (@), B3Npi (©) y BTpi (®) frente al
PH, (Aemis. = 374 nm).

Este sistema muestra la misma pérdida en la emision de
fluorescencia que el resto de sistemas hibridos cuando se desprotona el

grupo amino presente en su estructura. Ademas se ha comparado la
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variacion del maximo de emision de fluorescencia con el pH para todos los
sistemas hibridos, mostrando que todos ellos siguen el mismo perfil de
desactivacion de fluorescencia con ligeros cambios en el valor de pH al

que sucede.

9.4.2. Medida de los principales parametros fotoquimicos.

A la hora de caracterizar los procesos de desactivacion que tienen
lugar en nuestros sistemas se puede recurrir a una serie de parametros
cinéticos muy utiles como el rendimiento cuantico ( ®), los tiempos de

vida (1) y las constantes de velocidad para el proceso de desactivacion

radiativo ( krS ) y no radiativo (knrS ).

En nuestro caso, se tienen procesos unimoleculares, por lo que la
velocidad de desactivacion sigue una cinética de primer orden. En la
ecuacion 9.1 se muestra la relaciébn que existe entre los diferentes
parametros (para una descripcion mas detallada, ver apartado 1.2.2).

s
k

D=k’ r=—oO — ec. 9.1
krs + knrs ( )

En la tabla 9.2 se recogen los resultados obtenidos para los tiempos
de vida media, los rendimientos cuéanticos y las constantes de velocidad de
los procesos de desactivacion radiativos y no radiativos de los sistemas
estudiados. A partir de estos valores se pueden observar ciertas diferencias
entre los ligandos libres y los que se encuentran unidos a las nanoparticulas
ya que en general, el rendimiento cudntico es mayor para los sistemas Tpi

y 3Npi. Estos resultados son comparables a los encontrados en la
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bibliografia donde se estudio la adsorcion de diferentes grupos aromaticos
en la superficie de Si0,.* La disminucién del rendimiento cuantico sugiere
que existe cierta interaccion entre el grupo aromatico del pireno, y la

superficie de las nanoparticulas de bohemita.

Tabla 9.2. Principales parametros fotoquimicos de los sistemas sintetizados en

disolucion acuosa a pH 3 bajo atmoésfera de nitrogeno.

@ (%) 7 (ns) ke (x10% (s7)  Kar (x10) (s)
Tpi 51 138 + 1 3.69 3.55
BTpi 36 127 +2 2.83 5.04
3Npi 55 162 +5 3.39 2.78
B3Npi 35 136 + 1 2.57 4.78
B1Npi 22 159 +3 1.38 491

La posibilidad de que las unidades de pireno estén interaccionando
con la superficie de las nanoparticulas se puede comprobar al comparar los
resultados obtenidos para el sistema B3Npi y B1Npi. Conforme se acorta
la longitud de la cadena, o lo que es lo mismo, se acercan las unidades de
pireno a la superficie sélida, el rendimiento cuantico se reduce de 35 para
el sistema hibrido B3Npi a 22 para el sistema B1Npi. Para corroborar esta
observacion se sintetizo un ultimo sistema hibrido en el que modificé la
superficie de las nanoparticulas con unidades de pireno (Bpi). En este caso,
el rendimiento cudntico fue menor del 10%, lo que ratifica que la
desactivacion de la emision de fluorescencia del pireno es debida a la

interaccion con el soporte solido.

En cuanto a los valores de tiempos de vida media obtenidos, se

puede decir que son similares para todos los compuestos y que no se han
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encontrado grandes diferencias entre los valores de tiempo de vida media
para los ligandos libres y para los sistemas hibridos. En la figura 9.15 se
muestran los resultados obtenidos para los sistemas BTpi, B3Npi y B1Npi
a pH 3.

1.15 ¢

095 ¢ * B3Npi
0.75 & * BINpi
-
-]
= 0.55
A
= 035
0.15
_005 P 1 1 L

-20 180 380 580
Tiempo (ns)

Figura 9.15. Tiempos de vida de los sistemas hibridos B1Npi (@), B3Npi (*) y
BTpi (@) a pH 3, Aexe. = 340 nm.

También se midieron los tiempos de vida media a pH 3, 5 y 8 para
estudiar el efecto que tiene el grado de protonacién en este pardmetro. A
modo de ejemplo en la figura 9.16 se muestran los resultados para el

sistema BTpiy Tpi.
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Figura 9.16. Variacion de los tiempos de vida media de los sistemas BTpi (A) y
Tpi (B) a diferentes pH en disolucion acuosa bajo corriente de nitrogeno,

Aexe. = 340 nm.

En la tabla 9.3 se recogen los valores de los tiempos de vida media
para todos los sistemas estudiados a los diferentes pHs. Se ha observado

una disminucion del valor de 7 en todos los sistemas, tanto si la molécula
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se encuentra libre en disolucion o soportada en las nanoparticulas. Ademas,
se produce una disminucién del tiempo de vida de manera general a pH 8
que coincide con la desactivacion de la emision de fluorescencia mediante

el mecanismo de tipo PET.

Tabla 9.3. Tiempos de vida t (ns) para todos los sistemas estudiados a pH 3,5 y

8 en disolucion acuosa bajo corriente de nitrégeno.

pH=3 pH=S5 pH=8

Tpi 138+ 1 180+ 9 51+£3
BTp1 127 +2 139+ 6 102 £2
B3Np1 136 +1 130 +2 123 +2
B1Npi 159+3 173 +3 92 +4

En cuanto a la cinética de la desactivacion de fluorescencia, en
todos los casos los resultados se ajustan a una desactivacion de primer
orden. Ademads, al soportar los ligandos en la superficie de la bohemita, se
produce un aumento en la velocidad de desactivacion no radiativa respecto
a los ligandos no soportados. De nuevo, este efecto es maximo para el
sistema B1Npi donde la longitud de la cadena poliaminica es menor. El
resultado global es una disminucion del rendimiento cuantico como se ha

comentado previamente.

Por ultimo se realizaron medidas mediante la técnica denominada
flash fotolisis en las que se irradiaron disoluciones de Tpiy BTpi a 355 nm

con un laser. Con esta técnica es posible excitar a los electrones a niveles
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energéticos superiores y ver la formacion de especies de transicion. En la
figura 9.17 se muestran los resultados para el sistema Tpi. Las medidas se
realizaron a pH = 2 con un tiempo de retardo de 50 ns bajo atmosfera de
nitrogeno (A) y bajo atmdsfera saturada de oxigeno (B). Se observan dos
especies diferentes que se pueden asignar al estado *pi” (hmax =420 nm ) y

i" (Amax = 460 nm) consistentes con la literatura. >
P
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Figura 9.17. Medidas de flash fotolisis obtenidas para el Sistema Tpi en agua a
pH 2 en atmdsfera de N, (A) y de O, (B).
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9.5. Reconocimiento anionico.

Una vez que se conoce el comportamiento fotoquimico de los
sistemas que se han preparado, se ha estudiado su habilidad para detectar
aniones haluro y/o aniones sulfato y fosfato en disolucion acuosa. A partir
de la respuesta fluorescente de los diferentes sistemas en funcion del pH,
se ha decidido realizar el estudio de reconocimiento anionico a pH 3
manteniendo la temperatura constante a 298.1 + 0.1 K. Los aniones que se

han estudiado han sido fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro.

En la figura 9.18 se representan los cambios producidos en la
emision de fluorescencia del receptor B1Npi conforme se adicionan
cantidades crecientes de fluoruro y yoduro. La adicion de fluoruro no
afecta a la intensidad del espectro de emision. Por el contrario, cuando se
adiciona yoduro a una dispersion de nanoparticulas de B1Npi, se produce
una disminucioén significativa de la emision de fluorescencia. Los
experimentos que se muestran en la figura 9.18 se han llevado a cabo para

el resto de los haluros ademas de los aniones sulfato y fosfato.

-~ ~ + [ I-]
2 2
] e
360 410 460 510 560 360 410 460 510 560
A (nm) A (nm)

Figura 9.18. Espectros de emision de fluorescencia del sistema B1Npi en
presencia de cantidades crecientes de fluoruro y yoduro en disolucion acuosa a

pH = 3, Aexe. = 340 nm.
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En la figura 9.19 se muestra el méximo de emision de fluorescencia
del sistema B1Npi (normalizado frente a la emision del sistema sin anidn),
frente a la adicion de los diferentes aniones para ver cuales son capaces de
modificar la respuesta fotoquimica del receptor hibrido. Se puede observar
que unicamente el yoduro es capaz de producir cambios en la emision de

fluorescencia.

B1Npi "
i °
- L]
L]
1 o = + Br’
~ o
\:i Il ® | Cl_
= L]
— o]
- - o o L A F
1] ]
L] e I
o8 e & & = » = 2 ® % 7 “
0 0.002 0.004 0.006
[ Anion ] (M)

Figura 9.19. Representacion del maximo de emision de fluorescencia de los
sistemas B1Npi (Io/I) frente a la adicion de cantidades crecientes de diferentes

aniones a pH 3, Aexe. = 340 nm y Aemis. = 374 nm.

Se han realizado las mismas valoraciones para el resto de sistemas
sintetizados y en todos ellos inicamente se ha observado una desactivacion

de la fluorescencia frente a la presencia de yoduro (figura 9.20y 9.21).
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Tpi
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Figura 9.20. Representacion del maximo de emision de fluorescencia de los
sistemas Tpi y BTpi (Io/I) frente a la adicidon de cantidades crecientes de

diferentes aniones a pH 3, Aexe. = 340 nm y Aemis, = 374 nm.
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| B3Npi °

Io/ I(u.a.)

-]

mg-n-.qg,gq*.gi{ii-?{-:
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o

0 0.002 0.004 0.006 0.008
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Figura 9.21. Representacion del maximo de emision de fluorescencia del
sistema B3Npi (Io/I) frente a la adicion de cantidades crecientes de diferentes

aniones a pH 3, Aexe. = 340 nm y Aemis. = 374 nm.

En la figura 9.1 se ha comentado la variedad de mecanismos que
pueden explicar un proceso de desactivacion de la fluorescencia. En el caso
de los iones haluro (asi como los pseudohaluros y algunos metales
pesados), la desactivacion de la fluorescencia ocurre como resultado de un
proceso de cruce intersistema desde un estado excitado singlete a un estado
excitado triplete por contacto con el anion. La vuelta al estado fundamental
desde un estado triplete suele ser lenta, por lo que la relajacion se puede
dar mediante procesos no radiativos, mediante procesos radiativos como la
fosforescencia o puede ser desactivada por la presencia de una molécula

desactivadora (figura 9.22).
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Desactivacion por colision

con iones haluro
S,
Tl
Cruce —— [

Intersistema Sk o,

h Vabs Sn _)Tn o radiat Especie
Il desactivadora
h Vluoresc h Viosforesc \
0,

So - X S,

Figura 9.22. Diagrama de Jablonski modificado que muestra la desactivacion
por la presencia de haluros. La vuelta al estado fundamental desde el estado
triplete puede suceder a través de procesos radiativos (naranja), no radiativos

(rojos) o desactivacion por la presencia de una especie desactivadora.

En base a los resultados obtenidos hasta ahora, se puede decir que el
yoduro actia como un sustrato desactivador (Q) de la emisién de
fluorescencia del pireno. Sin embargo y tal como se vio en la introduccion
(apartado 1.2) existen dos posibilidades. En el caso de una desactivacion
estatica, los fluoréforos presentes en la disolucion forman complejos con
la especie desactivadora (Q) en el estado fundamental y esta asociacion
puede inducir cambios en las propiedades del fluor6foro de manera que no
se produce la posterior desactivacion radiativa. Otra posibilidad es la
desactivacion dinadmica donde la vuelta al estado fundamental se produce
por colision entre el estado excitado y la especie Q. Este proceso estd
controlado por la rapidez con que Q puede difundirse a través de la
disoluciodn y colisionar con el estado excitado del fluoroforo. Para estudiar
el tipo de desactivacion que tiene lugar en nuestros sistemas se recurre a la

ecuacion de Stern-Volmer (ecuacion 9.2 y 9.3).
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I
IO =1+ky7,[Q] =1+ K, [Q] (ec.9.2)
Kev =Ko7y (ec. 9.3)

Donde Ip e I son las intensidades de fluorescencia en ausencia y en
presencia de Q respectivamente, ko es la constante que describe la
velocidad de desactivacion bimolecular y 1o es el tiempo de vida media en

ausencia de Q.

En la figura 9.23 se muestran los cambios en la emision de
fluorescencia del sistema B3Npi frente a la adiciéon de cantidades
crecientes de KI. Si representamos Io/I frente a la cantidad de anion afiadido
se pueden ajustar los valores experimentales a la ecuacion de una recta. La
ordenada en el origen es proxima a la unidad y la pendiente de la recta es

la constante de Stern-Volmer Kgy.

B3Npi

y =670.37x + 0.9036
R? = 0.9969

I, /1 (ua.)

0.002 0.004 0.006
[ Anidn | (M)

360 410 460 510 560
A (nm)

Figura 9.23. Cambios en la emision de fluorescencia del sistema B3Npi frente a

la adicién de cantidades crecientes de KI en disolucion acuosa a pH 3

(Aexe. = 340 nM Y Aemis. = 374 nm). Insercion: I/I frente a la [17].
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Las variaciones en la emision de fluorescencia y el célculo de las
constantes de Stern-Volmer para los sistemas BINpi, BTpi y Tpi se
muestran en las figuras 9.24, 9.25 y 9.26 respectivamente. Los resultados
obtenidos para los sistemas que tienen poliaminas de cadena abierta se
parecen entre si y son bastante menores que los sistemas en los que se ha
empleado la cadena tripodal, por lo que parece que mientras que el nimero
de atomos dadores no parece influir en el mecanismo de desactivacion de

la fluorescencia, si tiene importancia la topologia de la molécula organica.

- B1Npi 6
s 5 e
-
4 = o
A
3 4 ,_.4"/
_/;'4
'y 2 il y =714.23x + 0.882
=] 1 R2 = 0.9941
A4
= 0
—
2 0.002 0.004 0.006
[Anién | (M)
560

Figura 9.24. Cambios en la emision de fluorescencia del sistema B1Npi frente a
la adicion de cantidades crecientes de KI en disolucion acuosa a pH 3

(Aexe. = 340 nm y Aemis. = 374 nm). Insercion: Io/I frente a la [I7].
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- BTpi 7
8 6 b
5 -l
L o =
= 4 )""

E = 2 T
= + [ | ] S 3 e >
d L o2 y=1309.9x + 1.1137
3 1 & R = 0.9981
= 0 0 -
- 0 0.002 0.004

[ Anién ] (M)

360 410 460 510 560
A (nm)

Figura 9.25. Cambios en la emision de fluorescencia del sistema BTpi frente a la
adicion de cantidades crecientes de KI en disolucion acuosa a pH 3

(Aexe. = 340 nm y Aemis. = 374 nm). Insercion: /I frente a la [I].

[ Tpi 10
L. 8 /’
-
i 76 L
- -
- HF] 2 -
- < P y = 1340x + 1.0389
5 = 21 R? = 0.9961
o’ \ \
= L WA 0 '
- \ \ 0.002 0.004 0.006
o AW/ [ Anién | (M)
I
=S =
360 410 460 510 560

Figura 9.26. Cambios en la emision de fluorescencia del sistema Tpi frente a la
adicion de cantidades crecientes de KI en disolucion acuosa a pH 3

(Aexe. = 340 nm Y Aemis. = 374 nm). Insercion: 1o/l frente a la [I].
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Al pH de trabajo, todos los grupos amino se encuentran protonados
y la presencia de interacciones electrostiticas entre las cargas positivas,
localizadas en los grupos amino, y los aniones yoduro puede favorecer el

mecanismo de desactivacion por colision.

Para obtener més informacidn sobre el mecanismo de desactivacion
que el yoduro provoca en los sistemas sintetizados se midieron los tiempos
de vida en presencia del anion (figura 9.27 y 9.28). Es importante destacar
que no so6lo disminuye la emision de fluorescencia en presencia de yoduro,
sino que también se observa una disminucion de los tiempos de vida en

todos los casos, como se puede ver en la tabla 9.4.

A

135

095 K

075 R . = BANpr el
= 19 - B3Npi
3 055 Kt
S , *s
- 035 |

0.15 &

005 < - -

-20 180 380 580

Tiempo (ns)

* BINpi + I
. BINpi

-20 180 380 580
Tiempo (ns)

Figura 9.27. Tiempos de vida de los sistemas B3Npi (A), BINpi (B) en ausencia
y en presencia de KI a pH 3 bajo corriente de nitrogeno, [KI] = 0.005M,
Aexe. = 340 nm.
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Figura 9.28. Tiempos de vida de los sistemas BTpi (C) y Tpi (D) en ausencia 'y
en presencia de KI a pH 3 bajo corriente de nitrogeno, [KI] = 0.005M,
Aexe. = 340 nm.

Tabla 9.4. Constantes de Stern-Volmer, constantes de velocidad del proceso de
desactivacion y tiempos de vida en presencia y en ausencia de yoduro a pH 3,

[KI] = 0.005 M.

To (DS)* Ksv M) t(ns) ko x10° (M s1)
Tpi 138 £ 1 1340 14+3 9.7
BTpi 12742 1310 91 10.3
B3Npi 136 £ 1 670 12+£2 4.9
B1Npi 159+3 714 21 +1 4.5

[KI]=0.005M, ? Ksy = 89.6 M! para el pireno en acetonitrilo en presencia de KI.%’
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Una vez que se conocen las constantes de Stern-Volmer y los
tiempos de vida en ausencia y en presencia de yoduro, es posible conocer
la constante de velocidad de desactivacion bimolecular (ko) (tabla 9.4). Los
valores de kq obtenidos para los sistemas en los que se ha empleado una
poliamina tripodal son del orden de 10'° M's™. Estos valores son tipicos

de un mecanismo de desactivacion dinamico.

En el caso de los sistemas en los que se ha anclado una cadena
poliaminica abierta se han encontrado valores de constantes de velocidad
inferiores. Esta disminucion en los valores de kq puede ser debida a que el
yoduro tiene una menor accesibilidad a las unidades de pireno presentes en
la molécula orgénica cuando se tienen cadenas aciclicas. Sin embargo, el
hecho de que en el caso de la cadena tripodal se produzca una interaccion
entre las aminas protonadas y el anion (como se ha visto en el diagrama de
distribucién de especies del sistema Tpi-yoduro) facilita que el yoduro esté
mas proximo a las unidades de pireno y por lo tanto que la desactivacion
por colisién se vea favorecida. De nuevo, la topologia de la molécula
organica juega un papel importante en el proceso de reconocimiento de

yoduro en la disolucion.

Por lo tanto, dado que existe cierta interaccion entre la cadena
poliaminica tripodal y el yoduro en el estado fundamental, no se puede
excluir de forma definitiva una contribucidon estatica al mecanismo de
desactivacion del pireno. De manera general se ha establecido que una
combinacion de ambos mecanismos (desactivacion dindmica y estatica)
produce una curvatura en la representacion de la grafica de Stern-Volmer.
Sin embargo, existen ejemplos en los que la curvatura es apenas

apreciable.”® En estos casos la relacion ®@o/® = 1o/t no se puede aplicar. Por
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ejemplo, para el sistema BTpi ®o/® =7 y 10/t = 14 lo que refuerza la idea

de que existe cierta complejacion en el estado fundamental.

Para poder corroborar esa posible interaccion entre el Tpi y el
yoduro en disolucion acuosa, se realizaron estudios de complejacion
mediante potenciometria. En la figura 9.29 se muestra el diagrama de
distribucion de especies para el sistema Tpi donde se puede ver que a pH 3
se forma cierta cantidad de complejo Tpi-yoduro, mientras que no existe
practicamente interaccion para las poliaminas de cadena abierta como el

INpi.

100
4 Tpi

g 80 P
k-
S 601 Hy(Tpl
0
©
g 40 A
S H(Tpi)l
=20 -

0 b [ [ T T T T T T

Figura 9.29. Diagrama de distribucion del sistema Tpi-yoduro

determinado en NaCl 0.15 mol-dm™ a 298.1 £ 0.1 K.

Se repitieron las valoraciones de Stern-Volmer a diferentes pHs para
comprobar si realmente era posible modificar el valor de la constante Kgy
en funcion del grado de protonacién de los grupos amino (figura 9.30). A
pH 5 se en todos los sistemas estudiados. A pH basico, los grupos amino
no se encuentran protonados en todos los casos, y la desactivacion de la
fluorescencia se produce ademas a través de un mecanismo de

desactivacion por transferencia electronica fotoinducida (PET). Es
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interesante destacar que la disminucidn en el valor de la constante en el
caso del sistema B1Npi se produce a un pH mayor en comparacion con el
B3Npi. Esto se puede explicar en base al comportamiento acido-base de

los sistemas, ya que el B1Npi se desprotona a un pH mayor que el B3Npi.

1400
9 L] M Tpi
1200 - © Btpi
A B3Npi
1000 - V B1Npi
'E’ 8004 -
P 600 ¢ v v
400 - A
200+
i 4 5 6 1 8
pH

Figura 9.30. Variaciones de la constante de Stern-Volmer de los sistemas Tpi,

BTpi, B3Npi y BINpi con el pH.

Bianchi et al. han estudiado la interaccion de la cadena tripodal
tris(2-aminoetil)-amina (la misma que forma parte de los sistemas Tpi y
BTpi) con diferentes aniones como el NO;~, SOs*~ y HPO,* mediante
potenciometria.”’ A partir de los resultados obtenidos se ha comprobado
que la cadena tripodal forma complejos con ciertos aniones incluso en
disolucion acuosa. Se han realizado los mismos estudios potenciométricos
con el ligando Tpi para medir la interaccion con sulfato, fosfato y yoduro
(tabla 9.5). En todos los casos se ha observado la formacion de especies
[H,LA]®™*, Aunque existe interaccion con los tres aniones, cuando se han
realizado las valoraciones mediante espectroscopia de fluorescencia, solo

se ha observado una disminucidn en la emision de fluorescencia en el caso
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del yoduro a pH 3 (figura 9.31). En el caso de la interaccion con yoduro,
la interaccion del anion los grupos amino protonados presentes en la
cadena favorece la proximidad o la accesibilidad del yoduro al pireno,
haciendo que el proceso de desactivacion por colision sea mas eficaz que
en el caso de los sistemas que tienen una cadena aciclica donde la

interaccion con el yoduro es menor.

2 2
o] ]
360 400 440 360 400 440

A (nm) A (nm)

Figura 9.31. Cambios en la emision de fluorescencia del sistema Tpi frente a la
adicion de cantidades crecientes de SO4>” y HPO4*™ en disolucion acuosa a pH 3

(hexe. = 340 nm).

Tabla 9.5. Logaritmos de de las constantes de estabilidad para la interaccion del
ligando Tpi con SO~ y HPOs* determinados en NaCl 0.15 mol-dm™ a
298.0 £ 0.1 K.

Reaccion | S04* HPO4*

H(L])+A S HLDA" | 2352)° 2.552) 3.28(2)
(L) +ASH@LDA | 2593) 2.732)  3.50(2)
HyL1)+ASH(LDA | 2923) 3.052) 3.74(2)

a) Cargas omitidas. b) Los nimeros entre paréntesis indican la desviacion estandar

de la tltima cifra significativa. L = Tpiy A = correspondiente anion estudiado.
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9.5.1. Calculo del limite de deteccion.

Para conocer la sensibilidad del proceso de reconocimiento de
yoduro se ha medido el limite de deteccion (LD) para todos los sistemas.
El limite de deteccion (LD) se define como la minima cantidad de sustrato
necesaria para producir una respuesta diferente a la del blanco, que en
nuestro caso seria el sistema hibrido en ausencia de yoduro (ver apartado
4.15).*° En la figura 9.32 se muestra la valoracion realizada al sistema

B3Npi para calcular el limite de deteccion.

y =-11029x + 2E+06
iy R2=0.9828

I (u.a.)

0 10 20 30 40 50 60
[ I] (ppm)

Figura 9.32. Variacion de la intensidad de emision de fluorescencia del sistema

B3Npi frente a adiciones crecientes de yoduro, Aexe. = 3 NnM y Aemis = 374 nm.

Se ha estimado que los valores del limite de deteccion de yoduro
son 45 ppb para el ligando Tpi, 36 ppb para el sistema hibrido BTpi, 58
ppb para el sistema B3Npi y 202 ppb para el sistema B1Npi. Aunque el
limite de deteccion es algo mayor en el caso del sistema hibrido B1Npi,
todos ellos estan por debajo de 18 ppm, que es la madxima concentracion

de yoduro recomendable en el agua de consumo seguin la organizacion
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mundial de la salud (OMS). Por lo tanto, se puede considerar que los
sistemas hibridos sintetizados representan una clara opcion en la deteccion

de yoduro mediante fluorescencia.

9.6. Conclusiones.

Se han estudiado las propiedades fotoquimicas de varias
poliaminas con diferente topologia que contienen unidades de pireno en su
estructura. Ademas de estudiar estos ligandos en disolucidon acuosa, se han
anclado a la superficie de nanoparticulas de bohemita de 15 nm de
didmetro. Tanto los ligandos en su forma libre como anclados en las
nanoparticulas han demostrado ser selectivos para yoduro frente a otros
haluros y aniones. Ademas se ha medido el limite de deteccion, obteniendo

resultados muy prometedores para todos los sistemas.

A partir de los resultados fotoquimicos obtenidos se ha
comprobado que la funcionalizacidon de la superficie con los ligandos no
ha llevado a la formacién de excimeros por lo que las unidades de pireno
se encuentran distribuidas lo suficientemente separadas entre si para evitar
la formacidn de interacciones por apilamiento de tipo 7, que podrian llevar

a la desactivacion de la emision de fluorescencia del pireno.

Se ha comprobado la importancia de la topologia de la poliamina
en el proceso de reconocimiento de yoduro ya que en el caso de la
poliamina tripodal, la formacién de aductos ligando-anion ha permitido
que el proceso de desactivacion por colision sea mas efectivo que en el
caso de las poliaminas de cadena abierta donde no existe una interaccion

tan clara entre el yoduro y las aminas protonadas.
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Por ultimo, la posibilidad de recuperar el quimiosensor hibrido al
aumentar el pH mediante la centrifugacion del gel formado, o la posibilidad
de preparar columnas rellenas con los sistemas hibridos para trabajar en
modo continuo, afiade una ventaja mas al empleo de nanoparticulas

funcionalizadas en el campo del reconocimiento en disolucion acuosa.
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Capitulo 10.

Supramolecular chemistry has been defined as “the chemistry
beyond the molecule”. Intermolecular noncovalent bonds are the driving
forces for constructing highly complex systems by preorganization of the
molecular components. Suitable functionalized receptors may display
molecular recognition as well as supramolecular reactivity, catalysis and

selective transport processes.

The knowledge developed in this field has allowed the researchers
to go a step forward in the design and generation of well-defined,
functional molecular and supramolecular architectures of nanometric size
through self-organization of the receptors. In this sense, the advances in
nanotechnology have provided a variety of nanostructured materials with
highly controlled and exceptional properties. The discovery of novel
materials, processes, and phenomena at the nanoscale and the development
of new experimental and theoretical techniques for research provide fresh
opportunities for the development of innovative nanosystems and
nanostructured materials. The properties of materials at the nanoscale can
be very different from those at a larger scale. Among these materials,
nanoparticles exhibit an intense interest because of their unique optical,
electronic, magnetic, catalytic, and other physical properties arising from

the chemical composition of the material and the nanometer dimensions.

The synergistic effect achieved by the organization and the
structural rigidity of hosts on the solid surface is the key element for
enhanced recognition of a guest, often resulting in an improved selectivity
and sensitivity compared with the free, molecular hosts. The introduction
of surface functionalities plays a decisive role in the development of such
systems and has an important impact on the application of these hybrid

materials in areas ranging from sensing to biotechnology and catalysis.
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In order to achieve sensitive detection of target analytes present at
trace levels, fluorescence is by far the dominant detection method in the
field of sensing technology, due to its simplicity, the convenience of
transducing the optical signal, the availability of organic dyes with diverse
spectral properties, and the rapid advances made in optical imaging. The
burst of nanotechnology, leading to the development of materials with
submicron-sized dimensions and unique optical properties, has opened up

new horizons for fluorescence detection.

The main aim of this thesis has being the development of synthetic
procedures to attach organic molecules on the surface of boehmite
nanoparticles in a well-defined, controllable, and reliable manner in order
to develop nanostructured devices suitable for their application in the

environmental and biomedical fields.

In the following pages the main conclusions will be outlined.

CONCLUSION 1: First of all, two kinds of nanoparticles were
obtained by a sol-gel synthetic procedure. The controlled hydrolysis of an
aluminium alcoxide in water gave as a result the gamma polymorph of
aluminium oxohydroxide. Taking into account different parameters like
the temperature of the reaction, the aluminium-water ratio and the acid
chosen in the peptization process, we were able to synthetise boehmite

nanoparticles with an average size between of 15-20 nm.

In addition, core-shell nanoparticles were obtained by surrounding
boehmite with a thin layer of amorphous silica. The nanoparticles obtained

were smaller than the others.
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Both nanoparticles present a high degree of homogeneity in size and
shape and they can be dispersed in pure water and carry out the
spectroscopic measurements without scattering problems. Furthermore,
both systems are gels at pH 12 and this feature allow us the recovering of

the material by simple centrifugation procedures.

CONCLUSION 2: Boehmite-silica core-shell nanoparticles were
synthetized with an average size of 10 nm. The surface was modified with
simple polyamine chains containing one amino group in the case of MINA
and three amino groups in the M3NA system. Both organic molecules were

also linked to an anthracene fluorophore.

Spectrofluorometric titrations were carried out to study the acid-base
behaviour of the hybrid nanoparticles. In both cases, a decrease in the
fluorescence emission was observed as the pH was increased. The
mechanism of the quenching was a photoinduced electron transfer from the
amine lone pairs to the excited fluorophore due to deprotonation of the

ammonium groups.

After that, the systems were employed in the detection of Hg(II) in
aqueous solution. Although both systems were able to detect the cation due
to a CHEQ effect in the fluorescence response, M1NA system showed very
high selectivity for sensing Hg(II) cations in aqueous solution in a pH
window around 5. The remarkable efficiency and selectivity for Hg(Il) at
pH 5 can be ascribed to the ability of the cation to form stable complexes

with low coordination numbers.

Both hybrid systems present detection limits (0.19 + 0.01 ppb for
MINA and 0.37 £ 0.03 ppb for M3NA) that lie far below the 2 ppb limit,
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which is the maximum permitted Hg(II) amount in drinking water

following the USA Environmental Protection Agency (EPA) criterion.

Finally, the gelification that occurs when the pH is brought to 11
permits the recovery of the nanoparticles by a simple centrifugation

procedure, which permits the use of the hybrid chemosensor several times.

CONCLUSION 3: Boehmite nanoparticles were modified with
DTPA and DO3A moieties and Eu(Ill), Tb(IIl) and Gd(II) complexes
were formed for both of them. The hybrid systems were able to complex
lanthanide ions in aqueous solution maintaining the thermodynamic

stability exhibited by the isolated organic complexes by themselves.

The big quantity of lanthanide cations located at the surface of the
nanoparticles is a good example of multivalency as the Gd(IIl) hybrid
nanoparticles provide a magnification of the signal for MRI, which could
be useful to image small structures, such as cells. NMRD profiles showed
the typical hump at high-fields of slowly rotating systems, while 'O
transverse relaxation rates reflect a fast water exchange process. Small
aggregates were formed during the measurements. Therefore, some extra
work can be done in order to avoid them and obtain even better relaxivity

values.

We have also evaluated the optical properties of the Eu(IIl) and
Tb(II) complexes in human HelLa cells. Confocal laser scanning
microscopy showed that the nanoparticles were taken up and localized all
over the cytoplasm of the cells. Flow cytometry analysis revealed that
neither the isolated nanoparticles nor the modified ones produce cellular

toxicity.
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CONCLUSION 4: Boehmite and boehmite-silica nanoparticles
were modified with organic molecules containing either a squaramide
functionality or a quaternised amino group or a combination of both of

them.

The signalling of anion binding has been performed by means of an
indicator displacement assay (IDA) using Bromocresol Green (BG) as the
dye. The colour change from yellow to blue is due to the deprotonation of
the phenolic unit of BG to give a dianionic semiquinone with extended
conjugation, able to be recognized by the squaramide receptor. All the

studies were done in acetic buffer solution, maintaining the pH at 3.4.

From the results obtained, we have proved that the attachment of
these molecular components to the nanoparticles leads to systems with
reproducible responses and long durability for selectively binding of
sulphate anions in pure water, which is a challenging goal in
supramolecular analytical chemistry. The effective recognition of sulphate
over phosphate and monovalent halide anions in pure water is based on the
pH choosed to carry out the experiments since at acidic pH values
phosphate anions exist in their diprotonated monovalent H,POs form
whereas sulphate still persists in solution as the divalent SO4* anion due to
its higher acidity The same applies for the discrimination of anions derived

from carboxylic acids.

Although some detection was observed also for phosphate, its extent
was lower indicating an important degree of selectivity for sulphate over

phosphate under the conditions of the experiment.

It has to be emphasized that neither anyone of the two component

elements individually (the quaternised ammonium group and the
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squaramide function) nor a combination of them lead, in the absence of the
nanoparticles, to any significant interaction with these anions in pure
water. The same situation occurs with the nanoparticles that were modified
with a single ammonium group. Whereas the sulphate recognition by only
one ammonium group is completely impossible in water, the amino
modified nanoparticles were able to detect sulphate, and other anions in

water at pH 3.4.

Therefore, the particles are not innocent observers in the hybrid
systems, but they play a role in organizing and pre-concentrating the

receptor molecules favouring likely the desolvation of the partner species.

CONCLUSION 5: Boehmite nanoparticles were modified in order
to obtain a series of new chemosensors containing lineal or tripodal

polyamines as a receptor unit and pyrene as the signalling unit.

We have studied the photophysical properties of the materials
prepared when the ligand is supported in the boehmite surface and also we

have synthetized the ligands unsupported for studying them in solution.

The maximum fluorescence emission is achieved at acidic pH, when
the amino groups are fully protonated. An increment of the pH is translated
in a quenching effect in the intensity of fluorescence, due to an efficient
electron transfer from the lone pairs situated in the unprotonated amines to

the aromatic excited state.

After that, the hybrid systems were employed in the detection of
iodide in aqueous solution. From quantum yield, lifetime and Stern-
Volmer measurements it can be concluded that selective fluorescence

sensing systems for iodide in a wide pH range have been successfully
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developed by employing a fluorescence collisional quenching. Also it has
been observed that the topology of the polyamine chain plays a role in the
iodide recognition. In this sense, the hybrid system containing tripodal

polyamine was the most efficient chemosensor.

In addition, neither solutions of the free molecules nor solutions of
the supported materials show excimer emission being the signal
mechanism the monomer emission. We have observed just that the

detection limit is lower in the supported material.

Although, it was not possible to observe an enhancement in the
response of the supported materials compared with the free ligands, the
possibility to recover the functionalized nanoparticles by centrifugation, or
the possibility to fill a column with the nanoparticles to remove iodide
anions from water, makes these systems an important alternative in the

field of chemosensing iodide in water.

CONCLUSION 6: Finally, boehmite has emerged as a promising
platform to afford the design of chemosensors able to act in a wide variety
of applications encompassing from ion recognition in water to contrast
agents. The combination of inertness (high stability) and low toxicity, easy
synthesis, very large surface area, well established surface
functionalization (generally through silane linkages) and tunable stability
(going from a sol to a gel depending on the pH of the aqueous solution)
provide boehmite nanoparticles with unique attributes to be used as an
important alternative in the design of luminescent hybrid organic-inorganic

nanostructured materials.
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