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Abreviatura

Definicion

2D Visualizacion en dos dimensiones
2HPBCD (2-Hidroxipropil)-p ciclodextrina
3D Visualizacién en tres dimensiones
Enlace entre mondmeros que forman a la ciclodextrina del
carbono “1” de un monomero con el carbono “4” de otro
a(1—4)
mondmero, con orientacion hacia debajo de un plano
imaginario de un mondmero
Alfa Ciclodextrina (estructura ciclica formada por 6
aCD
mondmeros de a-D-glucosa)
Beta Ciclodextrina (estructura ciclica formada por 7
pBCD
mondmeros de a-D-glucosa)
Complejo de inclusidon formado por la beta ciclodextrina y
FCD-CTAB
monomeros del surfactante CTAB
Complejo de inclusidon formado por la beta ciclodextrina y
BCD-SDS

monomeros del surfactante SDS

PCD-Surfactante

Complejo de inclusidon formado por la beta ciclodextrina y

mondmeros de algin surfactante

Complejo de inclusion formado por la beta ciclodextrina y

FCD-TX100

monomeros del surfactante TX100

Gamma Ciclodextrina (estructura ciclica formada por 8

vep monodmeros de a-D-glucosa)
Aexit. Longitud de onda de excitacion
Aem. Longitud de onda de emision
€ Coeficiente de absortividad molar
A Absorbancia




Por sus siglas en inglés de Atomic Force Microscopy, que

AFM
significa microscopia de fuerza atomica

Carbono nimero 2 de la a-D-glucosa que conforma a la
< ciclodextrina

Carbono numero 3 de la a-D-glucosa que conforma a la
< ciclodextrina

Carbono numero 6 de la a-D-glucosa que conforma a la
<0 ciclodextrina
CD Ciclodextrina

CD-molécula

Complejo de inclusion formado por alguna ciclodextrina y

alguna molécula de interés

CI Complejo de inclusion
CM Complejo Micelar
CMC Concentracion Micelar Critica
CMCcras Concentracion Micelar Critica del CTAB
CMCsps Concentracion Micelar Critica del SDS
CMCsurfactante Concentracion Micelar Critica de algun surfactante
CMCrxio0 Concentracion Micelar Critica del TX100

Es una entidad que se encuentra formada por una

asociacion que involucra a dos 0 mas componentes unidos
Complejo
por un enlace quimico que normalmente es un poco mas
débil que un enlace covalente tipico.
CS Complejo Supramolecular
Por sus siglas en inglés de Cetyl Trimethyl Ammonium

CTAB Bromide, que se refiere al surfactante bromuro de

hexadeciltrimetilamonio o bromuro de cetiltrimetilamonio




Desviacion Estandar de los Datos obtenidos con el

DED
programa computacional SQUAD

Por sus siglas en inglés de Dynamic Light Scattering, que
DS significa dispersion de luz dindmica
EPC Electrodo de Pasta de Carbén
EPCM Electrodo de Paste de Carbon Modificado
i Intensidad de corriente eléctrica
IF Intensidad de Fluorescencia o Intensidad Fluorescente
IR Infrarrojo
K Constante de equilibrio

Constante de equilibrio de acidez o simplemente llamada

e constante de acidez (en la teoria de dcido-base de Bronsted)
LC Limite de cuantificacion
LD Limite de detecciéon
Log Logaritmo base 10 de la constante de formacion global
M Molar
MCTAB Micela formada con mondémeros de CTAB
MI Molécula de interés

MOlé Cu1 a_MSurfactante

Complejo formado por una molécula de interés y la micela

de algtn surfactante

Molécula-BCD

Complejo formado por una molécula de interés y la beta

ciclodextrina

Molécula-CD

Complejo formado por una molécula de interés y cualquier

tipo de cilcodextrina

MSDS

Micela formada con mondmeros de SDS

MSurfactante

Micela formada con algtin surfactante




MTXi00 Micela formada con mondmeros de TX100
OMS Organizacion Mundial de la Salud
Polidispersidad, es un pardmetro entre 0 y 1 usado en la
ol técnica de DLS
Es el -log[H'] y es una escala que nos indica que tan acida o
basica es una solucidn, generalmente la escala va de 0 a 14,
pH pero se conoce que esta escala tiene un intervalo mas
amplio.
Es el logaritmo base 10 negativo de la constante de
pE equilibrio, K
Es el logaritmo base 10 negativo de la constante de acidez,
pka Ka, (en la teoria de dcido-base de Bronsted)
Q Quercetina
Complejo de inclusién formado por quercetina y la beta
PD ciclodextrina
Q-MCTAB Complejo formado por quercetina y la micela de CTAB
Q-M5Ps Complejo formado por quercetina y la micela de CTAB

Q_MSurfactante

Complejo formado por quercetina y la micela de algun

surfactante
Q-M™10 Complejo formado por quercetina y la micela de TX100
. Coeficiente de correlacion cuadrado, obtenido de una
: regresion lineal
Por sus siglas en inglés de Sodium Dodecyl sulfate que se
oD refiere al surfactante dodecil sulfato de sodio
SEM Por sus siglas en inglés de Scanning Electron Microscopy, que

significan microscopia electronica de barrido




TS Tension Superficial
Surfactante t-octilfenoxipolietoxietanol, también conocido

TX100

como Tritén X-100

Suma de minimos cuadrados obtenido con el programa

v computacional SQUAD
uv Ultravioleta
UV-Vis Ultravioleta-Visible
VC Voltamperometria Ciclica
Vis Visible
x* Fraccion del complejo
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Resumen

En este trabajo de tesis doctoral, se describen los resultados de las interacciones
debidas a la formacion de un complejo de inclusion en presencia de tres surfactantes:
dodecilsulfato de sodio, SDS, bromuro de hexadeciltrimetilamonio, CTAB, y triton
X-100, TX100. El complejo de inclusion fue formado a partir de beta ciclodextrina,
PCD, que actu6 como anfitrién de la quercetina, Q, que acttio como huésped.

La finalidad de esta investigacion es dilucidar el mecanismo correcto cudndo un
complejo de inclusion, como el mencionado anteriormente, se hace interaccionar con
alguno de los surfactantes antes mencionados, ya que, se encuentran investigaciones
que reportan dos casos posibles: el primer caso propone que, el surfactante rompe
dicho complejo para dar lugar a un nuevo complejo, BCD-Surfactante, dejando libre
a la molécula de Q, que antes estaba incluida en la CD y el segundo caso propone
que, el complejo de inclusion interaccionard con el surfactante para formar un
complejo ternario.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion corroboran el primer caso,
donde el surfactante rompe el complejo de inclusion Q-BCD para formar un nuevo
complejo de inclusion, BCD-Surfactante, dejando libre a la Q. Ademas, si la
concentracion del surfactante es menor que la concentracion de la BCD se tendra
también formado el complejo Q-BCD, pero, cuando la concentracion de surfactante
es mayor que la concentracién de BCD, se tendra formado también el complejo
formado por la Q con las micelas del surfactante, Q-M>Surfactante,

Cabe resaltar que, en ambos casos cuando la concentracion del surfactante es menor
o mayor a la concentracion de la CD, se formara el complejo BCD-Surfactante, en
el cual, la parte hidrofdbica del surfactante (cola) estard dentro de la cavidad de la
PCD vy al ser mas larga la cola del surfactante que la altura de la BCD, una parte de
esta permanecerd fuera de la cavidad de la BCD, por lo tanto, este nuevo complejo
formado se adsorbera en la superficie de la solucion como lo hace el surfactante solo.

Como consecuencia de estas interacciones, el valor de la concentraciéon micelar
critica, CMC, (concentracion del surfactante necesaria para que se forme la micela)
se ve afectada, debido a que, conforme se aumente la concentracion de la BCD el
valor de la CMC también aumentara. Otra consecuencia debido a estas interacciones
es evidenciada en el tamafio de la micela de surfactante, debido a que este parametro
disminuye con el aumente de la concentracion de la fCD, esto es debido a que las
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micelas se caracterizan por estar formadas por medio de enlaces débiles, los cuales
pueden ser facilmente maleables. Estos resultados pueden ser aplicables a otras
moléculas de bajo peso molecular diferentes a la Q, como pueden ser: farmacos,
tflavonoides, taninos, neurotransmisores, etc., debido a que la competitividad que se
da entre la formacion de un complejo de inclusion BCD-Surfactante es mucho mayor
que la formacién de algin complejo molécula-BCD, donde la molécula a usar debe
ser organica y de bajo peso molecular como las que se mencionaron anteriormente,
para que puedan ser aplicados dichos criterios.

Los resultados de esta investigacion podrian tener aplicaciones en el area de la
farmacéutica, ya que, una vez formado el complejo molécula-BCD, se podria liberar
a la molécula de interés de manera controlada al agregar algtin surfactante.

En el capitulo 1 se muestra la caracterizacion de los tres surfactantes y las
interacciones con la Q, usando como disolvente agua, con la finalidad de comparar
los pardmetros determinados, como: CMC, constante de unién y tamano de la micela
con los reportados en la literatura, ademas, se propuso un método indirecto para el
célculo de la CMC. En el capitulo 2 se muestra el mismo andlisis que en el capitulo
anterior, pero en este caso se us6 como disolvente ClOs+ pH 4, obteniendo como
resultado una disminucion en el valor de CMC del SDS, ademas, se propone una
ecuacion para el cdlculo de la constante de complejos supramoleculares con
estequiometria diferente a la 1:1. En el capitulo 3 se muestra la caracterizacion del
complejo Q-BCD, obteniendo la formacion de dos complejos de inclusion con
estequiometrias 1:1 y 1:3 (el segundo complejo no se ha reportado hasta el
momento). En el capitulo 4 se muestra la determinacion del valor de CMC de cada
surfactante en presencia de la BCD, demostrando que el valor de CMC de cada
surfactante aumenta con el incremento de la concentracion de BCD, debido a que, el
surfactante forma un complejo de inclusién BCD-Surfactante, ademas, el tamario de
la micela formada por el SDS y TX100 reducen su tamafo debido a la presencia de
estos nuevos complejos formados. Después, en el capitulo 5 se muestra el calculo del
valor de la constante de union del complejo Q-Msurfactante ey presencia del complejo
PCD-Surfactante, dando un valor mayor cuando se us6 el CTAB y TX100.
Finalmente, en el capitulo 6 se determinan las constantes de unidn de los complejos
PCD-Surfactante, dando como resultados, valores mas grandes comparados con el
valor obtenido para el complejo Q-BCD (capitulo 3), demostrando que efectivamente
la BCD tiene mayor afinidad por el surfactante que por la Q.
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Abstract

This doctoral thesis research work describes the results of the interactions observed
during formation of an inclusion complex in the presence of three surfactants,
namely: sodium dodecyl sulphate, SDS, hexadecyltrimethylammonium bromide,
CTAB, and Triton X-100, TX100. The inclusion complex was formed from beta
cyclodextrin, BCD, that acted as host of quercetin, Q, which in turn was the guest.

The aim of this research work was to elucidate the mechanism under which an
inclusion complex, like the one stated above, is made to interact with any of the
surfactants above; the literature reports two possible cases: the first proposes that
the surfactant breaks the complex only to give way to another one, BCD-Surfactant,
thus liberating the Q molecule, that had been included in the BCD. The second case
proposes that the inclusion complex will interact with the surfactant to give rise to a
ternary complex and that, depending on the concentration of the surfactant used,
there will form pre-micellar structures (monomers, dimers, trimers, and others) or
micelles adhered to this inclusion complex.

The results obtained in this research corroborate the first case, where the surfactant
ruptures the Q-BCD inclusion complex to form a new inclusion complex, BCD-
Surfactant, thereby setting the Q free. If the surfactant concentration is smaller than
the BCD concentration, the Q-BCD complex will be formed also, but conversely, the
arising complex will be that of Q with the surfactant micelles, Q-MSurfactant.

For either case it is worthy of mention that a smaller or greater surfactant
concentration than that of the BCD, a BCD-Surfactant complex will form, in which
the hydrophobic part of the surfactant (the tail) will be located partly within the BCD
cavity, and since it is longer than the BCD, another part of it will protrude from the
said cavity; thus, this new complex formed will adsorb on the solution surface.

Consequently, from these interactions, the value of the critical micellar
concentration, CMC, (the surfactant concentration needed to form the micelle) is
affected because its value will increase with increasing BCD concentration. Another
consequence derived from the interactions mentioned is shown by the surfactant
micelle size, since this parameter diminishes with increasing BCD concentration.
This is so because the micelles typically exhibit weak bonds, can be readily
malleable. These results can be applicable to other molecules having lower
molecular weight different to that of Q, namely: pharmaceuticals, flavonoids,

Xi



tannins, neurotransmitters, and others due to competitivity arising between
formation of a BCD-Surfactant inclusion complex, that is much greater than that of
formation of a molecule-BCD complex, where the molecule must be organic with a
low molecular weight, as stated above, in order to apply the criteria mentioned.

The results of this research can certainly be applied in pharmaceutics, since once the
molecule-BCD complex has been formed, it can release the molecule of interest in a
controlled fashion upon addition of some surfactant.

In Chapter 1 the three surfactants are characterized together with their interactions
with Q, in water as solvent, in order to compare the parameters determined, namely:
CMC, binding constant and micelle size with those reported in the literature; also,
an indirect method was proposed to estimate the CMC. Chapter 2 proceeded to do
the same analyses as before, although using now ClOs at pH 4 as solvent, which
diminished the CMC in SDS; further, an equation was proposed to estimate the
supramolecular complexes constant having a stoichiometry different from 1:1.
Chapter 3 presents the Q-BCD complex characterization that leads to formation of
two inclusion complexes with stoichiometries 1:1 and 1:3 (the second complex has
not been reported yet). Chapter 4 shows the assessment of the CMC value of each
surfactant in the presence of BCD, thus demonstrating that the CMC value for each
surfactant augments with increasing CD concentration, because the surfactant
forms a BCD-Surfactant inclusion complex, apart from the fact that the size of the
micelles formed by SDS and TX100 is reduced due to the presence of these new
complexes formed. Chapter 5 shows the estimation of the Q-MSurfactante binding
complex constant in the presence of the BCD-Surfactant complex, which displayed
a greater value that when CTAB and TX100 were used. Finally, Chapter 6 shows the
determination of the PBCD-Surfactant complex binding constant that rendered
greater values compared to those obtained from the Q-BCD complex, thus clarifying
that the BCD displays greater affinity for the surfactant than for the Q.
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Introduccion general

Los radicales libres son especies quimicas que contienen un electrén desapareado
que les confiere una alta inestabilidad quimica y reactividad oxidante ante otras
especies quimicas con las que tengan contacto, ocasionando que estas nuevas
especies quimicas sean convertidas en radicales libres, inicidndose asi, un ciclo
destructivo. Dichos radicales libres atacan preferentemente moléculas que contienen
dentro de su estructura, dobles enlaces carbono-carbono o anillos de carbono, como,
por ejemplo: aminodcidos, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos que componen
a las macromoléculas de la célula, alterando negativamente la funcién y estructura
de la misma, ademas, distintos factores potencializan el proceso de oxidacion, como,
por ejemplo: la contaminaciéon, la mala alimentacién, el consumo de bebidas
alcohdlicas, el tabaco, el estrés, la inactividad fisica, etc., detonando en un conjunto
de procesos o enfermedades que deterioran nuestra calidad de vida '°. Los
polifenoles ayudan a combatir estos problemas, pero debido a la estructura quimica
que presentan algunos de ellos, son inestables y poco solubles, por lo cual, dificulta
su estudio en fase acuosa. La formacion de complejos polifenol-arreglos moleculares
(complejos supramoleculares) resuelven las deficiencias en sus propiedades de los
polifenoles, ademds de que, este tipo de complejos ya han sido ampliamente
estudiados *¥5.

Un complejo supramolecular puede estar formado por dos entes: un anfitrion (que
actiia como receptor) y un huésped, donde el tipo de fuerza que las une son de fuerza
débil, tipo fuerzas de Van der Waals * Y %, donde el huésped posee ciertas
caracteristicas que pueden ser mejoradas o adquirir caracteristicas de las cuales
carece. En la literatura se encuentran arreglos moleculares usados como anfitriones
en quimica supramolecular, como son los surfactantes y las ciclodextrinas, estos
arreglos tienen aplicaciones tan versatiles que incursionan en las industrias de
alimentos, limpieza, automotriz, farmacéutica ¢® y en la investigacion 2.

El complejo supramolecular que se decide estudiar es el formado por la quercetina
(imagen I.1) con beta ciclodextrina, Q-BCD, en presencia de algun surfactante,
debido a que estos compuestos han sido ampliamente estudiados en el grupo de
trabajo de la Dra. Tere Ramirez. Este trabajo fue realizado con la finalidad de explicar
lo que ocurre con las interacciones entre estos tres tipos de compuestos, ya que,
existen dos hipdtesis que explican las interacciones implicadas entre estos tres tipos
de compuestos y hasta el momento de la realizacién de esta investigacidn, no existe
una explicacion clara y profunda.
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Imagen I.1 Estructura quimica de la quercetina.

Los surfactantes (por su contraccion de su traduccion en inglés de surface active
agents) o también conocidos como detergentes o tensoactivos, son compuestos
organicos anfifilicos 7 imagen 1.2(a), que estan caracterizados por adsorberse en
superficies e interfaces reduciendo la tensidn superficial de las fases cuando estan
presentes a bajas concentraciones en un sistema #, seguido de esto, cuando la tensién
superficial llega a un valor minimo o critico, dichos compuestos se asocian entre
ellos mismos hasta formar estructuras bien ordenadas y definidas, llamadas micelas
(de tamano coloidal); la forma estructural de la micela cambiara al aumentar la

concentracion del surfactante (donde la primera estructura es una esfera, imagen 1.3)
7

@ (b)

o
O-g" Na* SDS

Parte
hidrofilica
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Parte
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3
<

Imagen 1.2 Representacion general de un surfactante, indicando sus extremos
hidrofilico e hidrofébico (a) y estructuras quimicas de tres surfactantes SDS, CTAB
y TX100 (b).

Los surfactantes se clasifican dependiendo de la carga eléctrica que contenga la parte
hidrofilica en solucién (cuando ya ha perdido el ion como protén, sodio, bromuro o
algin otro), puede ser denominado como anionico, catidnico, neutro o zwitterion

como por ejemplo el dodecil sulfato de sodio, SDS, hexadeciltrimetil amonio, CTAB,
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y el Triton X-100, TX100 imagen I.2(b) 7, ademas del geminisurfactante donde el
mondmero estd constituido de una cabeza (parte hidrofilica) y dos colas (partes
hidrofdbicas) 8. La disolucion del surfactante es mas compleja que para otros
materiales porque involucra la formacién de uno o mds concentrados de fases
cristalinas de alta viscosidad %, esta facilita la disolucidn de otros compuestos 2. Una
forma de conocer cuando se tiene formada la micela, MSurfactante - og calcular el valor
de CMC, esto se observa cuando se da un cambio brusco al graficar la respuesta de
una propiedad fisica en funcion de la concentracién del surfactante y el valor donde
se da el cambio, se conoce como CMC 7, ademads de que la formacion de la MSurfactante
depende de las caracteristicas del sistema donde se lleve a cabo 7¥8.

Micela 2D

Micela 3D

Imagen 1.3 Representacion estructural de una micela de un surfactante en solucion
acuosa en 3D y 2D haciendo alusién a una esfera.

Como se menciono antes, los surfactantes (en forma de MSuractante) forman complejos
con una variedad de moléculas con el fin de mejorar sus propiedades, asi también
lo hace la ciclodextrina, CD, ademas de que es usada para modificar la superficie de
electrodos, con la finalidad de hacerlos mas selectivos en estudios electroquimicos
229 La CD es la unién de mondmeros de D-(+)-glucopiranosa unidos por un enlace
a(1—4), que forman una estructura de anillo bien definida (representada mejor
como un cono truncado invertido) con su interior hidrofébico y su exterior
hidrofilico formado de seis, siete u ocho unidades de glucosa llamadas a, $ y y-CD
respectivamente, siendo estas las mas conocidas, aunque existen otros tipos mas de
CD’s 3%, en la imagen 1.4 se muestra la estructura de la BCD. Debido a que la CD
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posee en su interior un ambiente hidrofébico, puede actuar como una molécula

anfitriona de moléculas organicas de bajo peso molecular como lo hacen las
MSurfactante.

HO,’

i\ Cavidad &
: hidréfobica :

Exterior
hidrofilico

Imagen I.4 Representacion estructural de la BCD, vista lateral (a) y vista superior (b),

haciendo alusion a un cono invertido truncado.

Ya que se conoce que la formacién de complejos micelares (Molécula-MSurfactante) y de
complejos de inclusion (Molécula-CD) han dado buenos resultados, sera interesante
estudiar la formacion del complejo de inclusion en presencia de un surfactante, para
analizar si las nuevas interacciones intermoleculares mejoran aun mas las
propiedades de polifenoles antes mencionados o de alguna otra molécula de interés
y también se pretende saber en este trabajo, si la dilucidacion de su correcto
mecanismo, puede dar origen a una aplicacion en la farmacéutica como
anteriormente se habia especulado.

Eljurado que conforma la mesa de evaluacion y que revisara este trabajo (esperando
que este trabajo no sea uno mas para la UAM-I y cumpla con los objetivos
establecidos, ya que, el esfuerzo que eh dedicado fue muchisimo) y ademas, del
lector que se interese en el mismo, profundicen en este escrito, encontrara graficos
en color: negro o gris, azul, verde y naranja, correspondientes a resultados: que no
involucran a los surfactantes, con SDS, con CTAB y con TX100 respectivamente, con
la finalidad de evitar alguna confusidon y adquirir una mejor comprension de los
resultados presentados, ademas, se tratard de representar con imigenes en medida

XVii



de lo posible, las interacciones o los mecanismos que conlleven a los resultados
mostrados, con la finalidad de que el tema sea comprensible y esperando que no sea
tan engorroso y confuso.
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Hipotesis

Los surfactantes rompen el complejo de inclusion Q-BCD, para dar origen a un
nuevo complejo de inclusion, BCD-Surfactante. Ya que los disolventes polares
ejercen un efecto de repulsion sobre la parte hidrofdbica del surfactante, esta
molécula busca formas de evitar esa repulsion, por lo cual entra en la cavidad de la
pCD.
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Objetivo general

Caracterizar fisicoquimicamente el complejo de inclusion Q-BCD en presencia de un

surfactante y analizar los cambios ocasionados en el proceso de micelizacion.

Objetivos particulares

o Calcular los valores de CMC de los surfactantes SDS, CTAB y TX100 a
diferentes concentraciones de fCD usando como disolvente agua y ClOx;, por

medio del uso de distintas técnicas.
o Analizar la estabilidad de la Q en presencia de: SDS, CTAB, TX100 y BCD.

o Calcular los valores de constante de union del complejo Q-M>Surfactante 5

diferentes concentraciones de BCD usando como disolvente agua y ClOx.

o Calcular el valor de la constante de inclusion del complejo Q-BCD en un
medio de CIO« 0.1 M pH 4 y en la superficie de un EPC.

o Medir el tamafio de las micelas formadas por: SDS, CTAB y TX100 a
diferentes concentraciones de BCD usando como disolventes agua y ClOx.

o Calcular los valores de constante de inclusion del complejo BCD-Surfactante
en un medio de ClO« 0.1 M pH 4.

o Proponer un mecanismo adecuado que represente lo que indican los

resultados obtenidos cuando se trabajan con estos tres tipos de compuestos.
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Reactivos e

Instrumentacion



Reactivos

Las sustancias usadas fueron de grado reactivo: Q, SDS, CTAB, TX100, rutina,
morina, L-acido ascdrbico, (+)-catequina hidratada, (-)-epicatequina (Sigma-
Aldrich), CD (SAFC), acido perclérico, acido clorhidrico, acido sulftrico, metanol
(J. T. Baker), NaOH (MACRON), agua desionizada, soluciones buffer (Radiometer
Analytical), carbon grafito en polvo natural con 99.9995 % de pureza grado
microcristal (Alfa Aesar), aceite mineral (Mineral 0.1 Mineral oil).

Se prepararon soluciones madres de cada surfactante usando como disolvente agua
y de Q en metanol, estas soluciones eran preparadas cada vez que se experimentaba.
De estas soluciones stocks se tomaron alicuotas para obtener las concentraciones
deseadas para cada sistema. Todas las soluciones preparadas fueron protegidas de
la luz en medida de lo posible.

Instrumentacion

El agua desionizada se obtuvo de un Millipore Milli-Q con 18 MQ) de resistividad.

Se us6 un pH-metro de la marca PHM210 ESTANDAR PH METER para la medicién
de pH de los distintos sistemas.

Para disolver las sustancias se uso un bano ultrasénico 8891 Cole-Parmer, set sonic
min.

Se mantuvo constante la temperatura con un recirculador Grant W14 y se protegio
de la luz en medida de lo posible.

Para los andlisis de espectrofotometria UV-Vis se uso un espectrofotometro UV-Vis
Lamda 20 que emplea el software WinLab, las celdas usadas fueron de cuarzo de un
centimetro de longitud de paso dptico.

Para los analisis de luminiscencia se uso la técnica de fluorescencia, empleando un
fluorémetro Perkin Elmer LS50 Luminiscence Spectrometer que emplea el software
Winlab, las celdas usadas fueron celdas de cuarzo de un centimetro de longitud de
paso optico.

Para los analisis de tensidn superficial fue usado un tensiometro de la marca Kruss
modelo K12, los experimentos se realizaron en una celda de vidrio usando un anillo
de platino. El anillo de platino se limpio y secd después de cada medicion.
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Para los analisis de dispersion de la luz dinamica, DLS, (por sus siglas en inglés),
se usd un equipo de dispersion dindmica de la luz (ZetaSizer Nano de la marca
Malvern Instruments) para determinar tamafos de particula con un haz luz de 633
nm a 25 °C en agua. El agua usada fue filtrada con papel filtro y las muestras se
depositaron en viales las cuales fueron centrifugadas a 13,000 revoluciones por
minuto por cinco minutos antes de la medicion.

Para los analisis de electroquimica, se realizaron usando un potenciostato Epsilon,
una celda electroquimica termostatada de vidrio de tres electrodos, un electrodo de
platino en espiral como electrodo auxiliar, un electrodo de Ag/AgCl saturado como
electrodo de referencia y un electrodo de pasta de carbén (EPC) como electrodo de
trabajo. Para la obtencion de las respuestas electroquimicas se us6 un EPC preparado
a partir de polvo de Grafito y acetite mineral en relacion 1:1 en peso.

Para los andlisis de microscopia AFM, se tomaron con un microscopio de fuerza
atémica modelo MFP-3D Origin, ASYLUM RESEARCH, con un rango de barrido
XYde90 uma=1umyde10 umen Z.

Para los resultados de espectroscopia IR, se us6 un espectrofotometro FTIR Sjimatzu
IR con moédulo ATR marca Perkin Elmer, en un intervalo de 4000 a 350 cm™ a una
resolucion de 7 cm™.

Para los analisis por espectroscopia Raman, se usé un microscopio con focal Raman
InVia para analisis de espectro Raman, Leica DM2700 microscopio de luz reflejada,
objetivos X5, X20, X50, Iluminador Renishaw Reflex, Detector de reduccion
profunda 17 CCD (1024 x 256 pixels). Enfriamiento Peltier, sin agua o nitrégeno
liquido requerido, Rango de deteccion de 400 nm - 1100 nm, Filtro Rayleigh
controlado por Encoder, Laser 50 mW 532 nm, enfriado por aire, Filtro Rayleigh de
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Capitulo 1. Caracterizacion de

los surfactantes en agua

Aprendo no para saber, sino para ignorar menos.

- Sor Juana Inés de la Cruz’

*Jose Luis Cordoba Frunz. Recopilacién de Frases Célebres. Ediciondddes Privadas de Cultura, Adolfo
Prieto 1357, C. P. 03100, (2012).



1.1 Introduccion

En este primer capitulo del trabajo, se realiza la caracterizacion de tres surfactantes
en agua: SDS, CTAB y TX100, imagen 1.1, con la finalidad de calcular tres
parametros propios de los surfactantes y su interaccion con la quercetina, Q, para
asi, compararlos con los valores ya reportados en la literatura, los cuales son: CMC,
constante de union del complejo Q-MSufacante y tamatio de la MSurfactante, Enseguida, se
proporciona una breve descripcion sobre los surfactantes usados.

La palabra surfactante es una abreviacion de las palabras en inglés surface active
agent, también definida como tensioactivo o tensoactivo. Este compuesto posee un
caracter anfifilico, esto quiere decir que su estructura quimica estd conformada de
una parte hidrofilica (soluble en agua) y otra parte hidrofdbica (insoluble en agua)
mejor definidos como cabeza y cola respectivamente, imagen 1.1(a) 333¢. Estos
compuestos son clasificados de acuerdo con la carga eléctrica que posea su extremo
hidrofilico, como: anidnico, catidnico y neutro, por ejemplo, el SDS, CTAB y TX100
respectivamente, imagen 1.1(b). Estos compuestos tienen la caracteristica de
adsorberse en superficies e interfaces con la finalidad de reducir la energia libre
interfacial por unidad de area, que representa la cantidad de trabajo necesaria para

expandir a la interface®*y%.

(a) (b)

DN\ e P LV Na*
Parte O"S ~O a SDS
hidrofilica
{
Parte NSNS N Br CTAB

hidrofobica

TX100

Imagen 1.1 Representacion general de una molécula de surfactante (a) y estructura
quimica del SDS, CTAB y TX100 (b).

La tendencia a acumularse en las interfaces, es una propiedad fundamental de los
surfactantes, que propicia, seguido de esto (ya que se ha reducido la energia libre
interfacial a un valor minimo o critico), una asociacién entre estas moléculas de
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surfactante para formar dimeros, trimeros, y llegar a arreglos de un cierto nimero
de monomeros, por medio de interacciones hidrofobicas dando como resultado la
union entre las colas de los surfactantes en un medio polar y entre las cabezas en un
medio no polar (ver imagen 1.2 parte superior), formando una estructura ordenada
y bien definida, llamada micela, la cual puede estar conformada de 10 a 100
mondmeros en agua. En la imagen 1.2 se muestran las diferentes estructuras de las
micelas, donde en la parte superior se muestran dos estructuras esféricas, las cuales,
son las primeras formas estructurales de la micela, donde dependiendo de las
caracteristicas del sistema, la micela formada serd la micela esférica (formada en un
medio polar) o la micela esférica inversa (formada en un medio no polar) y conforme
se aumente la concentracion del surfactante en el sistema, la micela cambiara de
forma, para dar lugar a estructuras mucho mas complejas como las que se muestran
en la parte inferior de la misma imagen.

Fase lamelar Vesicula

Imagen 1.2 Distintas formas estructurales de la micela (imagen tomada del libro de
Surfactants and Polymers in Aqueous Solution 33 con la finalidad de ilustrar).

Cualquier arreglo molecular formado por surfactantes, es capaz de retener e
interactuar con otras moléculas con la finalidad de protegerlas al formar el complejo
micelar, CM (que es un tipo de complejo supramolecular, CS). La forma en que
interaccionan la micela con una molécula de interés depende del ambiente que
conforma el sistema, ya que, si se tiene un sistema con caracter polar, se tendran
micelas esféricas (a concentraciones un poco por arriba de su primer valor de

CMCsurfactante), donde las colas del surfactante estaran dentro de la esfera formando
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una zona no polar, y la molécula de interés podrd permanecer dentro de la micela
esférica (ver imagen 1.4), debido a que estas moléculas de interés poseen caracter no
polar parcial o totalmente, por ejemplo: flavonoides, taninos, antioxidantes,
tarmacos, etc. y por ende son poco solubles en estos tipos de sistemas 3-%.

Un parametro importante en el proceso de micelizacion, es el valor de concentracion
micelar critica, CMC, que es un valor de concentracion del surfactante que indica
que por encima de dicho valor ya se tendran formadas las micelas, el cual se pude
obtener, cuando al medir alguna propiedad fisica en funcidn de la concentracion del
surfactante se observa un cambio brusco como se muestra en la imagen 1.3 336,

o | |
% ~—_ ! Presién osmética 3
g T : Turbidez

: Solubilizacion
e |
g ! Resoncn_ciu magnética
g i S
g ! 7 Tensién superficial
‘; E Conductividad
< : T epivelerte
] ! T
..qé' o : Autodifusién T
o — :
Pl 1
e~ I—

CMC ——
[Surfactante]

Imagen 1.3 Relacion de propiedad o fendmeno medido en funcion de concentracion
de un surfactante donde se indica el valor de CMC.

En esta primera parte del trabajo se calcularan los valores de CMC del SDS, CTAB y
TX100 en agua por medio de distintas técnicas, con la finalidad de cotejar dichos
valores, ya que cuando se trabaja con este tipo de compuestos, este parametro se
debe conocer correctamente.



1.2. Metodologia

Se prepararon soluciones madres de los surfactantes: SDS, CTAB y TX100 disueltas
en agua cada una. También, se prepard una solucion concentrada de quercetina
disuelta en metanol. De estas soluciones concentradas se tomaron alicuotas para
agregarlas a los distintos sistemas y asi obtener las concentraciones deseadas. En los
sistemas donde se emple6 SDS y TX100 se mantuvo constante la temperatura a 25
°Cy a 28 °C para los sistemas donde se us6 CTAB.

Para la determinacion de la CMC, tres sistemas fueron preparados con un volumen
de 5 mL cada uno. A cada uno de los sistemas, alicuotas de la solucion madre de uno
de los surfactantes fueron afadidas y su respectivo espectro de absorcion fue
medido después de cada adicion. Nuevamente se preparan tres sistemas con las
mismas caracteristicas antes descritas, pero con la diferencia que ahora se tendrd una
concentracion de Q de 5x10° M en cada sistema; a cada uno de los sistemas, alicuotas
de la solucion madre de uno de los surfactantes fueron anadidas y su respectivo
espectro de absorcion fue medido después de cada adicion

Para la determinacion del valor de CMC de cada surfactante y la constante de union
del complejo Q-MSurfactante fyeron preparados tres sistemas de volumen de 5 mL de
agua y concentracién de Q de 6x10° M cada uno. A cada uno de los sistemas,
alicuotas de la solucion madre de uno de los surfactantes fueron anadidas y su
espectro de emision fue medido después de cada adicién usando (Aexit. de 350 nm).

Para la estabilidad de la Q fueron preparados siete sistemas con un volumen de 5
mL y concentracion de Q de 6x10° M cada uno. La evolucion de un sistema fue
analizada, midiendo su espectro de absorcion cada minuto den un intervalo de 28
minutos. Después, a dos sistemas se le agrego alicuotas de la solucion madre de uno
de los surfactantes, para obtener una concentraciéon por debajo y por encima de su
respectivo valor de CMC midiendo su espectro de absorcion cada dos minutos
aproximadamente en un intervalo de 20 minutos.

Para medir el tamano de la micela, se prepararon seis sistemas usando como
disolvente agua, dos sistemas contenian concentracién diferente del mismo
surfactante: el primer y segundo sistema 9.0 y 36.8 mM de SDS, el tercer y cuarto
sistema 1.5 y 3.9 mM de CTAB y el quinto y sexto sistema 2.0 y 2.9 mM de TX100.
Después, las muestras se depositaron en viales, las cuales fueron centrifugadas a
13,000 revoluciones por minuto por cinco minutos antes de la medicion.



1.3 Determinacion de CMC del SDS, CTAB y TX100

1.3.1 Espectrofotometria UV-Vis sin Q

En la figura 1.1 se muestran los espectros de absorcion del SDS, CTAB y TX100 en
agua, donde, a cada sistema se le realizaron adiciones de una soluciéon madre de
estos surfactantes, midiendo su espectro de absorcion después de cada adicion en
un intervalo de longitud de onda de 200 a 800 nm. E1 SDS y el CTAB absorben en un
pequeno intervalo del ultravioleta, UV, cerca de 200 nm, dificultando el calculo de
CMC, debido a que no presentan alguna tendencia a medir o a seguir; en el caso del
TX100, este compuesto si absorbe en el UV cerca de 280 nm con una tendencia a
seguir, debido a que su estructura quimica posee un anillo aromatico (ver figura
1.1(c)), pero ya que el SDS y CTAB no absorben, se genera una metodologia para
poder calcular el valor de CMC de estos tres surfactantes midiendo la misma

propiedad.
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1.3.2 Espectrofotometria UV-Vis con Q

Debido al problema antes mencionado se propone una metodologia alternativa para
el cdlculo de CMC, el cual consiste en agregar una molécula que si absorba en el
intervalo del UV-Vis y analizar los cambios que genere la presencia del surfactante
en su espectro de comportamiento. Se decide usar a la Q como molécula de
referencia, ya que, esta molécula ha sido estudiado en el area de trabajo donde fue
realizado este trabajo de investigacion, debido a sus bondades que posee como por
ejemplo sus actividades antioxidantes, ademas, es de los mas abundantes en nuestra
dieta diaria ¥. En la figura 1.2 se muestra el espectro de absorcion de la Q donde
predomina su primera forma desprotonada, la cual presenta dos bandas, la banda I
a 365 y la banda II a 253 nm, ademds se presenta la estructura quimica
correspondiente a cada transicion electronica 20327,
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Figura 1.2 Espectro de absorcion de la 5.6 x 10° M de Q en agua.

La estructura de la Q contiene grupos hidroxilo que se pueden desprotonar . En
la figura 1.3 se presenta el diagrama de distribucion de especies quimicas dela Q en
medio acuoso, donde, ademas se muestran las distintas estructuras
correspondientes a su orden de desprotonacion *. Al valor de pH de 7, la especie
predominante de la Q es la que posee una carga negativa en el anillo B, esto podria
favorecer la interaccion con el surfactante CTAB.
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Figura 1.3 Diagrama de distribucion de especies quimicas del sistema Q en medio
acuoso.

Ahora que se conocen los valores de pKa de la Q, se procede analizar los cambios
producidos en el espectro de la Q debidos a la presencia del SDS, CTAB y TX100,
usando como disolvente agua y la técnica de Espectrofotometria UV-Vis. Los
intervalos de concentracion de cada surfactante usados para la determinacién de los
valores de CMC, contemplan los valores reportados en la literatura los cuales se
muestran en la tabla 1. El espectro de la Q cambia conforme se afiade el surfactante
al sistema como se esperaba (conforme se aumenta la concentracidn del surfactante,
el color de los espectros se oscurecen) y cambia de manera distinta con cada uno de
los surfactantes, figura 1.4, teniendo en comtin disminuciones en la absorbancia al
agregar cada surfactante hasta llegar a un minimo de absorbancia, después de esto
se observa un aumento en la propiedad medida, también se obtuvieron
desplazamientos batocromicos para ambas bandas, lo que indica que se da una
interaccion entre las micelas formadas y la molécula de Q. En el caso del TX100, se
observa que, a bajas concentraciones de TX100, la banda II aparte de disminuir la
absorbancia y después aumentarla, tiene un desplazamiento batocrémico en
comparacion con la banda I que solo disminuye su intensidad de A (ver figura 1.4(e-
h)), esto es debido a que el TX100 absorbe cerca de 280 nm como se mostrd en la
tigura 1.1 (c), por lo que hay un aumento pronunciado a esa longitud de onda,
debido a esto se sugiere que la A debida solo a la Q, solo disminuye en su valor de
A al agregar el TX100, por lo que al ya tener formada a la M™% Ja Q entrara dentro
de su cavidad hidrofoba.
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Figura 1.4 Espectros de absorcién en 2D y 3D de tres sistemas diferentes que
contienen una concentracion fija de 5x10° M Q a los cuales se les adicionan distintas
cantidades de un surfactante: [0.0, 18.8] mM SDS (a-b), [0.0, 3.8] mM CTAB (c-d),
[0.000, 0.351] mM TX100 (e-f) y [0.000, 0.907] (g-h) mM TX100, usando como

disolvente agua.
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Los espectros que se ven mas afectados son lo que contienen CTAB, figura 1.4(c y
d), por lo que se podria suponer que, la Q y el CTAB interaccionan de una manera
diferente en comparaciéon con el SDS y TX100, esto es debido a la carga eléctrica
negativa de la Q y la carga positiva del CTAB favorecen dicha interaccién y esto se

ve reflejado en los cambios en los espectros de absorcion.
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Figura 1.5 Relaciones de A en funcion de la concentracion del surfactante para la
banda I y II de los tres sistemas mostrados en la figura 1.4 del SDS (a), CTAB (b) y
TX100 (c).
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Se analizan las relaciones de A en funcion de la concentracion de cada uno de los
surfactantes para ambas bandas, figura 1.5, senalando el cambio brusco con la
interseccion de dos pendientes en color rojo linea punteada que indica el valor de
CMC para cada grafico; para el caso del TX100 solo se muestra el analisis a 365 nm
debido a que la absorbancia a 253 nm se incrementa rdpidamente a concentraciones
de bajas de TX100 (ver figura 1.4(g y h)).

En la tabla 1.1 se muestra la comparacion de los valores CMC calculados con
Espectrofotometria UV-Vis y los reportados en la literatura, donde los valores
calculados y los reportados concuerdan, con la excepcion del TX100 que tiene un
amplio intervalo de concentracion reportado como CMC, esto puede ser debido a
que su consistencia es viscosa y dificulta su manejo. Por lo que, se infiere que el valor
de CMC de cualquier surfactante puede ser calculado por Espectrofotometria UV-
Vis siguiendo los cambios en el espectro de comportamiento de una molécula que
absorba en el intervalo de ultravioleta o visible.

Tabla 1.1 Comparacion de valores de CMC de tres surfactantes calculados por
espectrofotometria UV-Vis en agua.

CMC/mM
Técnica SDS CTAB TX100
Banda Il ~ Banda I Banda 11 Banda 1 Banda 1
Bspectrofotometria ¢\ ¢ 77,06 090+003 094+003 0.18+003
UV-Vis
8.33 0.92 3
Literatura 8.23 0.98 34 0.2-0.9
8.1% 0.92 3%

*Intervalo de concentracion de CMC del TX100 reportada por Sigma-Aldrich® (indicada en el envase).

El método indirecto propuesto para el calculo de CMC de estos tres surfactantes es
adecuado, ademads de que la molécula de Q no afecta el valor de dicho parametro.

Ya que se conocen los valores de CMC para cada surfactante, se puede inferir que a
concentraciones mayores de dichos valores, ya se tienen formadas las micelas (zona
micelar) y a concentraciones menores de dicho valor se tienen distintas asociaciones
del surfactante como pueden ser dimeros, trimeros, tetrameros, etc. (zona pre-
micelar), teniendo en consideracion que la mayor parte de las moléculas del
surfactante en este tiltimo intervalo de concentracion se encuentran adsorbidas en la
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superficie (interface agua-aire). Ahora se procede a analizar las dos zonas de cada
uno de los surfactantes, con la finalidad de conocer de qué forma interaccionan con
la molécula de Q. En la figura 1.6 se muestran los cambios en la longitud de onda de
los maximos de absorcién al aumentar la concentracion del surfactante (Ao es la
longitud de onda del maximo de absorcidon en ausencia del surfactante lado izquierdo
y cuando ya se ha formado la micela lado derecho y A es la longitud de onda del
maximo de absorcién cuando se agrega al surfactante), con la finalidad de
cuantificar los nandmetros que se desplaza cada banda y hacia qué direccion lo hace.
Valores positivos de esta diferencia de longitudes de onda representan
desplazamientos batocromicos y desplazamientos negativos representan
desplazamientos hipsocrémicos, es importante resaltar que los ejes de las
concentraciones de cada uno de los surfactantes (eje x) de la izquierda (zona pre-
micelar) se cortan a una concentracién menor al valor de CMC e inician después de
dicho valor en el lado derecho (zona micelar), dependiendo del tipo de surfactante,
ya que se tienen dos zonas donde los surfactantes estan presentes de distinta forma.
En la zona micelar no se tienen cambios mayores a 1 nm (considerando que esta es
su resolucién) en la diferencia de la longitud de onda del maximos de absorcion
(graficos de la derecha) , por lo que se considera que la micela tiene una estructura
bien definida, la cual interacciona con la totalidad de la molécula de Q. Para el caso
de la zona pre-micelar, se dan cambios de 2 y 3 nm en los maximos de absorcion
para los tres surfactantes (graficos de la izquierda) para las bandas que se presentan
en aproximadamente 253 nm, pero se tiene un cambio de hasta 6 nm para la banda
que se presenta a 365 nm para el sistema que contiene al CTAB, debido a esto, las
estructuras pre-micelares que se van formando interaccionan con la molécula de Q,
ocasionando que la diferencia en cargas eléctricas entre el surfactante y la Q
tfavorezca su interaccion. Se sugiere que los anillos B y C de la Q interaccionan con
la parte hidrofilica del CTAB preferentemente, por lo que se tiene una mayor
diferencia del maximo de absorcion a 365 nm.

1.3.3 Fluorescencia

Usando la técnica de fluorescencia (midiendo el espectro de emision) se puede
corroborar, que las micelas formadas con cada uno de estos surfactantes
interaccionan con la Q, para dar origen a un CM. La Q no fludrese por si sola, pero
debido a las interacciones con otras moléculas o con arreglos moleculares como la
Msurtactante nroyvocan que lo haga, debido a que con dicha union la Q pierde movilidad
y se hace mas rigida, provocando el fendémeno de la fluorescencia en esta molécula

13



51, imagen 1.4, especificamente el grupo que tiene movilidad o rotacion es el catecol
de la estructura de este flavonoide, la cual se inhibe cuando la Q interacciona con la
micela de algun surfactante, ya que entra dentro de esta estructura en forma de
esfera. En la figura 1.7 se tienen tres familias de espectros de emision de la Q que
aumentan su intensidad fluorescente, IF, debido a la adicion de un surfactante.
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Figura 1.6 Relaciones de (A- Ao) en funcion de la concentracion del SDS (a), CTAB (b)
y TX100 (c), a concentraciones menores (lado izquierdo) y mayores (lado derecho)

de su CMC respectivamente.
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Imagen 1.4 Representacion de la rotacion del grupo catecol de la Q (a) y la inhibicion
de esta rotacion debido a la formacion del complejo micelar Q-Msurfactante (),
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Figura 1.7 Familias de espectros de fluorescencia de emisién de la Q 6x10° M que
cambian al aumentar la concentracion de cada surfactante: [0, 16.8] mM para SDS

(@), [0, 2.45] mM para CTAB (b) y [0, 1.95] mM para TX100 (c). Usando como
disolvente agua y una Aexit. de 350 nm.
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En la figura 1.8 se tienen las relaciones de IF en funcion de la concentracion de cada
uno de estos tres surfactantes, donde se tiene qué, conforme se aumenta la
concentracion de cada surfactante, la intensidad de fluorescencia también aumenta,
pero con una mayor IF cuando se sobrepasa una cierta concentracion para cada uno
de los surfactantes, el cual coincide con su correspondiente valor de CMC que se
calcul6 anteriormente con la técnica de Espectrofotometria UV-Vis, dichos
resultados se muestran en la tabla 2, por lo que las estructuras pre-micelares y las
micelas de cada surfactante efectivamente interaccionan con la Q, pero la micela
proporciona una mayor rigidez a este polifenol. Ahora que se sabe que se forman
los CM con cada uno de los surfactantes usados en este trabajo de investigacion, se

calculan las constantes de union.
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Figura 1.8 Relacion de intensidad de fluorescencia en funcién de la concentracion
de: SDS (a), CTAB (b) y TX100 (c). Las graficas se construyeron con los datos de la
Figura 1.10 (a).

Ahora se puede hacer uso de cualquiera de estas dos técnicas para calcular el valor
de CMC, lo que facilita el estudio de estos compuestos, ya que cominmente se

calcula este parametro con la técnica de tension superficial.
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Tabla 1.2 Valores de CMC de tres surfactantes medidos por fluorescencia usando
como disolvente agua.

CMC/mM
SDS CTAB TX100
7.8+0.5 0.82 +0.02 0.28 +0.01

1.4 Determinacion de la constante de union del complejo
quercetina-micela formada por el SDS, CTAB y TX100

Marques en su tesis de doctorado propone una ecuacion para calcular la constate de
un CI, ecuacién 1.1, # y Maria de la Guardia y colaboradores modifican dicha
ecuacion para que sea aplicable a CM, ecuacion 1.3, .

Q+BCD<Q—pBCD Complejo de inclusion

O R I

Donde I es la intensidad de fluorescencia que se mide cuando se agrega la fCD, Io
es la intensidad en ausencia de la BCD, Ic es la intensidad maxima obtenida del
complejo de inclusidn, y es el cociente del coeficiente de extincion molar en la
longitud de onda de excitacidon en presencia (¢p) y en ausencia (o) del surfactante
(cuando el coeficiente no varia en el medio micelar y = 1) y K es la constante de

-1
. iy : I iy 1 . T
inclusion. Al graficar [1_ - 1] en funcion de ( se obtiene una relacion lineal,
0

[BCD])’
donde al dividir la ordenada al origen entre la pendiente se tiene el valor de la
constante de inclusién como lo muestra la ecuacion 1.2.

=K (1.2)
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Para el caso de complejos micelares, Maria de la Guardia propone sustituir [3CD]
por ([Surf.]-CMC), que es la concentracion del surfactante total menos el valor de
CMC del surfactante en cuestion, ecuacion 1.3.

Q + MSurfactante _, g _ pqSurfactante Complejo micelar

I -1 -1 |1 _1/
[E_l] N f‘l] i yK([Surf.] — CMC) (1.3)

La constante de unidn se calcula de la misma forma que se mostré en la ecuaciéon 1.2,
(en el Apéndice 1 se muestra el desarrollo algebraico).

1.4.1 Complejo quercetina-micela (surfactante)

-1
En la figura 1.9 se muestra el grafico de [IL - 1] en funcion de (Bur facmlnte] cmc)
) Z

para calcular el valor de la K del CM formado entre la Q y la MSurfactante. empleando
las ecuaciones 1.3. Para el calculo de la incertidumbre de K (ecuacién 1.2), se
considera la dependencia de la pendiente con la ordenada al origen (covarianza) >
y los valores de CMC usados fueron tomados de la tabla 1.1 correspondientes a la
banda I. En la tabla 1.3 se muestran los valores obtenidos de la regresion lineal para
cada uno de los surfactantes, donde se obtiene un valor de Log K. También se puede
observar que el coeficiente de correlacion para el caso del SDS es el mas bajo en
comparacion con los otros dos surfactantes, por lo cual se podria considerar que no
es adecuado aproximarlo a una linea recta, considerando que, el equilibrio a partir
del cual se propone la formacion del CI y CM tienen una estequiometria 1:1, por lo
tanto se puede pensar que se tiene una estequiometria distinta y como consecuencia
seria conveniente modificar la ecuaciéon 1.1 y 1.3 para que sea aplicable a otros
sistemas.
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Tabla 1.3 Parametros obtenidos de la regresion lineal usando la ecuacion 1.3 para el
calculo de la constante de unién del complejo Q-MSurfactante,

Surfactante b m x 10° /M R? Log (K/ M)
SDS 0.2823 + 0.0087 47.08 £2.86 0.9819 2.78 £0.04
CTAB 0.1376 + 0.0061 18.73 +£0.35 0.9975 2.87 +0.02
TX100 0.1262 +0.0112 19.79 £ 0.55 0.9947 2.80 £ 0.04

En la tabla 1.4 se muestra una comparacién de valores de Log K para la formacion
del complejo Q-Msurfactante de valores reportados en la literatura con los obtenidos en
este trabajo de investigacion. Los valores que reportan Weiya Liu y colaborador 2%
208 son bastante grandes en comparacion con los obtenidos en este trabajo, ademas,
ellos obtienen un valor de log K a cada concentracién de Q y debido a que este
pardmetro debe ser una constante, dicha informacién adquiere poca veracidad.
Ademads, y como se mostrara en los capitulos siguientes, el valor de Log K del
complejo BCD-Surfactante es menor que los valores reportados por Weiya Liu y
colaborador, esto quiere decir que la competitividad de la BCD por la Q es mayor,
en comparacion con la competitividad del surfactante por la Q como se mostrara
mas adelante (para los casos donde se empled al SDS y CTAB), debido a estos
criterios los valores calculados en este trabajo son aceptables.
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Figura 1.9 Relaciones de [IL - 1] en funcién de ( ) para el SDS (a),
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Tabla 1.4 Comparacion de valores de log K para la formacion del complejo Q-
MSurfactante.

Log K/ M1
Ref.
MSDS MCTAB MTXlOO
3.75 4.83 - 203 *
- - 3.45 208 *
2.78 +0.04 2.87+0.02 2.80+0.04 Este trabajo

*Los valores reportados fueron realizados en medio acuoso, usando los resultados obtenidos de los

espectros de emision.

1.4.2 Estabilidad de la Q

Una pregunta obvia considerando que usamos la técnica de espectrofotometria UV-
Vis para analizar a la Q y ademads, de que ya se a demostrado la formacion del
complejo Q-Msuractante "eg - ;]o0s cambios que se observan en las familias de espectros
mostradas en la figura 1.4 podrian ser debidos a la estabilidad de la Q?, acto seguido,
se procede a analizar la estabilidad de esta molécula. En la figura 1.10 se presenta
una familia de espectros de absorcidon de la Q que cambian al paso de 40 minutos en
donde no se observan desplazamientos hipsocromicos o batocrémicos
caracteristicos de la formacidon de un complejo, sélo se observan desplazamientos
hipocrémicos (disminucion de la A) al paso del tiempo; en las relaciones de A
medidas en funcion del tiempo medidas a dos longitudes de onda, figura 1.10 (b) y
(c), se tiene que se ha reducido al 50% la A al paso de 25 minutos, lo que demuestra
su baja estabilidad en condiciones normales de laboratorio como son la exposiciéon
de la luz de ldamparas y presencia de oxigeno.

21



€

o

1 8

0

<

o

0.8 + S
0.6 +

< 40 minutos

0.4 + £

c

™

&

02 + <

o

>

200 250 300 350 400 450 500
A/nm

t / minutos

Figura 1.10 Familia de espectros de absorcion de la Q 6.2x10-°> M que cambian al paso
de 40 minutos (a) y relaciones de %A en funcion del tiempo a 365 (b) y 253 nm (c),
usando un sistema de agua pH 7 (estudio realizado bajo condiciones normales de
laboratorio como: exposicion de la luz de ldmparas y presencia de oxigeno.

1.4.2.1 En medio micelar

Se sabe que la formacion del CM confiere mejoras en las propiedades de distintas
moléculas 727, por lo tanto, se analiza la estabilidad de la Q en presencia de los tres
surfactantes usados en medio acuoso. En la figura 1.11 se muestra la relacion del %A
en funcion del tiempo, donde se muestra que, cuando esta presente cualquiera de
los tres surfactantes usados a una concentracion por encima de su respectivo valor
de CMC, se mantiene constante el %A, debido a que la formacién del complejo Q-
Msurfactante confiere estabilidad a la Q.
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Figura 1.11 Relaciones %A en funcion del tiempo, en un sistema que contiene Q 6x10-
>M a 253 y 365 nm a tres concentraciones distintas de: SDS (a y b), CTAB (cy d) y
TX100 (e y f), usando como disolvente agua pH 7. El estudio se realizd bajo

condiciones normales de laboratorio como exposicion de la luz de ldmparas y

presencia de oxigeno.

Ahora que se ha demostrado que, debido a la formacion del complejo Q-MSurfactante g

le confiere estabilidad a la Q y la caracteristica de emitir radiacion electromagnética

a este polifenol, se desarrolla una metodologia para la cuantificacion de la Q en

medios micelares y se demuestra el efecto de algunos interferentes (Apéndice 2).

Enseguida se procede a calcular el didmetro de la micela formada por el SDS, CTAB

y TX100, para obtener mas informacion acerca de las micelas.
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1.5 Tamafio de las micelas formadas por el SDS, CTAB y TX100

Con la técnica de dispersion dindmica de la luz (DLS por sus siglas en inglés) se puede
calcular el didmetro hidrodindmico de arreglos moleculares como el de la Msurfactante,

asi como, en el drea de biofisicoquimica es usada para medir el tamafio de proteinas.

En la figura 1.12 se muestran dos relaciones por cada surfactante, estas relaciones
son porcentajes de la intensidad y del volumen en funcién del tamafio (didmetro
hidrodindmico, imagen 1.5 (a)) de los arreglos moleculares formadas por cada
surfactante, usando concentraciones un poco mayores a su correspondiente valor de
CMC (ver tabla 1.1). En la primera relacion se obtiene el didmetro hidrodinamico de
todas las particulas presentes, por ejemplo para el caso del SDS (ver figura 1.12(a))
se tienen dos tamanos de particulas a 4.884 + 1.072 y 97.87 + 21.47 nm, y finalmente
en la segunda relacion se tiene el porcentaje de estas dos particulas, que en el caso
del SDS, la particula con el tamafo mas pequefio es la que estd presente en mucho
mayor cantidad (ver figura 1.12 (b)), haciendo despreciable la cantidad del arreglo
molecular mas grande, por lo que se puede concluir que la M se forma (particula
con el menor tamano) y ademas se une entre ellas mismas para dar aglomerados con
un tamano mas grande (particula con el mayor tamano). Se encuentran reportados
valores del didametro de la micela de SDS de 3.5 a 3.68 nm * y 3.86 a 4.28 nm *, los
cuales son cercanos al valor que se calculd. Para el caso del CTAB se obtuvieron dos
tamafios de particulas distintos a los del SDS, tabla 1.5, donde la particula con el
tamafio menor esta presente en mayor cantidad como en el caso del SDS (ver figura
1.12 (c y d)) y para el caso del TX100 se obtuvieron dos tamafios de particulas mas
grandes que en el SDS y CTAB, con la particula pequena presente en mayor cantidad
(ver figura 1.12 (e y f)). Es relevante mencionar que los tamafios de particula tienen
asociados desviaciones estandar grandes, lo cual proporciona un amplio intervalo
de didmetro de micela.

Para los tres sistemas que se analizaron en la figura 1.12, la concentracion de cada
surfactante estd un poco por arriba de su respectivo valor de CMC sin llegar al doble
de este valor, estando seguros de que ya se tienen formadas las micelas con
estructuras esféricas, a excepcion del TX100 debido a que como el fabricante reporta
un intervalo para la CMC entre 0.2 y 0.9 mM se decide fijar la concentracion en 2.0
mM para estar seguro que se tengan formadas las M™®, Los tamanos de las
Msuractante dependen del tipo de surfactante, donde se esperaria que las MCTAB y MTX100
fueran las de mayor tamano, debido a que tienen una parte hidrofobica (cola) de
mayor longitud en comparacion con la M y sin embargo, la M“™® es la mas
pequenia, esto puede deberse a que la parte hidrofébica no estd completamente recta
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dentro de cada micela, sino mas bien, esta interaccionando con otros carbonos de la
misma cola (esta doblada), originando que la M“™8 se forme con un tamano menor,
como se muestra en la imagen 1.5 (b). Todos los compuestos usados en este trabajo
a excepcion de los interferentes mostrados en el Apéndice 2, fueron analizados por
espectrofotometria IR y Raman, con la finalidad de descartar algin error en la
identidad de los reactivos (Apéndice 3 y 4), demostrando asi, que todos los
compuestos usados son correctos.

Tabla 1.5 Diametro hidrodinamico de arreglos moleculares en sistemas micelares,
usando como disolvente agua.

Surfactante CMC/mM [Surf.]rj. / mM Diametro / nm
1° 2°
SDS 7.7+0.6 9.0 4.884 +1.072 97.87 £21.47
CTAB 0.94 +£0.03 1.5 2.124 £ 0.441 473.5 £ 198.8
TX100 0.18 £0.03 2.0 11.50 +4.13 461.1 £237.4

En la tabla 1.6 se muestra una comparacion de diametros de las MSurfactante “entre
valores encontrados en la literatura con los obtenidos en la literatura, dando valores
muy cercanos para las MPS y M™% mjentras que para el caso de la M“™8 no se
tienen valores reportados.
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Figura 1.12 Relaciones de porcentajes de intensidad y volumen en funcién del
tamano (didmetro hidrodindmico) de la micela a concentraciones fijas de: 9.0 mM de
SDS (a y b), 1.5 mM de CTAB (c y d) y 2.0 mM de TX100 (e y f), usando como

disolvente agua.
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Tabla 1.6 Comparacion de didmetros hidrodindmicos de las MSurfactante reportados en
la literatura con los determinados en este trabajo.

Didmetro hidrodindmico/ nm

Ref.
MSDS MCTAB MTX100
3.5-3.68 - - 55
3.86 —4.28 - - 56
- - 7.84 209
- - 8.6y8.8 210
4.884 +1.072 2.124 £ 0.441 11.50 +4.13 Este trabajo

(2) (b)

W\

v

Diametro hidrodinamico | Micela formado por
de la micela | monomeros con colas
‘ largas

Imagen 1.5 Didmetro hidrodindmico de una micela (a) y micela formada por
mondmeros con colas largas (b).
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1.6 Conclusiones C1

El método indirecto para la determinacién del valor de CMC propuesto en este
trabajo de investigacion, es adecuado, ya que, los valores obtenidos concuerdan con
los reportados en la literatura. Los valores de log K determinados en este trabajo
poseen mayor veracidad en comparacion con los encontrados en la literatura,
ademas, de que el complejo Q-MSufactante ng ha sido extensamente estudiado. Los
tamafos de las M y M™% concuerdan con los encontrados en la literatura,
ademas, se determind el tamafio de la M“™® que no se ha reportado aun.
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Capitulo 2. Caracterizacion de

los surfactantes en percloratos
pH 4.6

Para el principiante, lo mejor es aceptar la teoria del éter,
al menos como una hipdtesis de trabajo. Incluso si los
desarrollos futuros demuestran las ideas relativistas

y que no existe el éter, es probable que el cambio

no implique grandes reajustes en lo que se refiere

a las explicaciones de los fenomenos ordinarios.

-A. A. Knowlton. Physics for College Students (1928) *

* Jose Luis Cordoba Frunz. Recopilacion de Frases Célebres. Ediciones Privadas de Cultura, Adolfo Prieto
1357, C.P. 03100, (2012).



2.1 Introduccion

En este capitulo se caracterizaran a los tres surfactantes y sus interacciones con la Q
de la misma manera que se analizo en el capitulo anterior, pero ahora, usando como
disolvente iones percloratos a pH 4.6 en lugar de solo agua, esto con la finalidad de
que la especie neutra de la Q predomine (ver figura 1.3) y no se favorezcan las
interacciones debido a la diferencia en la carga eléctrica. Ademads, se usan a los
percloratos, ya que, no forman complejos con otros compuestos %2 y las
concentraciones de este electrolito es 0.1 M para los sistemas donde se emplean al
SDS y TX100, y 0.0001 M para los sistemas donde se emplee al CTAB, debido a que
la M€T48 solo se forma en disolventes con fuerza idnica baja. El valor de pH se ajustd
a valores de 4.6 o valores muy cercanos de este.

La formacién de micelas depende de las caracteristicas del sistema tales como: la
concentracion del surfactante, la presencia de otras moléculas con las que esté en
contacto, el valor de pH, la longitud del grupo hidrofobo del tensoactivo, el
disolvente, la temperatura, etc. 7°7, estos factores definiran toda la identidad de la
Msurtactante como son: el nimero de monomeros que la conforman, la concentracion de
tensoactivos a la cual se llevara a cabo dicha formacion, la forma estructural del
arreglo, la posicion de los mondmeros, etc., siendo una esfera la primera estructura
o la forma mas probable de minima energia (ver imagen 1.2 parte superior) que
cambiara a estructuras mas complejas al aumentar la concentracioén del surfactante
7276 (ver imagen 1.2 parte central e inferior).

Una de las aplicaciones de estos surfactantes es a nivel farmacéutico, debido a varias
ventajas que ofrecen, como son: mejoras en la solubilizacion, capacidad de
incorporar un amplio rango de moléculas de principios activos con mejoramiento
de la biodisponibilidad, ser de facil preparacion (dependiendo del surfactante y del
sistema) y contar con una excelente estabilidad 77, imagen 2.1.
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Imagen 2.1 Representacion de: moléculas no solubles en color rojo (a) y de una
molécula solubilizada debido a la formacién de un CM.

Estos sistemas son comtunmente de interés para el cientifico farmacéutico, por su
considerable potencial de actuar como vehiculos de liberacién de drogas que
incorporan una amplia variedad de moléculas activas 777%. Por tanto, la solubilizacion
micelar es una poderosa alternativa para disolver drogas hidrofobicas en ambientes
acuosos y tiene su aplicacion principalmente en la farmacia 7 Y.

La utilizacion de micelas como transportador de drogas debido a la formacion del
CM presenta ventajas comparada contra otras alternativas como son los polimeros
solubles y liposomas, ya que, los sistemas micelares pueden solubilizar drogas
pobremente solubles y asi incrementar su biodisponibilidad. Estos sistemas pueden
permanecer en el cuerpo (en la sangre) por un tiempo lo suficiente necesario para
permanecer acumulados en el area requerida debido a sus tamanos .

2.2. Metodologia

Se prepararon soluciones madres de los surfactantes: SDS, CTAB y TX100 disueltas
en agua cada una. También, se prepar6 una solucidén concentrada de quercetina
disuelta en metanol. De estas soluciones concentradas se tomaron alicuotas para
agregarlas a los distintos sistemas y asi obtener las concentraciones deseadas.

Se prepararon dos soluciones de concentraciones 0.1 y 0.0001 M de ClOs (a partir
del acido), a las cuales se les agregd suficiente NaOH para ajustar el pH a
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aproximadamente 4.6. Estas soluciones fueron usadas como disolvente. En los
sistemas donde se emple6 SDS y TX100 se mantuvo constante la temperatura a 25
°Cy a 28 °C para los sistemas donde se us6 CTAB.

Para la determinacion de la CMC del SDS, cuatro sistemas fueron preparados con
un volumen de 5 mL de ClOs 0.1 M a pH de aproximadamente 4.7 cada uno. A cada
uno de los sistemas, alicuotas de la solucion madre del SDS fueron afiadidas y su
respectiva propiedad fue medida después de cada adicion. Para la determinacién de
la CMC del CTAB y TX100, dos sistemas fueron preparados para cada surfactante
con un volumen de 5 mL de ClOs 0.0001 y 0.1 M a pH de aproximadamente 4.7
respectivamente. A cada uno de los sistemas, alicuotas de la soluciéon madre del
surfactante fueron anadidas y su respectiva propiedad fue medida después de cada
adicion.

Para la determinacién de la constante de union del complejo Q-MSurfactante * sejg
sistemas fueron preparados con un volumen de 5 mL de ClO+ 0.1 M y concentracion
de Q de 6x10° M cada uno. A cada uno de los sistemas, alicuotas de la solucién
madre de uno de los surfactantes fueron afiadidas y su espectro de emision fue
medido después de cada adicion usando (Aexit. de 350 nm). Para los sistemas que se
les anadio CTAB, la concentracion del disolvente usado fue 0.0001 M.

Para medir el tamafo de la micela, se prepararon cuatro sistemas usando como
disolvente ClOs a 0.1 M y dos sistemas de ClOs a 0.0001M, los seis sistemas con un
pH de aproximadamente de 4.7. Los cuatro sistemas con concentracion de ClIOs+ mas
alta, se les anadid surfactante para obtener: 0.6 y 2.5 mM de SDS, 0.1 y 1.0 mM TX100
y en los dos sistemas con concentracion de ClOs mas baja, se les afiadio surfactante
para obtener: 0.34 y 1.5 mM de CTAB. Después, las muestras se depositaron en
viales, las cuales fueron centrifugadas a 13,000 revoluciones por minuto por cinco

minutos antes de la medicidn.

2.3 Optimizacion del medio

Después de que se han analizado a los surfactantes en agua en el capitulo 1 y se
demostrd la formacién del complejo Q-MSufactante  gse procede optimizar las
condiciones de trabajo para el andlisis de la formacion de este complejo. Se encuentra
reportado en la literatura un valor de pKa de 1.9 en medio acuoso para el SDS #,
figura 2.1, por lo cual, a dos unidades por arriba de 1.9 en la escala de pH, la especie
anidnica predominara en el sistema con casi un 100 % de predominio. A valores de
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pH menores de 4.6, se tendra el 100 % de la especie de Q en su forma neutra, ya que,
tiene su primer valor de pKa de 6.41 3 (ver figura 1.3), ademas, las moléculas de
CTAB y TX100 a valores de alrededor de pH de 4 tendradn cargas negativas y neutras
respectivamente, por lo tanto, se decide realizar los estudios a un valor de pH de 4.6
usando a los iones ClO«, debido a que este anion no forma complejos con otras
especies quimicas #. Las concentraciones de este electrolito seran de 0.1 M para el
SDS y TX100 y 0.0001 M para el CTAB. Cabe sefialar que en este trabajo y
considerando que el valor de pH sera de 4.6 aproximadamente, se referird el anion
“dodecilsulfato” como “SDS” por simplicidad.
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Figura 2.1 Diagrama de distribucion de especies quimicas del sistema SDS en medio
acuoso.

2.4 Determinacion de valores de CMC
2.4.1 SDS

2.4.1.1 Tension superficial

La CMC comtunmente se calcula con tension superficial, TS, ya que es una propiedad
tisica caracteristica de los surfactantes. En la figura 2.2 se tienen dos graficos de TS
en funcién de la concentracion de SDS donde se mide el valor de CMC del SDS solo
y del SDS con Q que es la concentracion a partir de la cual se tiene una TS constante,
dando un valor de 1.3 £ 0.1 mM de SDS, que es casi ocho veces menor del valor de
CMCsps en agua, por lo que se favorece la formacion micelar al agregar un electrolito
al sistema y también se corrobora que la presencia de pequefias cantidades de Q no
afecta dicho valor como se habia concluido anteriormente En la misma figura se
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presenta un cambio a 0.4 mM de SDS debido a la asociacion de mondmeros del

tensoactivo (hemimicela).
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Figura 2.2 Relaciones de TS en funcion de la concentracion del SDS sin Q (a) y con
Q 6x10° M (b) en un sistema de ClO+ 0.1 M pH 4.7.

La TS superficial disminuye al agregar al surfactante, originado por la adsorcion de
las moléculas del surfactante en la interfase liquido-aire (superficie del liquido)
como se muestra en la imagen 2.2(b) y (c). Estas moléculas del surfactante son
forzadas a desplazarse a este sitio del sistema, debido a que, en el seno de la solucién,
las moléculas de agua ejercen un efecto de repulsion sobre la parte hidrofébica del
surfactante (cola) causado por su diferencia en polaridad y debido a que en la
superficie del liquido se tiene un cambio de fase, el surfactante es adsorbido en la
superficie con la parte hidrofilica dentro del liquido y la parte hidrofobica fuera del
mismo. Si la concentracion del surfactante es aumentada, mas moléculas de este
surfactante seran adsorbidas en la superficie, hasta que se tenga un valor de TS
constante, como el que se muestra en la figura 2.2 que es de 1.3 mM, después de este
valor, los mondmeros se asociaran entre ellos mismo en el seno de la solucion por
medio de interacciones hidrofobicas (entre las colas) para formar una estructura
esférica (s6lo después del primer valor de CMC, ya que a concentraciones mayores
la forma estructural cambia) a la cual se le llama micela, imagen 2.2(c), ademas, entre
el inciso (b) y el inciso (c) de la misma figura, se forman pequenos agregados de los
surfactantes en el seno de la solucion, sin formar una estructuras bien definidas a las
cuales se les llama hemimicelas.
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[Surfactante] = 0 mM [Surfactante] < CMCsyfactante [Surfactante] > CMClytaciante

Imagen 2.2 Representacion de la adsorcion de las moléculas de un surfactante en la
interfase liquido-aire a tres valores de concentracion del surfactante: 0 mM (a),
menor a su CMCsufactante (b) Yy mayor a su CMCCsurfactante (C)

2.4.1.2 Espectrofotometria UV-Vis

Como se demostrd anteriormente, la espectrofotometria UV-Vis es adecuada para
calcular el valor de CMC de un surfactante usando a la Q como molécula de
referencia, como se propuso en el capitulo anterior.

El espectro de absorcidon de la Q cambia cuando se agrega SDS en un sistema de
ClOs 0.1 M pH 4.2, figura 2.3, disminuyendo su absorcion a un cincuenta por ciento
por la presencia del SDS ademas provoca un pequeno desplazamiento batocromico,
lo que indica que se estd llevando la formacién del CM formado por Q-MS™ y
ademas, la reduccion de la A puede deberse a que la molécula de Q entra al interior
de la M®PS limitando la absorcion de este polifenol. En las relaciones de A en funcién
de la concentracién de SDS, figura 2.3(b) y (c), se da un cambio obvio en 2.32 + 0.06
y 2.39 £ 0.07 mM a 365 y 253 nm respectivamente sefialado por la interseccion de dos
lineas punteadas en color rojo, pero a concentraciones mas bajas se lleva un pequefo

cambio sefialado con un circulo en color rojo.

35



@ " (b)

A 365nm

1.0 +

08 +

L 8
< 0.6 + [SDS] / mM

0.4 +

[=
N
t

A 253 nm

0.0 t t t t T
200 250 300 350 400 450 500

Anm [SDS]/m

w1

Figura 2.3 Familia de espectros de absorcion de Q 6.3x10° M que cambian al afiadir
el SDS (a) y relaciones de A en funcion de la concentracion del SDS a 365 (b) y 253
nm (c) en un sistema ClO+ 0.1 M a pH 4.2.

En las figuras 2.4 (a) y (b) se sefnalan los cambios quesedana1.1+0.2y1.1+0.1 mM
marcados en color rojo en la figura 2.3 (b) y (c) a 253 y 365 nm respectivamente, lo
que concuerda con los valores antes obtenidos con la técnica de TS y los cambios que
se dan a 2.32 + 0.06 y 2.39 + 0.07 mM podrian ser considerados como cambios
estructurales de la M que cambian de una forma esférica a otra forma estructural

como las mostradas en la imagen 1.2.
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Figura 2.4 Relaciones de absorbancia en funcion de la concentracion del SDS a 253 y

365 nm construida con los datos de la figura 2.5.

Después del valor de CMC mostrado en la figura 2.4, se tiene una mayor
disminucion de la A, reforzando la idea de que la Q entra dentro de la MPS y debido
a esto, la Q absorbe menos, aunque los mondmeros de SDS también evitan la

absorcién de la molécula de flavonoide.

2.4.1.3 Fluorescencia

De la fluorescencia se pueden obtener espectros de excitacion y emision, donde los
primeros son analogos a los espectros de absorcion en el intervalo electromagnético
UV-Vis (pero no son equivalentes), debido a que el fendémeno que ocurre es la
promocioén electronica entre niveles de energia, debido a esto, se usaran solo los
datos correspondientes a la emision, con el fin de obtener mas informacién del CM
ademas de la CMC.

Cuando se agrega SDS al sistema la IF crece con un aumento pronunciado a partir
de 1.39 £ 0.07 mM, figura 2.5, debido a que las M*PS se forman y estas interaccionan
con la molécula de Q para formar el complejo Q-MSPS como se mostro en el capitulo
anterior. El aumento de la IF es debido a que se restringe la movilidad de la Q (Ila Q
se hace mas rigida) debido a la formacion de este complejo supramolecular, evitando
que toda la energia que se disipaba por medio de movimientos vibracionales cuando
la Q estaba libre, ahora se emitirdA una mayor energia (como radiacion
electromagnética) que absorbio la Q y que no perdid en la etapa de la relajacion
(efecto de la rigidez estructural) , ademas el segundo cambio que se tiene a 3.1 mM
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sugiere un cambio estructural de la M5 como se observo en la figura 2.3(b) y (c) y
que no se puede detectar con TS.
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Figura 2.5 Espectros de emision (Aexit. 350 nm) de Q 6x10-° M que cambian cuando se
agrega SDS (a) y relacion de IF en funcidon de concentracion de SDS medidos a 520
nm (b) en un sistema de ClO+ de 0.1 M a pH 4.7.

En la tabla 2.1 se comparan los valores de CMCsps determinados por distintas
técnicas. Los resultados suguieren que la presencia de una molécula tipo flavonoide
a bajas concentraciones no afecta la formacion de las M55, ademas, se puede calcular
la CMC siguiendo los cambios que sufre una molécula en especifico debido a la
presencia del SDS que se analiza, también, se obteniene un segundo cambio a
concentraciones mas altass de la primera que puede sugerir cambios en la estructura
de la M5PS, Como se concluyo en el capitulo anterior, se obtienen mejores resultados
y mucho mas evidentes cuando se emplea la técnica de fluorescencia y ahora
tambien la técnica que mide TS.
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Tabla 2.1 Comparacion de valores de CMCsps determinados por distintas técnicas
en ClO« 0.1 M.

Técnica o propiedad medida pH CMC/mM
Tension superficial 4.7 1.3+0.1
, ., Bandal 1.1+0.2
Espectrofotometria UV-Vis Banda II 4.2 11401
Fluorescencia” 4.7 14+0.1
Tension superficial® 4.7 1.3+0.1

*Se usé Q en una concentracion aproximada de 60 M.

Hasta el momento se han utilizado distintas técnicas para el calculo de la CMC, de
las cuales las técnicas espectroscopicas dan mas informacion acerca de la estructura
de la Msuthetante v ademads, con la fluorescencia se puede calcular el valor de la
constante de unién del complejo Q-MSufactante, Después de lo anterior, se concluye en
usar a la espectrofotometria UV-Vis y a la fluorescencia para el calculo de la CMC
del CTAB y TX100.

242 CTAB
2.4.2.1 Espectroscopia UV-Vis

Ahora se muestra el calculo del valor de la CMCcras en un medio con concentraciéon
mas baja en comparacion con la concentracion del medio que se us6 cuando se
empled al surfactante SDS, debido a que el CTAB es menos soluble. En la figura
2.6(a) se muestra una familia de espectros de absorcién de la Q que cambian al
agregar CTAB al sistema, los espectros inician con el color verde mas claro (espectro
de la Q sola) y conforme se agrega el CTAB al sistema, los espectros cambian a un
color verde oscuro. Cuando se usa el CTAB el espectro de absorcion de la Q cambia
mas en comparacion cuando se usa el SDS y ademads ambas bandas se ven afectadas,
adicional a esto, el espectro de la Q sufre desplazamientos batocrémicos e
hipocrémicos al aumentar la concentracion de este surfactante hasta llegar a un valor
de A minimo medido a 365 y 253 nm, después de esto se observa un desplazamiento
hipercromico al seguir aumentando la concentracion del CTAB, estos cambios son
caracteristicos de la formacion del complejo Q-MC™8. En el inciso (b) de la misma
figura se muestran las relaciones de la A en funcion de la concentracion del CTAB a
365 y 253 nm de las cuales se obtienen los valores de CMC, tabla 2.2, los dos cambios
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que se muestran en cada banda se presentan a la misma concentracién de la otra
banda, lo que podria sugerir que se tienen dos valores de CMC, aunque después del
segundo cambio se da un aumento de A y ya no se tienen desplazamientos
batocrémicos, como si la micela ya estuviera formada e interaccionara con la Q, por
lo que aumenta la A.
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Figura 2.6 Familia de espectros de la Q 6.x10°> M que cambian al agregar CTAB al
sistema en un intervalo de [0.00, 1.58] mM (a) y relacién de A en funcion de la
concentracion de CTAB a 365 y 253 nm (b), usando como disolvente ClO+ 0.0001 M
pH4.5a28°C.
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Como se observd en la figura anterior, conocer el valor correcto de la CMC con esta
técnica puede convertirse en un trabajo algo dificil o confuso, ya que se deben
considerar los desplazamientos batocrémicos.

2.4.2.2 Fluorescencia

Ahora se emplea la técnica de fluorescencia para el calculo de CMC. En la figura 2.7
(a) se muestran los espectros de emision de la Q que cambian cuando se agrega este
surfactante, donde conforme se aumenta la concentracion del CTAB, la IF aumenta
(los espectros mostrados en color verde van cambiando de un color claro a un color
oscuro), en el inciso (b) de la misma figura se tiene un aumento considerable en IF a
partir de 0.80 = 0.10 mM, esto es debido a que a este valor de concentracion del
surfactante se forma la M“™® y esta interacciona con la Q (haciéndola mas rigida) de
la misma forma como sucedid y se mostré al usar al SDS.
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Figura 2.7 Familia de espectros de emision de la Q 6x10° M que cambian al agregar
CTAB al sistema en un intervalo de [0.00, 1.92] mM (a) y relacion de IF a 540 nm en
funcion de la concentracion de CTAB (b), usando como disolvente ClO4s 0.0001 M
pH 4.5 a 28 °C con una Aexit de 350 nm.
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Tabla 2.2 Comparacion de valores de CMCcras calculados por dos técnicas en ClO«
0.0001 M.

Técnica o propiedad medida pH CMC/mM
Banda 11 0.98 +£0.05
E trofot tria UV-Vis® 4.5
spectrofotometria S Bandal 0.95 +0.11
Fluorescencia® 45 0.80 +£0.10

*Se usé Q en una concentracion aproximada de 60 M.

Como se habia inferido anteriormente, el valor de la CMC esta cercano a 0.9 mM que
es el mismo valor de CMC cuando se usa como disolvente agua, esto puede ser
debido a que la concentracion de los aniones ClOs es muy baja y debido a esto no
hay variacion en el valor.

2.4.3 TX100
2.4.3.1 Espectroscopia UV-Vis

Ahora se mide el valor de la CMCrxio con la técnica de espectrofotometria UV-Vis
de la misma manera como se hizo con el SDS y CTAB, en este caso el valor se muestra
en la tabla 2.3, solo analizando la primera banda que aparece a 370 nm, el cual
coincide con el intervalo que reporta el fabricante, figura 2.8. Solo se analiza la banda
que aparece a 370 nm debido a que la banda que aparece a 270 nm es debida a la
absorcion del mismo surfactante como se mencion6 en el capitulo 1.
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Figura 2.8 Familia de espectros de la Q 6x10° M que cambian al agregar TX100 al
sistema en un intervalo de [0.00, 0.35] mM (a) y relacién de A en funcion de la
concentracion de TX100 a 370 nm (b), usando como disolvente ClOs+ 0.1 M pH 4.7.

2.4.3.2 Fluorescencia

Cuando este valor es analizado por fluorescencia, el valor correspondiente es 0.59 +
0.05, figura 2.9. Para el calculo del valor de CMC de este surfactante los valores no
coinciden entre ellos mismo, esto puede ser debido a que su consistencia es viscosa
y por ello el fabricante reporta un amplio rango de concentracion de CMC el cual
considera un intervalo que va de 0.2 a 0.9 mM, por lo que en este caso tampoco se
modifica el valor de CMC en comparacion que cuando se usa como disolvente agua

al igual que ocurrio con el CTAB.
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Figura 2.9 Familia de espectros de emision de la Q 6x10-° M que cambian al agregar
TX100 al sistema en un intervalo de [0.00, 1.82] mM (a) y relacion de intensidad a
535 nm en funcion de la concentracion de TX100 (b), usando como disolvente ClO+
0.1 M pH 4.7 con una Aexit de 350 nm.
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Tabla 2.3 Comparacion de valores de CMCrxio calculados por dos técnicas en un
medio de CIO« 0.1 M.

Técnica o propiedad medida pH CMC/mM
Banda 11 -
E trofot tria UV-Vis® 4.7
Spectrototometria " Bandal 0.26 +0.03
Fluorescencia® 4.7 0.59 +0.05

*Se usé Q en una concentracion aproximada de 60 M.

Ahora, se muestran los valores de CMC de los tres surfactantes medidos con la
técnica de fluorescencia a diferentes valores de concentracion de iones ClO«, tabla
2.4. El valor de CMC correspondiente al SDS determinado en percloratos disminuye
su valor a casi ocho veces en comparacion con el determinado en agua, mientras que
para valores de CMC del CTAB y TX100 se obtuvieron valores similares a los
determinados en agua o al reportado por el fabricante. El uso de fluorescencia para
el calculo del valor de CMC es mdas adecuado comparado con la técnica de
epectrofotometria UV-Vis, ya que, se da un aumento considerable en la IF cuando
se forma el complejo Q-MSurfactante,

Tabla 2.4 Valores de CMC calculados por fluorescencia del SDS, CTAB y TX100 en
ClOsx.

Surfactante [CIO«]/M pH CMC/mM
SDS 0.1 4.7 1.39+0.07
CTAB 0.0001 4.5 0.80+0.10
TX100 0.1 4.7 0.59 + 0.05

2.5 Determinacion de la constante de union del complejo
quercetina-micela

2.5.1 Metodologia propuesta en este trabajo de investigacion

En este trabajo se propone un equilibrio distinto al de estequiometria 1:1 como el
que se mostro en el capitulo 1 en la seccidon 1.4 y es el de estequiometria 1: 1, donde
n es la fraccion de CD que estara acomplejada con un solo sustrato aplicado a CIL.
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S+nCD S —CD, K (2.0)

De esta manera se obtendra un valor de n que correspondera a la relacion de nimero
de moléculas de CD entre moléculas de sustrato como se da en la siguiente relacion.

Numero de moléculas de CD (2.1)

n=— p
Numero de moléculas de sustrato

Por lo tanto, se tendra una nueva ecuacién de accion de masas, ecuacién 2.2,
eliminando el término de vy, para tener una relacién andloga a la ecuacion 1.1,

ecuacion 2.3 (el desarrollo algebraico se muestra en el Apéndice 5).

k= 5 CDnleq (2.2)
[STeq[CD]eq"
-1
I e 1t f—l] / (2.3)
[5‘1] = E‘l] + K[CD]

a diferentes valores

-1
Ahora podemos graficar de la misma manera [IL - 1] US oo
0

de n, donde la n con mejor valor de R? serd redondeado al entero mds préximo menor o
mayor a este valor obtenido, figura 2.10 (caso hipotético), y se empleard para calcular
el valor de la K y ademas, esa n serd nuestro valor de estequiometria sugerido, ya
que la relacion propuesta por Marques > y Maria de la Guardia > se aproxima a una

relacion lineal y la formacion de complejos no siempre tiene relaciones 1:1.
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Figura 2.10 Relacion de R? en funcién de 7 (los valores de n fueron sustituidos en la
ecuacion 2.3, obteniendo un valor de R? para cada uno).

Como en el caso de la figura 2.10, el valor de n con el mayor coeficiente de correlacion
es uno, que corresponde a una relacion estequiométrica de n=1=1/1 el cual es un
entero y ya no hay necesidad de redondearlo y asi el complejo estara formado por
un sustrato y una CD, ademas, es importante resaltar que el valor elegido de n es el
que se emplea en la ecuacion 2.3, pero dicho valor no es el inico, debido que hay un
pequeno conjunto de valores maximos en R? que pueden ser considerados
aceptables y tienen un valor proximo entre ellos (circulos que coinciden con la linea
solida roja de la figura 2.10).

La ecuacién 2.3 también es empleada para CM, con la diferencia de que en la
ecuacion 2.3, se sustituye la concentracion de la CD y se coloca la diferencia de la
concentracion del surfactante menos su valor de CMC, para convertirse en la

ecuacion 2.4, analogo a la ecuacion 1.3.

[“1] = 1] o /K*([Surf.] ~ cMO)n -

Ademas, el valor de n del CM formado corresponde al niimero de MSufactante qie se

uniran a la Q.
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2.5.2 Quercetina-micela (SDS)
2.5.2.1 A cuatro valores de pH

Como se menciond anteriormente, el SDS tiene un protén dcido con un valor de pKa
de 1.9 8, desconociendo si el porcentaje de protonacion del SDS afecte la formacion
del complejo Q-M5PS, por lo tanto, se calcula la constante de union a cuatro valores
diferentes de pH.

25211pH13

En la figura 2.11 se presentan los resultados a pH 1.3, donde se tiene un porcentaje
de moléculas del SDS protonadas de 80 % y un 20 % de aniones dodecil sulfato (ver
figura 2.1), en el cual se muestra un pequefio aumento en la IF debida a la presencia
de SDS menor que el mostrado en la figura 2.17 por lo que se podria pensar que el
complejo no se estd formando o solo una pequena cantidad de MSP forman al
complejo (las moléculas que estan en su forma anidnica), y cuando se grafica R? en
funcion de 7 se tiene un valor de cero con mayor valor de R?, por lo que se considera
que efectivamente no existe la formacion del complejo a este valor de pH y como
consecuencia tampoco se puede calcular un valor de K del complejo, ya que calcular
este valor como lo hace M. de la Guardia implicaria un error, no tanto en los calculos
porque si se puede obtener un valor, si no en lo conceptual.

35 (@) 1.000
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Figura 2.11 Familia de espectros de fluorescencia de emisién de la Q 6x10° M que
cambian al agregar SDS (a), relacién de R? en funcion del pardmetro n a 517 nm (b)
en un sistema de ClOs 0.1 M pH de 1.3 (Aexit 350 nm).
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25212pH3.1

Cuando el valor de pH cambia a 3.1 se tiene un 94 % de las moléculas de SDS
desprotonadas que es diferente al caso anterior, ya que ahora se tiene una mayor
cantidad de moléculas con carga negativa, figura 2.12. Se tiene un aumento de la IF
a este valor de pH, mayor al caso anterior y comparable al mostrado en la figura 2.5,
por lo que se da la formacion del CM.

Enseguida se muestra la ecuacion 2.5 correspondiente a la regresion lineal
presentada en la figura 2.18(c) con un con R? = 0.986.

(2.118 £ 0.077)x107* 1 (2.5)
K >*([SDS] — CMC)!

I -1
[1— - 1] — (0.065 + 0.001) + (
0

Dando un valor de Log K de 2.49 + (.02 a este valor de pH, calculado con un valor de
n de uno, por lo cual bajo estas condiciones de trabajo es factible la formacién del
complejo.

Al nm [([SDS] - CMC)/M]
Figura 2.12 Familia de espectros de emision de la Q 6x10° M que cambian al agregar
-1
SDS (a), relacion del R? en funcion del parametro n (b) y relacion de [IL - 1] en
0

. 1 B . : .
funciéon de [SDS]_cMgyn conunarn = 1.0 medidos a 520 nm (c) en un sistema de ClOx
0.1 M pH de 3.1 (Aexit 350 nm).
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25213 pHA4.7

Ahora se muestra los resultados de la K del mismo complejo bajo las condiciones del
sistema que nos interesan en este trabajo, esto se calculd con concentraciones
mayores al valor de CMC, que se calcularon antes y los datos fueron tomados de la
figura 2.5. En la figura 2.13(a) se muestra el calculo del parametro 1, donde el valor
redondearlo nos da uno. En la ecuacion 2.6 se muestra la correspondiente regresion
lineal presentada en la figura 2.13(b) con un R? = 0.996.

(35.7 + 0.6)x1075 . 1 (2.6)
K ([SDS] — CMC)?

I -1
[1— - 1] = (0.123 + 0.004) + <
0

El valor de Log K es 2.54 + 0.02, el cual es mayor al que se calcul6 anteriormente a
pH 3.1 y estadisticamente igual que el de 5.8, este valor puede ser un poco mayor
debido a que las M a este valor de pH estdn completamente cargadas
negativamente y las moléculas de Q estan en su forma neutra, por lo que no hay
ninguna repulsion por diferencia de carga eléctrica como en el caso antes mostrado
a pH de 5.8, ya que, a este valor de pH un porcentaje de todas las moléculas de Q
poseen carga eléctrica negativa y debido a esto, no se favorece totalmente la uniéon
dela Q. En el capitulo 1 se mostrd también el calculo de este valor en agua donde se
obtuvo un valor mas grande que los mostrados anteriormente, por lo que, la
diferencia en las cargas eléctricas no afecta la union de la Q y la M5PS,

1.00 + (a) % 0.8 + o (b)
I r i
096 T ooo OOOO 06 1 ///,
002 | & e, . o
R o 0.4 + .
0.88 + = L&O
0.84 | Toz2{ &
080 . | . | . | . | . | L | 00 I | L | L | L |
00 05 10 15 20 25 30 0 500 1,000 1,500 2,000
n {([SDS] - CMC) / M}

-1
Figura 2.13 Relacion del R? en funcion del parametro 7 (a) y relacion de [IL - 1] en
0
. 1 _ . . .
funcion de {SDSl_cMo)® conunan= 1.0 medidos a 520 nm (b) en un sistema de ClOx
0.1 M pH de 4.7 (Aexit 350 nm), construida con los datos de la figura 2.5.
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Finalmente, cuando se cambia el valor de pH a 5.8 se tiene el 100 % de las moléculas
del surfactante desprotonadas, o sea, que cuando se forme la micela, el exterior de
cada una de ellas tendrd carga negativa en su totalidad y ademas, la Q tiene su
primer valor de pKa en 6.41, por lo que se tiene también un porcentaje de 20 % de
las moléculas de Q que no tienen un proton (ver figura 1.3) en su estructura figura
2.14.

Enseguida se muestra la ecuacion 2.7 correspondiente a la regresion lineal
presentada en la figura 2.14(c) con un con R? = (0.999.

[1 1]—1 — (0.0652 4 0.0003) + (1.969 + 0.017)x10~* 1 (2.7)
o = (0.0652 £ 0.0003) K ([SDS] — CMC)*

Dando un valor de Log K de 2.52 + 0.01 a este valor de pH, calculado con un valor de
n de uno, por lo cual bajo estas condiciones de trabajo es factible la formacion del
complejo debido a que los mondmeros poseen carga eléctrica. También se debe de
considerar que cuando se forman las M tendradn cargas negativas en su exterior
las cuales ejercer un efecto de repulsion con las moléculas de Q que tienen también
cargas negativas.

OO
0'@"® ©

50 100 150 200 250

475 500 525 550 575 600 625 [([SDS] - CMC) / M]™

Al nm

Figura 2.14 Familia de espectros de emision de la Q 6.x10° M que cambian al agregar
-1
SDS (a), relacion del R? en funcion del parametro n (b) y relacion de [Ii - 1] en
0
Ny 1 _ . . .
funcién de [SDS]_cMgyn conunarn = 1.0 medidos a 520 nm (c) en un sistema de ClO4
0.1 M pH de 5.8 (/\exit 350 nm)
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Tabla 2.5 Comparacion de valores de log K del complejo Q-M5PS a cuatro valores de
pH, usando como disolvente ClOs 0.1 M

Porcentaje del

pH surfactante (%) Q-M>
'SDH  “SD- n= % Log (K /M) R?
1.3 80 20 0.0 - 0.995
3.1 6 94 1.0 2.49 +0.02 0.986
4.7 0 100 1.0 2.54 +0.02 0.996
“5.8 0 100 1.0 2.52 +0.01 0.999

*El SDH es el dodecilsulfato dcido.
**El SDr es el anidén dodecilsulfato.
***A este valor de pH se tiene un 20 % de moléculas de Q sin un proton y el 80 % en su forma neutra.

En la tabla 2.5 se muestra una comparacion de valores de log K determinados a
diferentes valores de pH, dando resultados favorables cuando la especie anidnica
del SDS predomina, ya que cuando la molécula del SDS protonada (SDH) preomina
como el sistema mostrado a pH 1.3, el complejo Q-M5PS no es formado. La formacion
de los complejos Q-M<™8 y Q-M™1% no fueron analizados a pH distinto, debido a
que el CTAB y TX100 no poseen constantes de acidez.

2.5.3 Quercetina-micela (CTAB)

Para el calculo de la K se usard el valor de CMCcras mostrado en la tabla 2.4. Para el
sistema donde se tiene CTAB se obtuvo un valor de n de 1.30, el cual se redondea a
su entero mas préoximo para dar un valor de uno. Enseguida se muestra la ecuacion
2.8 correspondiente a la regresion lineal presentada en la figura 2.15 con un con R? =
0.997.

(13.54 0.2)x107> 1 (2.8)
K >*([CTAB] — CMC)?

I _1
[1— - 1] = (0.118 £+ 0.002) + (
0

Dando un valor de Log K de 2.94 + 0.02, el cual es mayor al sistema donde se empled
SDS, ademas, el complejo Q-M¢™8 tendrd una estequiometria 1:1 similar al complejo
formado por el SDS.

51



2.0 (b)

1.00 s
0.96 - 15+
. 092 :o 10+ B
0.88 = -
0.84 0> [
0.80 0.0 +— 1 1 |

o

5000 10000 15000
{([CTAB]- CMC)/ M}"

0.0 05 1.0 1r.]5 20 25 3.0
-1
Figura 2.15 Relacion del R? en funcion del parametro 7 (a) y relacion de [IL - 1] en
0

1
([CTAB]-CMC)"
disolvente ClO4+ 0.0001 M pH 4.5 a 28 °C con una Aeit de 350 nm, construida con los
datos de la figura 2.13.

funcién de con una n= 1.0 medidos a 540 nm (b) usando como

2.5.4 Quercetina-micela (TX100)

Para el calculo de la K se usara el valor de CMC1xiw0 mostrado en la tabla 2.4.
Finalmente, para el TX100 se usaron los resultados de la figura 2.9, donde se obtuvo
un valor de n de 0.23 el cual al redondearlo al entero mds cercano da un valor de
cero, figura 2.16, para este caso no se puede calcular el valor de K, como sucedid en
el caso del sistema que contenia SDS a pH 1.3, infiriendo que el complejo Q-M™100
no se forma bajo estas condiciones de trabajo diferente a lo que ocurrié cuando se
empled agua como disolvente. Por lo que el aumento que se observa en la figura 2.9
puede ser debido a la interaccion de la Q con monémeros de TX100.
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Figura 2.16 Relacion del R? en funcion del parametro n en un sistema de ClO+ 0.1 M
pH de 4.7 (Aexit 350 nm) construida con los datos de la Figura 2.15.

Los valores de log K de los complejos micelares formados en percloratos se muestran
en la tabla 2.6.

Tabla 2.6 Valores de log K del complejo Q-MSurfactante,

Surfactante [C1O+«]1/M pH R? Log (K /M)
M5Dbs 0.1 4.7 0.996 2.54 £ 0.02
\Y 0.0001 4.5 0.997 2.94 +0.02
MTX100 0.1 4.7 - -

La comparacion de los valores de Log K medidos en agua con los determinados en
percloratos da: un menor valor para el caso donde el SDS fue usado, un mayor valor
para el CTAB y la no formacién del complejo cuando el TX100 fue empleado, tabla
2.7, por lo que se puede inferir que la carga de la Q influye sobre la formacién de
cada complejo micelar.

2.6 Tamano de la micela

Se midi¢ el tamafo de las micelas formadas en un medio de ClO+ a pH 4.6 con la
técnica DLS, ya que los valores de CMC calculados en agua son diferentes a los
calculados en este medio, por lo que esta parte del andlisis nos ayudara a reforzar y
comprobar que efectivamente tenemos a las micelas de estos surfactantes formadas.
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Tabla 2.7 Comparacion de valores de log K para la formacion del complejo Q-
Mpsurfactante ey gg1a y en percloratos.

Log K/ M1
Disolvente
MSDS MCTAB MTXlOO
2.78 £0.04 2.87+£0.02 2.80 +0.04 Agua
2.54 +£0.02 2.94 +0.02 - ClOs apH ~4-7*

*Las concentraciones de los percloratos para usada para el SDS y TX100 fue de 0.1 M y para el CTAB
fue de 0.0001 M

2.6.1 Micela (SDS)

Se midio el tamafio (didmetro hidrodindmico) de las particulas presentes en dos
sistemas que contienen concentraciones diferentes de SDS, figura 2.17, en el primer
sistema se tiene una concentracién de 0.6 mM que es menor a su valor de CMC
(CMCsps de 1.3 + 0.1 mM) y en el segundo sistema se tiene una concentracién de 2.5
mM de SDS donde ya se han formado las M. En el inciso (a) de la misma figura,
no se obtiene ninguin tamano de particula, por lo que estos surfactantes no se asocian
entre ellos mismos, pero en el inciso (c), donde se tiene una concentracion mayor al
valor de CMC, se tienen tres valores de didmetros de las particula presentes de: 4,958
+ 639, 153.7 £ 127.0 y 4.984 + 1.097 nm, donde el valor mas pequefio coincide con el
medido en agua (ver figura 1.12(a)), por lo que, este valor corresponde al de la M5PS
y ademas, en el inciso (d) se muestra el porcentaje en volumen de los tres tamafios
de particula, que es una comparacion en cantidad entre los tres tamafios de particula
presentes, como en el caso donde ya se tienen las micelas de SDS, la particula con
didmetro hidrodindmico de 4.984 nm es la que esta presente en mayor cantidad
comparada con las otras dos.

De este estudio se puede inferir que, en el segundo sistema (figura 2.17 (c) y (d)) se
tienen formadas las M*PS y, ademas, estos arreglos moleculares se aglomeran entre
ellos mismas para dar tamafios de particula mas grande. El tamano de la M5™ no
cambia con el cambio de disolvente.
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Figura 2.17 Relaciones de porcentajes de intensidad y volumen en funcién del
tamafo (didmetro) obtenidos por DLS en sistemas que contienen: 0.6 mM de SDS (a
y b) y 2.5 mM de SDS (c y d), usando como disolvente ClO+ 0.1 M pH 4.4.
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2.6.2 Micela (CTAB)

Ahora, se analizan dos sistemas que contienen concentraciones diferentes de CTAB,
por abajo y por encima de su respectivo valor de CMC. En la figura 2.18 (a) y (b) se
muestran los resultados correspondientes al sistema donde se tiene una
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Figura 2.18 Relaciones de porcentajes de intensidad y volumen en funcién del
didmetro obtenidos por DLS de 0.34 mM de CTAB (ay b) y 1.5 mM de CTAB (cy d),
usando como disolvente ClOs 0.0001 M pH 4.7.
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concentracion de CTAB menor a su CMC (CMCcras 0.80 + 0.10 mM), donde se tiene
un tamano de particula de 292.5 + 200.8 nm, la cual es la tinica presente en el sistema
(ver inciso (b)).

Cuando se tiene una concentraciéon mayor a su CMC, se tienen dos tamafos de
particula de: 2.365 + 0.492 y 311.1 + 121.5 nm, donde la particula con tamafio mas
pequeno es el que estd presente en mayor cantidad que el otro, figura 2.18 (c) y (d),
por lo que la micela de CTAB tiene un didmetro hidrodindmico de 2.365 + 0.521 nm
que es similar al calculado en agua (capitulo 1) y que de igual forma que antes la
MCT2B tiene un tamano menor que la M, considerando que la longitud de la
molécula de CTAB es mas larga que la del SDS, por lo que se infiere que los
monomeros de CTAB que forman a la micela al tener una cola mas larga en
comparacion con la de SDS, su cola se dobla o se contrae reduciendo su tamano (ver
capitulo 1).

En la literatura se tiene reportada la longitud del CTAB que es de 21.83 A que es
igual a 2.183 nm ¥ el cual es casi el valor que se obtiene como el didmetro de la M T4,
Antes de la realizacion de estos experimentos se tenia como hipdtesis que, el radio
de una micela esférica de cualquier surfactante coincidia con la longitud de una
molécula de surfactante, por lo que ahora se descarta esa hipdtesis.

2.6.3 Micela (TX100)

Finalmente, se midi6 el diametro de la M™% considerando su valor de CMC de
TX100 (CMCrxw00 = 0.59 + 0.05 mM). En la figura 2.19 (a) y (b) se muestran los
resultados cuando se tiene una concentracion menor al valor de la CMC, dando un
valor de 297.1 + 119.6 nm y cuando se tiene una concentracion mayor al de la CMC
se tienen tres tamafos de particula de 8.397 +4.326, 216.7 + 87.5 y 4,626 + 822 nm (ver
figura 2.19 (c)).

El tamano de particula mas pequefio es el que esta presente en mayor cantidad, que
corresponde al didmetro de la M™% (ver figura 2.19 (d)) y en este caso el tamafio de
la M™100, si es mas grande que el de la M5P5, que es coherente, ya que este surfactante

tiene una mucho mayor longitud en su extremo hidrofébico en comparacion con el
SDS y CTAB, tabla 2.8 e imagen 2.3.
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Figura 2.19 Relaciones de porcentajes de intensidad y volumen en funcién del
didmetro obtenidos por DLS de 0.1 mM de TX100 (a y b) y 1.0 mM de TX100 (c y d),
usando como disolvente ClOs+ 0.1 M pH 4.4.
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Tabla 2.8 Tamarios de las micelas de SDS, CTAB y TX100

Surfactante [Surfactante]/ [ClO«]1/M pH Diametro / nm
mM
SDS 2.5 0.1 4.4 4.984 +1.097
CTAB 1.5 0.0001 4.7 2.365 +0.492
TX100 1.0 0.1 4.4 8.397 + 4.326

El tamano de las MSurfactante formadas por el SDS y CTAB no modifican su tamario al
formarse en agua y en percloratos, pero para el caso de la M™® formada en agua y
en ClOs 0.1 pH 4.4, los tamafos varian un poco mas de dos nanémetros, pero de
acuerdo con su desviacion estandar, los valores coinciden entre ellos, tabla 2.9.

Tabla 2.9 Comparacién de tamafios de las micelas de SDS, CTAB y TX100 formadas
en agua y en percloratos.

Didmetro / nm

Disolvente
MSDS MCTAB MTXlOO
4.884 +1.072 2.124 +0.441 11.50+4.13 Agua
4984 +1.097 2.365 + 0.492 8397+4326 ClOsapH~4-4*

*Las concentraciones de los percloratos para usada para el SDS y TX100 fue de 0.1 M y para el CTAB
fue de 0.0001 M

Los didmetros de las micelas formadas con cada uno de los surfactantes, segun su
longitud de su parte hidrofdbica, deberian corresponder al siguiente orden de forma
decreciente: TX100, CTAB y SDS, pero los resultados experimentales corresponden
a un orden: TX100, SDS y CTAB, esto debido a que, entre los extremos hidrofdbicos
se contraen y se doblan como en el caso de las grasas, imagen 2.3.
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Imagen 2.3 Didmetros de las micelas formadas por mondémeros de SDS (a), CTAB
(b) y TX100 (c), usando las concentraciones mostradas en la tabla 2.8.

2.7 Conclusiones C2

El valor de la CMC del SDS determinado en agua disminuye casi una novena parte
cuando se usa percloratos, ademas, el complejo Q-M5PS requiere que el SDS esté en
su forma anionica para su formacién, del mismo modo que la carga eléctrica de la Q
influye sobre la formacion del complejo Q-MSufactante T 3 metodologia propuesta en
este trabajo de investigacion para la determinacion de la constante de union del
complejo Q-Mpburfactante -~ hasta el momento no muestra cambios significativos
comparada con la propuesta por Maria de la Guardia, pero debido a que el analisis
propuesto es mas exigente, los sistemas siguientes serdn tratados bajo la

metodologia aqui expuesta. Finalmente, el cambio de disolvente no afecta el tamafio
de las micelas formadas por el SDS, CTAB y TX100.
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Capitulo 3. Caracterizacion del

complejo de inclusion
Quercetina-pCD

¢ Para qué repetir errores
cuando hay tantos nuevos por cometer?

-B. Russell”

* Jose Luis Cordoba Frunz. Recopilacion de Frases Célebres. Ediciones Privadas de Cultura, Adolfo Prieto
1357, C.P. 03100, (2012).



3.1 Introduccion
3.1.1 Ciclodextrina

Hasta el momento se han analizado al SDS, CTAB y TX100 y sus interacciones con
la Q, usando como disolvente agua y ClOs pH 4.6. En este capitulo se iniciara con el
andlisis del complejo de inclusion Q-BCD en ausencia de los surfactantes en un
medio de ClOs 0.1 M pH 4.6. La determinacion de la constante de union se realiza
empleando a la espectrofotometria y fluorescencia como técnicas de analisis y los
resultados obtenidos son refinados con el programa computacional SQUAD para
determinar sus correspondientes constantes de formacion globales, ademads,
también es usada una técnica electroquimica para la determinacion de este
parametro. Debido a las caracteristicas que poseen las CD’s, estos compuestos
pueden formar también complejos en la superficie, por lo cual, se determina su valor

usando una técnica electroquimica para la determinacidn de este parametro.

La ciclodextrina, CD, es un oligémero ciclico de a-D-glucosa, imagen 3.1, unidos por
enlace glicosidico a(1—4), que forman una estructura de anillo bien definida
(representada mejor como un cono truncado invertido) con su interior hidrofdébico
y su exterior hidrofilico debido a la presencia de los grupos hidroxilos, imagen 3.2,
formado de seis, siete u ocho unidades de glucosa llamadas a, 3 y y-CD o también
llamadas como ciclohexamilosa o ciclomaltohexaosa, cicloheptamilosa o
ciclomaltoheptaosa y ciclooctamilosa o ciclomaltoheptaosa respectivamente, siendo
estas las mas conocidas, aunque existen otros tipos mas de CD, las cuales se forman
por la accion de ciertas enzimas en el estomago 1012,

HO// OH

HO Q-

OH

Imagen 3.1 Estructura de la molécula de a-D-glucosa con numeracion.

Estas CD’s son producidas por la degradacion del almidon por la enzima
glucanotransferasa, estas CD’s fueron descubiertos primero por Villier en 1891 de la
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digestion de Bacillus amylobacter del almidon de la papa, estos compuestos eran
conocidos anteriormente como la celulosina .

La CD con menos de seis unidades de glucosa estan demasiadas tensas para existir
y con mas de ocho unidades son muy solubles y dificiles de aislar y apenas
estudiadas hasta la fecha, aunque la a, 3 y y-CD son consideradas como moléculas
nativas, se les han hecho modificaciones para mejorar algunas de sus propiedades
en especifico .

Cavidad
hidrofobica

Exterior
hidrofilico

Imagen 3.2 Representacion de la BCD vista lateral haciendo alusién a un cono
truncado invertido (a), vista superior (b) y tipo de enlace entre dos unidades de la
CD (vista de afuera hacia adentro de la CD).

3.1.2 Propiedades fisicas y quimicas de la CD

Debido al caracter anfifilico y la forma de cono truncado que posee la CD, este
compuesto representa una nueva generacion de oligosacdridos con gran
importancia en la actualidad, debido, a su uso y habilidad para formar complejos de
inclusion con diferentes clases de moléculas llamadas huésped. La molécula
huésped que interacciona con la CD, adquiere beneficios en sus propiedades como,
por ejemplo: solubilidad, estabilidad, ademads, se protege contra el fenémeno de la
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oxidacion. Dichas moléculas huésped generalmente son especies de bajo peso
molecular como, por ejemplo: antioxidantes, fdrmacos, neurotransmisores o alguna
otra molécula de interés, por lo que su campo de aplicacién puede ser extenso. Los
valores de pKa del carbono C2 y C3 de las CD son muy cercanos como en el caso de
BCD que tiene un valor de pKa 13.5 + 0.2 a 22.5°C %, ocasionando que la especie
neutra de la CD predomine en casi toda la escala de pH.

En la tabla 3.1 se muestran algunas de las propiedades mas importantes de las CD
nativas, donde se tiene que conforme se aumente el niumero de unidades de glucosa,
aumenta el didmetro de la cavidad, ademas de que su primer valor de pKa es casi el
mismo valor en los tres casos, algo importante a resaltar es que la BCD es menos
soluble en comparacion con las otras dos, ademas de que es menos costosa.

Tabla 3.1 Propiedades de las CD’s nativas 1.

Propiedad Ciclodextrina
aCD pCD vYCD
Numero de unidades de glucosa 6 7 8
Férmula empirica (anhidra) C3HeoOz0 | Ca2H7Os5 | CasHsoOuo
Masa molar (g/mol) (anhidra) 972.85 1,134.99 | 1,297.14
Altura de la CD (A) 8 8 8
Longitud de la cavidad (A) ~5.2 ~6.6 8.4
Capacidad calor1f1cell*(li3;1do anhidro) (J*mol 1153 1342 1568
Capacidad calorifica (dilucion infinita) 1431 1783 2 070
(J*mol*K-)
pKa (25°) 12.33 12.20 12.08
ap , grados +150.5 +162.0 +177.4
AH? ionizacion (kcal*mol?) 8.36 9.98 11.22
AS° ionizacion (cal*mol *K) -28.3 -22.4 -17.6
Solubilidad en agua a 25 °C (mol*L?) 0.1211 0.0163 0.168
AH? solucion (kcal*mol?) 7.67 8.31 7.73
AS° solucién (cal*mol *K1) 13.8 11.7 14.7

3.1.3 Solubilidad de la BCD

En la imagen 3.2(a) se muestra que los carbonos C2 y C3 de cada glucosa, estan en
la parte superior de la CD donde se hace alusién al cono truncado invertido y en la
parte inferior se encuentran los C6 de cada glucosa. La baja solubilidad de la BCD se
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asocia a su termodinamica en solucion, ya que, sus AH® y AS® son menos favorables,
otros autores lo asocian a su simetria ya que la CD tiene siete unidades ™, pero la
alta solubilidad de la CD de nueve unidades no concuerda, pero otros autores lo
asocian a los hidrégenos del exterior de la CD los cuales son los responsables, por lo
que la alquilacion de esta, mejora dicha propiedad y este fendmeno ha constituido
una motivacion para llevar a cabo tales modificaciones 1%, con las cuales se han
tenido buenos resultados.

3.1.4 Complejo de inclusion y aplicaciones

La CD en una solucion acuosa, tiene su cavidad ligeramente apolar la cual esta
ocupada por moléculas de agua que estdn enérgicamente desfavorecidas
(interaccion polar-apolar) y, por lo tanto, pueden ser facilmente sustituidas por
"moléculas huésped" apropiadas que son menos polares que el agua °!. En la imagen
3.3 se muestra una representacion esquematica de la formacién del CI entre una
molécula mostrada en color rojo que actiia como “huésped” y la fCD que actta
como “anfitrion” en solucion acuosa. La "fuerza motriz" de la formacion del
complejo, es la sustitucion de las moléculas de agua de alta energia por una molécula
"huésped" apropiada; una o varias CD’s pueden contener una molécula invitada,
aunque, lo mas comun es que la formacion del complejo de inclusion (también

conocida como encapsulacion molecular) contenga una relacion estequiométrica 1:1
100-103

Huésped Anfitrién Complejo de inclusion

Imagen 3.3 Representacion esquematica de un complejo de inclusion, en color rojo
se muestra una molécula huésped y la BCD como anfitrion.

El interés principal en las CD’s radica en su capacidad para formar CI con varios
compuestos, debido a que la hidrofobicidad de la cavidad permite que la CD se
asocie con moléculas organicas no polares o porcién de moléculas organicas para
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formar el CI. Una o dos moléculas invitadas pueden ser atrapadas por una, dos o
tres CD’s. Las CD’s tienen aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria,
petrolera, papelera, cosmética, textil, quimica analitica, agricultura, articulos de
aseo, proteccion del ambiente, fermentacion, etc. '® v 10719 y también forman
complejos con compuestos inorganicos y gases nobles y también muestran
discriminacion entre posiciones de isomeros, grupos funcionales y enantiomeros %%
103,110 Y 111.

Un punto importante que no se puede dejar de mencionar es que, estos compuestos
no son tdxicos, ya que no son absorbidos en el tracto gastrointestinal y casi son
metabolizados por la microflora del colon, por lo tanto, proporcionan beneficios de
salud a las personas '%.

3.2. Metodologia

Se preparo una solucion concentrada de quercetina disuelta en metanol. De esta
solucion concentrada se tomaron alicuotas para agregarlas a los distintos sistemas y
asi obtener las concentraciones deseadas. Para obtener la concentracion de la BCD
requerida, se pesd la masa de la BCD y se agregd directamente al sistema, para los
casos donde se requirio una concentracion mas baja, se preparo una solucion menos
concentrada de BCD y de este sistema se tomaron alicuotas la cuales fueron
transferida al sistema en cuestion.

Se prepard una solucién de concentracion 0.1 M de ClO« (a partir del acido), a la
cual se les agregd suficiente NaOH para ajustar el pH a aproximadamente 4.7. Esta
solucion fue usada como disolvente.

Para la estabilidad de la Q fueron preparados dos sistemas con un volumen de 5 mL
de ClOs 0.1 M a pH 4.2 y concentracion de Q de 6x10° M cada uno. A los sistemas
se les agrego BCD para obtener concentraciones de 4.3 y 8.2 mM. La evolucién de
cada sistema fue analizada, midiendo su espectro de absorciéon cada minuto,
iniciando el andlisis después de 12 minutos de haber preparado los sistemas.

Para la determinacion de la constante de inclusion en solucion del complejo Q-BCD,
cuatro sistemas fueron preparados con un volumen de 5 mL de ClO+ 0.1 M a pH 4.7
y concentracion de Q de 6x10° M cada uno. A uno de los sistemas, se les agregd
distintas cantidades de CD y su espectro de emision fue medido después de cada
adicion de BCD (Aexit. de 350 nm). El proceso fue repetido para los sistemas restantes,
y el espectro de absorcidn, los espectros de excitacidon (Aem de 600 nm) y emision (Aexit
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de 350 nm) y el voltamperograma ciclico fue medido después de cada adicion para
los sistemas 2, 3 y 4 respectivamente.

Para la polimerizacion de BCD sobre el EPC, un sistema fue preparado con un
volumen de 5 mL de ClO+ 1.0 M a pH 1 y concentracion de BCD de 8.08 mM. E1 EPC
se sumergio en el sistema preparado y se barrid el potencial en un intervalo de -0.68
a 1.30 V, a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 mV/s, sensibilidad de 1.0
mA, la polimerizacién estd formada por 30 ciclos.

Para la determinacion de la constante de inclusion en superficial del complejo Q-
BCD, un sistema fue preparado con un volumen de 5 mL de ClO+ 0.1 M a pH 4.8. Al
sistema preparado, alicuotas de la solucion madre de Q fueron afiadidas y su
respectivo voltamperograma ciclico fue medido después de cada adicién usando al
EPCM con BCD antes preparado.

Para la medicién del tamafio de las asociaciones de BCD, tres sistemas fueron
preparados usando como disolvente ClOs a pH 4.7. A uno de los sistemas, se les
agregd distintas cantidades de BCD para obtener concentraciones de: 1.9, 8.0 y 14.0
mM. Después, las muestras se depositaron en viales, las cuales fueron centrifugadas
a 13,000 revoluciones por minuto por cinco minutos antes de la medicién.

3.3 Estabilidad de la Q en presencia de fCD

En el capitulo 1y 2 se us6 a la Q como molécula de referencia para el calculo de la
CMC de los surfactantes empleando técnicas espectroscopicas y, ademas, se
demostréo que la presencia de los surfactantes mejora la estabilidad de este
flavonoide. Ahora, se analiza la estabilidad de la Q en presencia de BCD y se obtiene
que a concentraciones mayores de 4.3 mM de este arreglo molecular la Q se estabiliza
bajo condiciones normales de laboratorio como luz de las ldmparas, oxigeno etc.,
para ambas bandas, este estudio se realizo con Espectrofotometria UV-Vis figura 3.1.
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Figura 3.1 Relacion de %A de la Q 6.17x10° M en presencia de 0.0, 4.3 y 8.2 mM de
BCD medidas a 253 (a) y 365 nm (b) en un sistema de ClO+ 0.1 M a pH 4.2

Esto quiere decir que la mejora en la estabilidad de la Q es debida a que esta
molécula interacciona con la BCD, dando origen a la formacién del complejo de
inclusién, a partir de cantidades pequefias, como se habia indicado en la
introduccion.

3.4 Determinacion de la constante de inclusion del complejo
quercetina-pCD

3.4.1 En solucion

3.4.1.1 Fluorescencia

Ahora que se sabe que el CI se forma, lo siguiente es calcular el valor de la constante
de inclusion, por lo que se usa la ecuacion modificada propuesta en este trabajo mostrada
en el capitulo 2 y explicada a detalle en el Apéndice 5 (ecuacion 2.3), que emplea la
técnica de fluorescencia. En la figura 3.2 se muestran los espectros de emision de la
Q que cambian debido a que se afiade BCD en el sistema, lo que indica que la Q si
forma un complejo con la BCD, esto se puede deducir, ya que, se observa un
aumento en la IF, debido a que la molécula de Q se hace mas rigida, aunque cabe
resaltar que cuando se formaba el CM entre la Q-M®P el aumento de la intensidad
era mayor, esto es debido que la M hace mads rigida a la Q en comparacion con la
PCD, ademas de que el grupo catecol que es el responsable de la fluorescencia, tal
vez queda por afuera de la cavidad de la CD.
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11.63 mM

A/nm
Figura 3.2 Familia de espectros de emisién de la Q 6.05x10° M que cambian al

agregar BCD en un sistema de ClO+ 0.1 M pH de 4.7, indicando al blanco como la
linea punteada (Aext. 350 nm).

En la figura 3.3 se muestran la relacion de R? en funcion de n y la relacion para
obtener el valor de K del complejo Q-BCD, dando un valor para n de 1.3 el cual es
redondeado a uno. En la ecuacion 3.1 se muestra la correspondiente regresion lineal
presentada en la figura 3.3 (b) con un R?=0.990.

I -1
S 1] — (0.853 +0.022) + (
0

(1.695 + 0.069)3610_3) 1 (3.1)
*
: [

K pcp]!

Dando un valor de Log K de 2.70 + 0.03, este valor obtenido es igual al que se obtuvo
para el complejo Q-MSPS pH 4.7.

3.4.1.2 Método computacional (SQUAD)
3.4.1.2.1 Espectrofotometria UV-Vis

Otra forma de calcular la constate de inclusion es usando el programa
computacional SQUAD "2, el cual se alimenta de los espectros experimentales
obtenidos de Espectrofotometria UV-Vis. En la figura 3.4 (a) se muestran espectros
de BCD los cuales absorben en un intervalo de 200 a 350 nm con A maxima de 0.1 a
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una concentracion de 12.11 y en el inciso (b) de la misma figura se tiene una familia
de espectros de la Q que cambian cuando se agrega 3CD al sistema, ademas, se
sefialan con dos circulos en color rojo dos puntos isosbésticos, que indica que existen
al menos equilibrio entre la Q y la BCD.

1.00 25 T (b)
0.98 | 20 + -0
0.96 + 15 o
094 | 0104 oo
0.92 + =05 +
090 + 00 +——F—
0 200 400 600 800

([BCD] /M)
-1
Figura 3.3 Relacion del R? en funcion del parametro 7 (a) y relacion de [Il - 1] en
0

funcién de [BCD] ™" con una n = 1.0, medidos a 526.5 nm (b) en un sistema de ClOx«
0.1 M pH de 4.7 (Aexit. = 350 nm).
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Figura 3.4 Familia de espectros de absorcion de la BCD [0.00, 12.11] (a) y de la Q
6x10° M que cambian cuando se agrega BCD en un intervalo de 0 a 15.76 mM (b)
en un sistema de iones ClIO+ 0.1 M pH 4.7.

Las constantes de formacion global obtenidas con SQUAD dan como resultado la
formacion de dos complejos:

Log B
Q + 3 BCD & Q—BCD; 6.05 +0.04 (R2)

Con una desviacién estandar de los datos de 2.8059x10° y U de 8.1720x10%, en la
figura 3.5 (a) se muestran la relacion de los coeficientes de absortividad obtenidos
por SQUAD en funcién de la longitud de onda de los tres compuestos que contienen
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a la Q y la comparacion de los espectros de absorcion experimentales con los
correspondientes construidos con SQUAD figura 3.5 (b). En la figura 3.5 (a) se
muestra un buen ajuste para cada uno de los espectros que contienen a la Q y la
comparacion de espectros de absorcion experimentales con los ajustados a través de
SQUAD a tres valores de ppCD, los cuales, concuerdan con los valores obtenidos,

por lo tanto, se consideran confiables los valores mostrados en R1 y R2.

25,000 T
20,000 +
15,000 +

10,000 +

e/ (M*cm)!

5,000 +

220 270 320 370 420
Al nm

0.0 "
220 270 320 370 420
A/ nm

Figura 3.5 Variacion de los coeficientes de absortividad molar en funcion de la
longitud de onda calculados con SQUAD para las especies de Q (a) y comparacion
de los espectros de absorcion experimentales de 6x10° M de Q (marcadores) a pH
4.7 para tres valores de pBCD: (o) 2.8, (A) 2.1 y () 1.8 cada uno con su espectro de
absorcion ajustado (linea continua) obtenido a través de SQUAD. (b)
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En este trabajo se obtuvo la formacion de un segundo complejo supramolecular,
reaccion R2, el cual no se encuentra reportado en otros trabajos. Dicho complejo
podria considerarse poco probable de formarse debido a que una molécula de Q
podria entrar perfectamente en la cavidad de una BCD, pero debido al tipo de
estudio que se realizo, se consideran confiables la formacién de estos complejos, ya
que se analizé un amplio rango de longitudes de onda y se probaron distintas
estequiometrias.

3.4.1.2.2 Fluorescencia
3.4.1.2.2.1 Excitacion

Ya que la fluorescencia es una técnica espectroscopica con la cual se puede analizar
el complejo de inclusion, se alimenta SQUAD con los espectros de excitacion
experimentales, figura 3.6, en la cual, se tiene un incremento en la IF debido a la
interaccion de la Q con la BCD, en esta figura se muestra un amplio intervalo de
longitudes de onda con la finalidad de poder visualizar si, este espectro es
comparable al obtenido por espectrofotometria UV-Vis, dando como resultado que
ambos espectros no son comparables, tal vez debido a que en excitacion haya otros
fenémenos involucrados.

75
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Figura 3.6 Espectros de excitacion (Aem=600 nm) de la Q 6x10° M que cambian
cuando se agrega BCD, en un sistema de iones ClO4 0.1 M pH 4.7 (espectro en color
rojo es el blanco).

Las constantes de formacion global obtenidas con SQUAD dan como resultado la
formacion de dos complejos al igual que con el caso anterior y de igual manera con
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la misma estequiometria, estos valores de log 3 que se muestran enseguida son muy

cercanos a los calculados con la otra técnica:

Log B
Q + ﬂCD PEN Q _ IBCD 2.93 +0.01 (R3)
Q + 3 BCD & Q—BCD; 6.76 +0.02 (R4)

Con una desviacion estandar de los datos de 3.6737x10! y U de 1.5521x10? donde el
valor correspondiente a desviacion estandar de los datos y U son mayores a los
obtenidos con espectrofotometria UV-Vis, debido a que se obtienen IF mas grandes
en comparacion con las unidades de absorbancia.

En la figura 3.7 (a) se muestra un buen ajuste para cada uno de los espectros que
contienen a la Q y la comparacion de espectros de excitacion experimentales con los
ajustados a través de SQUAD a tres valores de ppCD concuerda con los valores
obtenidos, por lo tanto, se consideran confiables también estos valores calculados a
partir de los espectros de excitacion. Cabe resaltar que en el caso de
espectrofotometria UV-Vis se obtienen los coeficientes de absortividad, pero para
fluorescencia se obtiene una constante de proporcionalidad, la cual, posee unidades
de M.
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Figura 3.7 Variacion de los coeficientes calculados con fluorescencia en funcion de
lalongitud de onda calculados con SQUAD para las especies de Q (a) y comparacion
de los espectros de excitacion experimentales de 6x10° M de Q (marcadores) a pH
4.7 para tres valores de pBCD: (o) 3.0, (A) 2.1 y () 1.8 cada uno con su espectro de
excitacion ajustado (linea continua) obtenido a través de SQUAD (b).

La reaccion R4 sigue apareciendo cuando se analiza el sistema con SQUAD, lo que
corrobora que este complejo si se forma.

3.4.1.2.2.2 Emision

Ahora, se muestran los espectros de emisiéon de Q cuando se agrega PCD en el
sistema, figura 3.8, los cuales muestran un aumento en la IF, lo que significa que el
CI si se forma como se mostrd anteriormente. Se alimenta de igual forma SQUAD
con los espectros de emisién dando como resultado dos equilibrios donde el
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segundo equilibrio tiene una estequiometria 1:2 como se muestra en las reacciones
R5y R6.

430 470 510 550 590 630 670
Al nm

Figura 3.8 Espectros de emision (Aexit =360 nm) de la Q 6x10-° M que cambian cuando
se agrega [PCD, en un sistema de iones ClOs+ 0.1 M pH 4.7 (linea punteada
corresponde al blanco).

Las constantes de formacion global obtenidas con SQUAD correspondientes a la
tigura 3.9, dan como resultado.

Log B
Q + ,BCD (_,Q _ ﬁCD 2.82 +0.03 (R5)
Q + 2 BCD & Q—BCD, 4.37 +0.06 (R6)

Con una desviacion estandar de los datos de 5.60x10 y U de 2.48 siendo diferente
la estequiometria del segundo complejo a lo que se habia obtenido anteriormente en
excitacion y en espectrofotometria UV-Vis. Pero también, se obtuvieron buenos
resultados cuando se corri6 SQUAD con una relacion estequiometria para el
segundo complejo de 1:3, dando como resultado las siguientes reacciones
correspondientes a la figura 3.10.
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Log
Q + BCD & Q — BCD 2.58 +0.02 (R7)

Q + 3 BCD & Q—BCD;4 6.12 +0.04 (R8)

Con una desviacion estandar de los datos de 6.38x10?y U de 3.217, en la figura 3.10
(a) se muestra un buen ajuste para cada uno de los espectros que contienenala Qy
la comparacion de espectros de emision experimentales con los ajustados a través
de SQUAD a tres valores de pCD concuerda con los valores obtenidos, como se dio
en la figura 3.9 también.

4.00E+05
R, I Q- (BCD)2 (a)
F urI1111,‘11IlIII,‘m*‘*‘*va‘,:?:Jr:Jr: : Q-pcD
‘-I' A'rrﬁv Q
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~ e e S
_9_-{ 2.00E+05 + Ba
: et by
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S
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8 =4
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Figura 3.9 Variacion de los coeficientes calculados con fluorescencia en funcion de
lalongitud de onda calculados con SQUAD para las especies de Q (a) y comparacion
de los espectros de excitacidn experimentales de 6x10° M de Q (marcadores) a pH
4.7 para tres valores de pCD: (o) 3.1, (A) 2.1 y () 1.8 cada uno con su espectro de
emision ajustado (linea continua) obtenido a través de SQUAD (b).
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Ambas estequiometrias correspondientes para el segundo complejo 1:2 y 1:3,

pueden ser consideradas como correctas, aunque de acuerdo con los resultados

anteriores, la estequiometria 1:3 es la que coincide con los datos anteriores.
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00E+00 +—— ; ; : — e
490 510 530 550 570
A/ nm
14 +
B 20000, (b)
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Figura 3.10 Variacion de los coeficientes calculados con fluorescencia en funcion de

lalongitud de onda calculados con SQUAD para las especies de Q (a) y comparacion

de los espectros de excitacion experimentales de 6x10° M de Q (marcadores) a pH

4.7 para tres valores de pBCD: (o) 3.1, (A) 2.1 y () 1.8 cada uno con su espectro de

emision ajustado (linea continua) obtenido a través de SQUAD (b).

3.4.1.3 Voltamperometria Ciclica

Ahora se usa una técnica electroquimica para el calculo de la constante de inclusién

en solucion del CI a un valor de pH de 4.3. En la figura 3.11 se muestra una familia

de voltamperogramas de la Q que cambia al agregar BCD al sistema, para cada

voltamperograma se observa durante el barrido de potencial en direccion positiva
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(bajo el convenio de la IUPAC) un pico de oxidacion alrededor de 0.35 V y al invertir
el barrido de potencial se observa el pico de reduccion, alrededor de 0.25 V
mostrando un decremento en la corriente de pico de oxidacion al aumentar la
concentracion de BCD. El grupo catecol de la Q es facilmente oxidada a una quinona,
por lo que se observa un pico de oxidacion a aproximadamente 0.35 V en la figura
3.11(a) con intensidad de corriente eléctrica mas grande, después, cuando la CD es
agregada, un decremento en la intensidad de corriente eléctrica es observado, esto
puede ser debido a que el grupo catecol de la Q entra dentro de la cavidad de la BCD
evitando la oxidacion de la Q.

3 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
= T T T

-0.05 0.05 0.15 0.25 0.35 0.45
E/V vs Ag/AgCI
3 —
. (b)
S22+ ©
< T
x O
s o)
<\E 1 Q.O‘OOO
._Q_
0 T — |
0 1 2 3 4 5 6

{(o0 - %) / [BCD]} / {A%M} X107
Figura 3.11 Voltamperogramas de la Q 6x10° M que cambian al agregar CD [0,
14.88] mM en un intervalo de potencial de -0.05 a 0.50 V (a) y relacion de i% en
funcion de (% - i%)/[PCD] de la parte anodica (b). Usando un EPC en un sistema
de ClOs 0.1 M pH 4.3 a una velocidad de potencial de 0.1 V/s y sensibilidad de 10
HA.
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Gao y colaboradores ''* proponen calcular la constante de inclusion a partir de la
siguiente ecuacion.

_Ka
P2 P2
Y T gcp] (l p@ ~ i%p) + % g-pep)

(3.2)

Donde [BCD] es la concentracion de CD, ip es la corriente de pico medida, ip) es la
corriente de pico de Q libre (para [BCD] = 0), ipcp) es la corriente de pico del
complejo Q-3 (para [BCD] > 0) y Ku es la contante de disociacion. Al graficar i% en

G {p@~p) i%p)
[Bcp]
de log B y poder compararlo con los valores antes obtenidos, se calcula el valor de

funcidén de se obtiene la constante de disociacion y para conocer el valor

-log K4, ya que son equivalentes. El valor de -log Ki es 2.29 + 0.01 con un R? de 0.994.
Ahora, se comparan los valores de log 3 obtenidos por las distintas técnicas, tabla
3.2. En la literatura, se encuentran reportados valores para este complejo de 2.60 !4
y 2.63 5, que concuerdan con el valor obtenido por espectrofotometria UV-Vis
usando SQUAD vy se aproxima al valor calculado por fluorescencia usando la
ecuacion modificada propuesta en este trabajo y al valor obtenido por SQUAD
cuando se introdujeron los datos de emision con estequiometria 1:1 y 1:3. Otros
autores reportan valores de 3.01 ¢ y 3.52 117 que se aproximan a los resultados
obtenidos por excitacion y por emision con estequiometria 1:1 y 1:2 con SQUAD.
Tommasini y colaboradores reportan la formacion de complejos entre flavonoides
con estructura similar a la Q (hesperetina y naringenina) con la fCD, dando valores
de log 3 2.37 y 2.55 a 25 °C respectivamente '8, que se aproximan al valor obtenido
por VC. Por lo que se infiere, que el valor log K obtenido para la formacién del
complejo Q-BCD esta alrededor de 2.6.

Cabe resaltar que, en este trabajo de investigacion se obtuvo la formacion de un
segundo complejo diferente al de estequiometria 1:1, el cual no se encuentra
reportado en otros trabajos. Dicho complejo podria considerarse poco probable de
formarse debido a que una molécula de Q podria entrar perfectamente en la cavidad
de una BCD y donde dos de ellas cubririan en su totalidad a la Q, pero debido al tipo
de estudio que se realizd, se consideran confiables los valores correspondientes a la
formacion de estos complejos 1:3, ya que, se analiz0 en un amplio rango de
longitudes de onda y se probaron distintas estequiometrias; en la imagen 3.4 se
muestran representaciones de como se daria la formacion de estos complejos, tal vez
debido a su oxidacion.
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Tabla 3.2 Valores de log 3 calculados por distintas técnicas para la formacion del
complejo de inclusion Q-BCD en solucidn.

Técnica Estegt:g)én;trla Log B
Fluorescencia 1:1 2.70+0.03
Espectrofotometria 1:1 264£0.05
1:3 6.05 +0.04
Excitacion 1:1 2.93+0.01
SQUAD 1:3 6.76 +0.02
Fluorescencia 1:1 282:0.05
Emision 1:2 4.37 +0.06
1:1 2.58 +0.02
1:3 6.12 +0.04
Voltamperometria Ciclica 1:1 2.29+0.01
Estudio de solubilidad de fase !!* 1:1 2.60"
Meétodo enzimatico a pH 4.5 (buffer acetatos 0.1 1:1 .
M) 15 2.63
Estudio de fase de solubilidad a pH 3 (buffer 1:1 301"
de fosfatos 0.05 M) 16 ’
Estudio de fase de solubilidad (solucion 1:1 )
3.52
acuosa) '’
Estudio de fase de solubilidad del complejo
hepertina-BCD y naringerina- BCD (solucion 1:1 237"y255°
acuosa) '8

*Los valores mostrados son a 25 °C.

Hasta este momento, se podria considerar que la ecuacidon propuesta originalmente
por Marques en su tesis de doctorado * y Maria de la Guardia y colaboradores
(ver capitulo 1) no tiene ninguna diferencia a la que se propone en este trabajo, pero
no todos los sistemas tendran estequiometrias 1:1, por lo que se seguira usando la
metodologia propuesta para el calculo de constantes de union.
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1:1 1:3

Imagen 3.4 Representaciones probables de la formacién de los complejos de
inclusion formados por la Q con la BCD con estequiometria 1:1 y 1:3

3.4.2 En la superficie
3.4.2.1 Polimerizacion del EPCM con CD

Las CD poseen usos tan versatiles en industrias, farmacia etc.! y tienen la cualidad
de absorberse en la superficie de un electrodo de pasta de carbon, EPC, para crear
electrodos de pasta de carbon modificados, EPCM con BCD %, usando como medio
electrolitico ClO«. En la figura 3.12 se tiene la polimerizacion de la BCD sobre la
superficie de un EPC en un sistema de ClOs 1 M, donde se realizaron 30 ciclos para
una Optima polimerizacion . La polimerizacion mostrada exhibe procesos de
redox, por lo que se favorece la adsorcion de la BCD sobre la superficie del EPC,
debido a la vinculacion de los grupos OH primarios de la BCD con la superficie del
EPC. Se ha informado en la literatura que cuando un potencial aplicado es
suficientemente anddico, es posible oxidar parcialmente la BCD, no solo provocar la
polarizacion de la molécula generando radicales de la especie que pueden adherirse
a la superficie del EPC (figura 3.12 escenario 1), como lo explica Roa y colaboradores
120, La formacién de oligdmeros ocurre de manera que se pueden precipitar sobre el
EPC, formando una pelicula electroactiva, puede ser considerado que ocurre de la
siguiente manera: como BCD se puede oxidar y los grupos OH primarios del CD son
mas susceptibles a la oxidacién, esto da lugar a la formaciéon de un aldehido y/o
acido carboxilico. Ademas, los radicales de la especie formadas por estimulacion
electroquimica durante la aplicacion de potenciales de oxidacion en ciclos sucesivos,
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pueden reaccionar con otra molécula de CD y formar un dimero con posterior
liberacién de agua, debido a la repeticion del proceso durante 7 ciclos 120.

Escenario 1 Escenario 2

D - [ Il
' | =3¢, + |+ 3 —» |

JH

-0.7 -0.3 0.1 0.5 0.9 1.3
E/V vs Ag/AgCl

Figura 3.12 Perfil de polimerizacion BCD 8.80 mM en un sistema de iones ClO4+ 1.0
M pH 1.0 a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 mV/s, sensibilidad de 1.0
mA y 30 ciclos y proceso de oxidacion de la BCD sobre el EPC 2.

El perfil del EPC y del EPCM con BCD son distintos, teniendo una mayor corriente

capacitiva al usar el EPCM, por lo que en la interface del electrodo se tiene el
polimero de BCD formado figura 3.13.
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E/V vs Ag/AgCI
Figura 3.13 Perfil del blanco de un sistema de iones ClO4+ 0.1 M ajustado a pH 4.8 a
una velocidad de barrido de potencial de 0.1 V/s, sensibilidad de 1.0 mA usando al
EPC y al EPCM con BCD.

3.4.2.2 Voltamperometria ciclica

Ahora que, se formd el polimero de BCD en la superficie del EPC, se procede a
calcular la constante de inclusion superficial usando la siguiente ecuacion propuesta
por Roa y otros 122,

fsatin _ 1 _ K5 r0] (3.3)
isat mnc
Donde ist es la corriente eléctrica del pico anodico limite (cuando la corriente no
cambia con el aumento de la concentracion de la Q), i» es la corriente de pico anddico
de la alicuota de Q anadida, K**?ixc es la constante termodinamica de la formacion del
complejo de inclusion superficial y [Q] es la concentracidon de Q en solucion acuosa.
lsat=in

Al graficar **—" en funcién de [Q] se obtiene una linea recta con ordenada al origen

lsat

de uno y con la pendiente igual a la constante de inclusion superficial.

La figura 3.14 muestran los voltamperogramas de la Q a varias concentraciones de
la misma usando el EPCM con BCD, en él se observa como aumenta la intensidad
de corriente eléctrica conforme se aumenta la concentracion de la Q, debido a que
las moléculas de Q entran en la cavidad de las BCD que se encuentran adsorbidas
en el EPC, imagen 3.5, ademas el pico de oxidacion se desplaza a potenciales mas
positivos y el pico de reduccion se desplaza a potenciales mas negativos, se puede
ver que los voltamperogramas que estan a mayor concentracion de Q se traslapan,
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esto es debido a que, cuando las moléculas de Q llegan a la superficie del EPCM con
BCD, entran dentro de la cavidad de la BCD, oxiddndose y reduciéndose dentro de
la misma y debido a la forma que presenta el voltamperograma, se podria decir que
la Q se queda adsorbida en la superficie, por lo que se da un traslape de
voltamperogramas a concentraciones de Q altas.

i/ pA
%

0.1 0.2 [}I.?: [}.I4 [}Ij [}I.lfr

E/V v Ag/AgCl

Figura 3.14 Voltamperogramas de la Q a diferentes concentraciones de Q en un
sistema de iones ClOs+ 0.1 M ajustado a pH 4.8 a una velocidad de barrido de

potencial de 0.1 V/s, sensibilidad de 1.0 mA usando el EPCM con 3CD.
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EPCM con BCD

Contra electrodo

Electrodo de referencia

OH O
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OH

Imagen 3.5 Representacion de la formacion del complejo de inclusion superficial
Q-BCD calculado en la figura 3.14.

En la figura 3.15 (a) se tiene la relacion de i en funcion de la concentracion de la Q,
usando el EPCM con BCD (se usaron los resultados de la figura 3.14), donde se tiene
que a un valor de 111 pA se llega a la saturacion de Q a una concentracién de
aproximadamente de 55 uM en la superficie y en la figura 3.15 (b) se tiene la relacion

de M en funcion de la [Q] siguiendo la ecuacioén 3.3, donde se observa que la

lsat
extrapolacion de los puntos obtenidos experimentalmente hacia el eje y coincide con

un valor de uno como se muestra en la ecuacion 3.3 y una pendiente negativa, por
lo que tiene concordancia con la ecuacién mencionada, en la ecuacion 3.4 se muestra
la correspondiente regresion lineal presentada en la figura 3.3 (b) con un R?=0.991.

- (3.4)
at™ln — (1,01 + 0.02) — (21,281 + 684) * [Q]

lsat

Dando un valor mayor a los que se calcularon en solucién de Log K de 4.33 + 0.01,
debido a que, bajo esta metodologia, se forza a que lleguen las moléculas de Q a la

superficie.
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(b)

10 20 30
[Ql/ UM
Figura 3.15 Relaciones de i en funcion de la [Q] usando un EPCM con BCD (a) y de
ket o funcién de [Q] (b) usando los resultados de la figura 3.14 y la ecuacion 3.3.

lsat

Este valor de log K es mayor a los anteriores debido a que aqui se forzé a que llegue
la especie electroactiva (Q) a la superficie debido a que manipulamos el potencial
impuesto.

3.4.2.3 Imagenes de AFM de la polimerizacién de BCD sobre el
EPC

En la figura 3.12 se mostro la polimerizacion de la BCD sobre la superficie de un
EPC, mostrando la adsorcion de la BCD debida a la oxidacion de estos monomeros
en la superficie del electrodo. En la figura 3.16 se muestran las imagenes de AFM de
otra polimerizaciéon de BCD sobre un EPC, en el inciso (a) se muestra el
voltamperograma donde se muestra como aumenta la corriente capacitiva al
aumentar el nimero de ciclos y en los incisos consecutivos se muestran las imagenes
AFM de las superficies del EPC desnudo y cuando ya se ha formado el polimero de
BCD a dos escalas. En estas dos ultimas imagenes, se puede ver la formacion del
polimero, y en la ultima se pueden observar formas parecidas a pequefios cilindros,
los cuales han sido mostrados en otro trabajo %.
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Figura 3.16 Voltamperograma ciclico de 8.0 mM (30 ciclos) sobre la superficie del
EPC (a) e imagenes AFM de: EPC desnudo (b) y de la polimerizacion de CD a 40x40
um (c) y 2.0x2.0 um (d). El disolvente usado para el inciso fue ClO+ 1.0 M pH 1.0.

3.5 Tamanos de asociaciones moleculares formadas por fCD

En los capitulos anteriores se usé la técnica de DLS para determinar el tamafio de las
micelas, dando como resultado el didmetro de estas asociaciones de surfactante y
ademads estas micelas se aglomeran entre ellas mismas para dar estructuras mucho
mas grandes, pero en menor cantidad que las mismas micelas. Ahora, se analizan
tres concentraciones de 1.9, 8.0 y 14.0 mM de BCD por DLS, figura 3.18, donde se
tienen dos tamafos de particula por cada concentracidon a excepcion de 8.0 mM que
solo dio un tamano de particula, tabla 3.2. Los tamafos de particula mas pequefios
presentes en las concentraciones de 1.9 y 14.0 mM son muy cercanos, al igual lo son
los tamanos mas grandes presentes en las concentraciones de 8.0 y 14.0 mM los
cuales estan muy cercanos a 600 nm o 0.6 um. El tamano de particula mas pequeno
podria ser la de dos o tres BCD unidas, ya que esta molécula tiene un didmetro de la
cavidad de 0.60 a 0.65 nm y 0.79 nm de altura %12 y Jos tamafos mds grandes son
asociaciones de la misma [3CD, aunque particulas mas pequenas son las que estan
presentes en mayor cantidad.
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Figura 3.17 Relaciones de porcentaje de intensidad en funcidn del tamano (didmetro
hidrodindmico) de 1.9 mM (a), 8.0 mM (b) y 14 mM de BCD (c). Usando como
disolvente CIO+ 0.1 M pH 4.7.

Cuando se usa una concentracion de 8.0 mM de BCD, nos da un tamaro de particula
de aproximadamente 620 nm o 0.62 um el cual corresponde al mostrado en la figura
3.16 (d) cuando se analizé por AFM, lo que quiere decir que estos aglomerados de
BCD que se forman en la solucion se adsorben en las superficies, aunque cabe sehalar
que el equipo de DLS al medir algiin tamafio de particula lo asemeja a una esfera '*
y no a la forma correcta que se tenga, pero en este caso midio la longitud de este
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arreglo, ademas, la BCD forma arreglos moleculares mas grandes como los que se
muestran en la figura 3.17 (c) y (d), los cuales son de tamafios mucho mas grandes
que el equipo de DLS no es capaz de detectar.

Tabla 3.3 Didmetro de particulas en sistemas con 3CD, usando como disolvente
ClOs 0.1 M pHA4.7.

Diametro / nm

[BCDIri / mM

1° 2°
1.9 1.609 + 0.235 268.8+71.8
8.0 - 623.4 +£75.5
14.0 1.477 + 0.337 585.7 +230.1

3.6 Conclusiones C3

Se demostrd que la formacion del complejo Q-BCD confiere estabilidad a la Q al
igual que los surfactantes.

Se propone la formacion del complejo Q-BCDs, corroborado por distintas técnicas
cuando el andlisis se realizé con el método computacional de SQUAD, en la
literatura no se encuentran algin valor reportado para este complejo. Ademas, se
demostro que la BCD forma arreglos moleculares, los cuales podrian interaccionar
con la Q para la formacién del complejo Q-BCDs.
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Capitulo 4. Determinacion de
la CMC y tamano de las
micelas en presencia de la BCD

Aungque ellos sean cien y yo sélo uno
no significa que tengan razon.

-Albert Einstein *

* Jose Luis Cordoba Frunz. Recopilacién de Frases Célebres. Ediciones Privadas de Cultura, Adolfo Prieto
1357,C.P.03100, (2012).



4.1 Introduccion

En los capitulos predecesores, se determinaron las concentraciones necesarias para
que se formen las micelas, se demostrd la formacién del complejo Q-MSurfactante 7 ge
cuantifico el didmetro de la MSufacante esférica usado al SDS, CTAB y TX100. Mas
adelante, se demostré también la formacion del complejo Q-BCD en solucion y en
superficie. En este capitulo se determinard el valor de CMC y el tamafno de la
Msurfactante ey presencia de PCD, ya que, como hipdtesis de este capitulo se tiene que
la BCD afectara a estos dos parametros a medir, debido a que se a demostrado
extensamente la interaccion de la BCD con los surfactantes ¥4, Se inicia con una
breve descripcidon de la quimica supramolecular, debido a que es la encargada de
interacciones débiles entre arreglos moleculares complejos.

El término de quimica supramolecular fue introducido en 1978 por Jean-Marie Lehn y
fue definido como “la quimica mas alld de la molécula”, lo que implica que esta
disciplina de la quimica se ocupa de interacciones intermoleculares y ensambles
moleculares que, no estan basados en enlaces covalentes, como por ejemplo los
complejos formados por: CD’s y surfactantes *.

Se encuentran trabajos donde, se ha estudiado la formacién de complejos de
inclusion formados entre la CD y monomeros de surfactantes, donde se evidencia
que dichos complejos si se forman, y lo hacen con una estequiometria de 1:1 y 2:1 13+
144 Cuando se trabaja con sistemas donde se tienen tres compuestos como: 3CD,
surfactante y una molécula de interés, MI, la interpretacion de las nuevas
interacciones ya no es trivial. Algunos autores han analizado y reportado los
resultados de estos sistemas, donde se comparan los complejos formados por la MI
con la CD y la MI con un surfactante ¥4, otros han analizado las interacciones
generadas con los tres compuestos en el mismo sistema, dando como conclusion la
formacion de complejos ternarios y obviando las interacciones entre la CD vy el
surfactante en cuestion 12 y algunos otros reportan, que no se forman complejos
ternarios, debido a que, si se tiene el complejo de inclusion formado entre la CD y la
MI, la presencia del surfactante rompera dicho complejo, para dar origen al complejo
binario formado entre la CD y el surfactante con estequiometria 1:1 y 2:1 133y154,

Es importante conocer adecuadamente el mecanismo o mecanismos que conllevan
a la formacién de complejos que, involucra a estos tres compuestos para asi entender
e interpretar correctamente lo que sucede en el sistema. En el capitulo 1 y 2 se
comprobd que se puede medir el valor de CMC de los surfactantes con distintas
técnicas, ya sea, midiendo alguna propiedad del surfactante (método directo) o los
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cambios originados en la propiedad de una molécula de referencia debido a la
presencia de algun surfactante (método indirecto), por lo que se calculara el valor
de CMC de tres surfactantes en presencia de la CD y de Q.

4.2 Metodologia

Se prepararon soluciones madres de los surfactantes: SDS, CTAB y TX100 disueltas
en agua cada una; se prepard una solucion concentrada de quercetina disuelta en
metanol; para obtener la concentracion de la BCD requerida, se pes¢ la masa de la
BCD y se agrego directamente al sistema. De las soluciones concentradas se tomaron
alicuotas para agregarlas a los distintos sistemas y asi obtener las concentraciones
deseadas.

Se prepararon dos soluciones de concentraciones 0.1 y 0.0001 M de ClO« (a partir
del acido), a las cuales se les agregd suficiente NaOH para ajustar el pH a
aproximadamente 4.6. Estas soluciones fueron usadas como disolvente. En los
sistemas donde se emple6 SDS y TX100 se mantuvo constante la temperatura a 25
°Cy a 28 °C para los sistemas donde se usé CTAB.

Para la determinacion de la CMC del SDS, seis sistemas fueron preparados con un
volumen de 20 mL de ClOs 0.1 M a pH de aproximadamente 4.2 M, concentracion
de Q de 6x10° M y concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mM de BCD. A cada uno de
los sistemas, alicuotas de la solucion madre del SDS fueron afiadidas y su respectiva
tensidon superficial fue medida después de cada adicion hasta tener un valor de
tension superficial constante.

Para la determinacion de la CMC de los surfactantes con fluorescencia, seis sistemas
fueron preparados con un volumen de 5 mL de ClOs 0.1 M, concentracion de Q de
6x10° M y concentraciones de: 0.0, 1.9, 3.8, 5.9, 7.3 y 10.0 mM de CD. A cada uno
de los sistemas, alicuotas de la solucion concentrada de uno de los surfactantes
fueron agregadas y el respectivo espectro de emision fue medido después de cada
adicién. El mismo procedimiento fue repetido dos veces, en la primera repeticion se
prepararon cuatro sistemas con concentraciones de 3CD de 0.0, 1.9, 5.9 y 7.7 mM, el
surfactante anadido fue el CTAB y el disolvente usado fue ClO+ 0.0001 M pH 4. Para
la segunda repeticidn se prepararon cuatro sistemas con concentraciones de 0.0, 2.0,
6.0 y 10.0 mM de BCD respectivamente, el surfactante afnadido fue el TX100 el
disolvente empleado fue el mismo que para el SDS.
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También dos sistemas fueron preparados con 20 mL de ClO+ 0.1 M pH 4, 1.0 mM de
SDS y solo uno de ellos contenia una concentracion de 6 x 10° M de Q, a cada sistema
se le agrego BCD hasta obtener un valor de TS de aproximadamente 65 mN/m. Un
sistema mas fue preparado, que contenia como disolvente ClO+ 0.1 pH 4,
concentracion de Q 6x10° M y 9.34 mM de SDS, a este sistema se le afiadio BCD en
un intervalo de [0, 12.1] mM midiendo su respectivo espectro de emision después
de cada adicion.

Para el calculo de CMC de los surfactantes con espectrofotometria UV-Vis, se
prepararon tres sistemas que contenian como disolvente ClO+ 0.1 M pH 4, con una
concentracion de 5.7 x 10° M de Q y una concentracion diferente de BCD: 0.0, 4.0 y
7.8 mM. A cada uno de los sistemas, alicuotas de la solucion concentrada de SDS
fueron agregadas y el respectivo espectro de emision fue medido después de cada
adicion. El mismo procedimiento fue repetido dos veces, en la primera repeticion se
prepararon cuatro sistemas con concentraciones de BCD: 0.0, 2.0, 4.7 y 6.6 mM y el
surfactante anadido fue el CTAB el disolvente usado fue ClO+ 0.0001 M pH 4. Para
la segunda repeticion se prepararon cuatro sistemas con concentraciones de 0.0, 2.0,
6.0 y 9.0 mM de BCD respectivamente y el surfactante anadido fue el TX100 el
disolvente empleado fue el mismo que para el SDS. Un sistema mas fue preparado
que contenia como disolvente ClO+ 0.1 pH 4, una concentracion de Q 6x10°5 My 8.26
mM de SDS, a este sistema se le anadido BCD en un intervalo de [0, 19.9] mM

midiendo su respectivo espectro de absorcion después de cada adicion.

Para la medicion del tamafio de la micela, se prepararon tres sistemas que contenian
como disolvente ClOs+ 0.1 M pH 4 y concentraciones de SDS y BCD diferentes: 2.5y
0.0,4.5y2.0,y9.0y 8.0 mM de SDS y BCD respectivamente. El mismo procedimiento
fue repetido dos veces, en la primera repeticion se prepararon dos sistemas con
concentraciones diferentes: 2.0y 0.0, y 3.0 y 2.0 mM de CTAB y BCD respectivamente
el disolvente usado fue ClOs 0.0001 M pH 4; para la segunda repeticion se
prepararon dos sistemas con concentraciones diferentes: 1.0 y 0.0, y 3.0 y 2.0 mM de
TX100 y BCD respectivamente y el disolvente empleado fue el mismo que para el
SDS.

4.3 Determinacion de la CMC en presencia de fCD

Sabemos que la presencia de la Q en bajas concentraciones no afecta el valor de la
CMC, pero se desconoce que sucede con dicho valor en presencia de otro arreglo
molecular como la BCD.
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4.3.1 CMC del SDS
4.3.1.1 Tension superficial

4.3.1.1.1 Zona micelar

La técnica tension superficial, TS, es usada para el calculo de la CMC de los
surfactantes, ya que es una técnica que mide la energia necesaria para aumentar una
superficie por unidad de area o la fuerza necesaria para aumentar la longitud de una
superficie, debido a que el surfactante se adsorbe en las interfaces, ocasionando la
reduccion de esta energia o fuerza. En la figura 4.1 se tiene una relacion de la TS en
funcién de la concentracion de SDS en un sistema de iones ClO+ 0.1 M ajustado a
pH 4.682, cuanto mas surfactante se agrega al sistema, el valor de TS disminuye
hasta llegar a un valor constante, el valor de concentracion de SDS a partir del cual
la tension superficial permanece constante se le conoce como CMC, en este caso el
valor de CMC es 1.3 0.1 mM de SDS, como se mostro en el capitulo 2 (la desviacion
estdindar mostrada en el valor reportado se obtuvo de la propagacion de
incertidumbres de las regresiones lineales de cada linea).
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Figura 4.1 TS en funcion de la concentracion del SDS en un sistema de iones ClO«
0.1 pH ajustado a 4.7.
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El valor de TS disminuye debido a que las moléculas del surfactante se desplazan a
la superficie de la solucién (interface solucién-aire), antes del valor de CMC,
disminuyendo la fuerza necesaria para romper una pelicula de 1 cm, conforme mas
moléculas se desplacen a este sitio, menor sera la TS, debido a que la estructura del
surfactante consta de dos partes con caracter polar (cabeza) y no polar (cola), donde
la cola sufre repulsién por las moléculas de agua ocasionando la expulsion del
tensoactivo. El intervalo de concentracién que esta antes de la CMC se le conoce
como zona pre-micelar y la zona que esta después de la CMC se le conoce como zona
micelar, en esta ultima zona, ya se han formado las MSurfactante 155158 'En [a zona pre-
micelar que se muestra en la figura 4.1, se tiene un cambio en aproximadamente 0.4
mM de SDS, el cual puede ser debido a que los monomeros del surfactante se
comienzan a asociar para formar dimeros, trimeros, etc. (hemimicelas).

En la figura 4.2(a) se tiene la relacion de TS en funcién de la concentracion del SDS
de seis sistemas que contienen, Q y CD con concentraciones diferentes en cada uno,
en un medio de ClOs 0.1 M a pH 4.682, a este valor de pH la Q estard completamente
protonada ' y el SDS estara completamente desprotonado '®. La presencia de fCD
aumenta el valor de la CMC, tabla 4.1, debido a que la CD forma complejos de
inclusion con el surfactante. En la figura 4.2(b) se tiene la relacién del conciente de
la concentracion de BCD y CMC en funcién de la concentracion de BCD, donde se
puede observar qué, al aumentar la concentracion de la CD, el cociente se aproxima
a uno, lo que implica que el complejo de inclusiéon formado por la CD vy los
mondmeros de SDS tendria una estequiometria 1:1 al tener concentraciones mayores
a 6 mM de BCD (antes de la formacidn de la MSurfactante),
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Figura 4.2 Relacion de TS en funcién de la concentracion del SDS, en seis sistemas

contienen Q 6x10°M y 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mM de BCD respectivamente (a) y relacion

del cociente de la concentracion de CD y CMC en funcién de la concentracion de

BCD (b), usando como disolvente ClO+ 0.1 M a pH 4.

Tabla 4.1 Valores de CMCsps en presencia de BCD calculados con TS.

[BCD]/mM  CMCsps/ mM  [BCD]/ CMCsps [Q] / uM
0 1.24 0.00 60
2 2.63 0.76 60
4 4.69 0.85 60
6 5.97 1.01 60
8 7.31 1.09 60
10 9.05 1.10 60
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El complejo de inclusion formado por BCD-SDS que se forma antes de la micela, se
desplaza hacia la superficie reduciendo la TS, debido a que la longitud de la cola es
mayor a la longitud de la cavidad de la CD y una parte de esta, quedara fuera de
la cavidad. Por lo cual, se entiende que los complejos de inclusion, no intervienen en
la formacién de la MSufactante vy ta] vez, la MSufctante golo estard formada por
monomeros de SDS como se muestra en la imagen 4.1.

[Surf] > [BCD]

[Surf] <[BCD] [Surf] > CMCgy;s

[Surf] =0 M [Surf] < CMCgys

[BCD] =x M

Imagen 4.1 Representacion de la adsorciéon de las moléculas de un surfactante en la
interfase liquido-aire, bajo condiciones de concentraciones diferentes de BCD y
surfactante: [Surfactante] = 0 M y [BCD] = x M (a), [Surfactante] < [BCD] y
[Surfactante] < CMCsurfactante (b) y [Surfactante] > [3CD] y [Surfactante] > CMCsurfactante

(©).

4.3.1.1.2 Zona pre-micelar

Como se menciond anteriormente y se indica en la figura 4.1, en la zona pre-micelar
se da un cambio debido a la asociacion de mondmeros del surfactante, que es la
formacion de la hemimicela. En la figura 4.3 se analiza la zona pre-micelar de los
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seis sistemas antes mostrados, pero en ausencia de Q, dando un cambio diferente a
cada valor de CD mostrado como la interseccion de dos lineas punteadas en color
rojo. En ausencia de la BCD, la TS se reduce rdpidamente (antes del primer cambio
de pendiente) y después del cambio senalado, la TS se reduce mas lentamente,
debido a que, la molécula del surfactante les cuesta mas desplazarse a la superficie
en comparacion a lo que ocurri6 antes del primer cambio y por ello se comienzan a
asociarse entre ellas mismas. Pero ocurre lo contrario cuando se tiene 3CD en el
sistema, la TS se reduce lentamente antes del primer cambio en cada sistema (como
si a las moléculas les costara llegar a la superficie) por lo que la TS no disminuye
rapidamente, debido a que se forma el CI entre la CD y los monoémeros del
surfactante, y debido a que la cavidad de la BCD es hidrofobica e igual que la cola
del surfactante, la cola entrara a la cavidad de la BCD y al estar presente en mayor
cantidad la BCD, el complejo de inclusion estard formado por mas de una BCD con
un surfactante (de esta manera la cola del surfactante evita la repulsion causada por
las moléculas polares), y su relacion estequiométrica cambia a 1:1 (ver figura 4.2 (b))
antes de que se forma la micela.

80 +
| 00 mM de BCD (@
+2 mM de BCD
S Rk &4 mM de BCD
—_ 60 F Vo )
S e
Pz O
S o
g o
N 40 + ©oe +\+\ . o
~ o > o
20 : 1 ; 1 : 1 : 1 : |
0 2 4 5
[SDS]/ mM
80 T
. X6 mM de BCD (b)
R 48 mM de BCD
’g 60 + 010 mM de BCD
2
E
~ Q
& 40 —+ X ST
X R =
h I
20 - f . } . } . | . }
0 2 8 10

4 6
[SDS]/ mM

Figura 4.3 TS en funcién de la concentracion del SDS a 0, 2, 4 (a) 6, 8 y 10 mM de
BCD (b) de la zona pre-micelar, en un sistema de iones ClO+ 0.1 pH 4.7.
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En la imagen 4.2 se muestra una representacion del cambio de estequiometria del
complejo BCD-SDS. Cuando se tiene una concentracion baja del surfactante (lado
izquierdo de la figura), la cola entrara en las cavidades de mas de una BCD, por lo
que ya no habra una repulsién hidrofébica entre la cola y las moléculas polares del
disolvente, por lo que la TS no disminuye como cuando, no se tiene a la BCD (ver
figura 4.3), pero conforme se aumente la concentracion del SDS, la estequiometria
cambiara hasta obtener una relacion 1:1 antes de que se forme la M5, si esto ocurre,
una parte de la cola del surfactante quedara fuera de la cavidad de la BCD
ocasionando repulsiones hidrofdbicas en esta parte de la molécula del surfactante
(lado derecho de la figura), por lo cual este complejo con estequiometria 1:1 se
desplazara a la superficie de la solucion ocasionando una reduccién en la TS del
sistema.

[SDS] cMC

Imagen 4.2 Representacion del cambio de estequiometria del complejo BCD-SDS al
aumentar la concentracion de SDS en la zona pre-micelar.

En la figura 4.4(a) y (b) se muestra con un circulo en negro la TS debida solo al
disolvente usado, el cual desciende al agregar al SDS (circulo vacio con menor valor
de TS) y conforme se aumenta la concentracion de BCD la TS aumenta, hasta
regresar un valor proximo al original, esto ocurre debido a que al agregar SDS las
moléculas de surfactante se desplazan a la superficie (se adsorben en la interface a
causa de la repulsion ocasionado por las moléculas polares del agua) y al agregar
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BCD al sistema, estas moléculas introducen en sus cavidades las colas del SDS, por
lo que la TS aumenta (la BCD retira las moléculas del surfactante que se encuentran
en la superficie). En estas mismas graficas se muestra también un cambio de
pendiente a 1.37 y 1.44 mM que son proximos en ambos casos a 1 mM de SDS, por
lo que la estequiometria estaria dada por 1:1, mostrando un aumento en la TS.
Después de dicho cambio de pendiente se tiene un aumento en la TS continuo hasta
llegar al valor de TS original, por lo que complejo de inclusion formado por la CD-
SDS cambiara de una estequiometria 1:1 a 2:1, 3:1 y 4:1, dependiendo de la longitud
de la cola del surfactante.

70 I (@) 70 I (b)
Vi O-——"e‘_‘
/-7 __@____—6"
60+ %0 60 + tl e
—~ — -7
g /GOl § P’Ol °
Z 0" 137 Z
50 + + g
£ }7, Con 1.0 mM SDS EX o 1 *Con 1.0 mM SDS
= ~ o *6x105 M Q
n g *CMC = 1.3+0.1 mM n ’
F 40 & Fo0 17
Y
30 e : : 30 1 1 s
0 2 3 0 1 2 3
[BCD]/ mM [BCD]/ mM

Figura 4.4 TS en funcion de la concentracion de BCD con una concentracion fija de
1 mM de SDS (a) y ademas con 6x10° M de Q (b) en un sistema de iones ClOs+ 0.1 pH
ajustado a 4.7, el circulo en negro representa la TS del disolvente.

En la imagen 4.3 se realiza el procedimiento contrario a lo mostrado en la imagen
4.2, donde se tiene una concentracion fija de SDS menor al valor de su CMC y se
anade BCD. Antes de agregar a la BCD, teniendo una concentracion fija de SDS se
tiene un valor de TS bajo (ver figura 4.4) debido a que los surfactantes se encuentran
adsorbidos en la superficie del sistema. Cuando se agrega BCD al sistema, este
arreglo molecular forma un CI con el SDS de la forma que se explico anteriormente,
por lo que, la cola del surfactante ya no sienta la misma repulsién hidrofébica como
la que sentia en ausencia de la fCD ocasionando que la TS aumente y cuando, la
concentracion de BCD es mayor a la concentracién del surfactante, el CI estara
formado por més de una BCD unida a un mondémero de SDS como se muestra en el
lado derecho de la misma imagen 4.3, por lo que la TS regresa a su valor original

(ver figura 4.4).
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[BCD]

Imagen 4.3 Representaciones estructurales de la formacion del CI entre la CD y los
mondmeros de SDS al aumentar la concentracion de BCD, dentro de la zona pre-
micelar.

4.3.1.2 Fluorescencia

Como la presencia de la Q no afecta el valor de la CMC, se usa otra técnica
espectroscOpica para analizar el efecto que tiene la presencia de la CD en el valor
de CMC. En la figura 4.5 se tienen los espectros de emision de la Q que aumentan su
IF cuando se agrega SDS al sistema, en el inciso (b) de la misma figura se tiene la
relacion de la propiedad medida en funcion de la concentracion del surfactante,
donde el primer cambio se atribuye al valor de CMC que en este caso es de 1.39 +
0.07 mM (ver capitulo 2), a concentraciones mayores se tiene un segundo cambio,
que podria ser atribuido a un segundo valor de CMC debido a un cambio estructural
de la micela, ademas, cabe sefialar que antes del valor de la CMC la IF aumenta poco,
comparado a cuando ya se paso el valor de CMC, donde la IF aumenta
considerablemente, esto es debido a que, cuando ya se tiene formada la M5, se
compleja conla Q y esto hace a que se restringa la movilidad de la Q haciéndola mas
rigida 1!, por lo cual fluoresce. Como en este punto nos interesa la zona pre-micelar
y el primer valor de CMC, acotaremos el intervalo de concentracion.
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Figura 4.5 Familia de espectros de emision (Aeit. 350 nm) de la Q 6x10° M que
cambian al agregar SDS (a) y relacion de IF en funcién de concentracion de SDS
medidas a 520 nm (b), en un sistema de iones ClO« 0.1 pH 4.7.

En la figura 4.6 se muestran familias de espectros de emisién de la Q, cada sistema
tiene concentraciones diferentes de 3CD y se le afiade a cada uno SDS. En cada
tamilia de espectros de la figura 4.6, se muestran espectros donde el complejo
formado hace que se dé un aumento de la IF, donde, conforme se aumenta la
concentracion de la BCD, también aumenta la cantidad de SDS necesaria para que
se dé un aumento en la IF considerable, ademads, se muestra en color negro el
espectro resultante del complejo Q-BCD, los cuales parecen tener una longitud de
onda diferente a la del espectro con mayor fluorescencia en cada sistema como si se
tratase de complejos diferentes, esto es debido a que, se tienen dos tipos de
complejos, pero donde el primero se rompe para dar origen al segundo, que podria
ser un complejo ternario o un complejo binario diferente al Q-BCD, como algunos
autores reportan como se discutié en la introduccidn de este capitulo. Las relaciones
mostradas en la figura 4.6 presentan diferencias considerables entre las IF mostradas del lado
derecho e izquierdo, debido a que el equipo fue diferente, pero no hay problema alguno, debido
a que nos interesa el aumento considerable de IF.
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Figura 4.6 Familia de espectros de emision de la Q 6x10° M (linea roja), con
concentraciones fijas de BCD: 0 (a), 1.9 (b), 3.8 (c), 5.9 (d), 7.3 (e) y 10 mM (f), a cada
sistema se afiadié SDS, el espectro en color negro es el correspondiente al complejo
Q-BCD en un sistema de iones ClOs 0.1 pH 4.7, Aexit=350 nm.

En la figura 4.7(a) se tiene las relaciones de IF en funcion de la concentracién del SDS

a seis valores diferentes de concentracion de BCD (ver figura 4.6), en otras palabras,

se forma el CI de CD-Q y se hace interaccionar con el surfactante SDS.

Como se obtuvo en los andlisis de TS, conforme se aumenta la cantidad de BCD, el

valor de CMC aumenta también, tabla 4.2. En la misma figura se observa que,
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cuando no se ha agregado el SDS, hay un pequeno aumento en la IF conforme se
aumenta la concentracion de fCD, esto es debido a que se forma el CI de Q-BCD. En
los sistemas donde se tienen concentraciones de 3.8, 5.9, 7.3 y 10.0 mM BCD, se da
una pequefia disminucion en la IF cuando se afiade SDS al sistema, en el intervalo

¢00mMBCD ©038mMBCD <©7.3mMBCD (a)
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Figura 4.7 Relaciones de IF de la Q 6x10° M en funcién de la concentracion del SDS
en sistemas que contienen: 0.0, 1.9, 3.8, 5.9, 7.3 y 10.0 mM de BCD (las relaciones de
1.9, 5.9 y 10.0 mM de BCD corresponden al eje secundario de la derecha) (a) y
relacion del cociente de BCD/CMC en funcion de la concentracion de BCD (b), los
espectros usados son los de emisidn (Aexit = 350 nm) usando como disolvente ClO«
0.1 M ajustado a pH 4.7.
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de concentracion de 0 mM al valor de CMCsps para cada uno de estos sistemas (ver
linea punteada de la figura 4.7(a)), esto es debido a que, se tiene formado el CI de
Q-BCD y cuando se afiade el SDS, los mondmeros de este surfactante desplazan a la
Q, que estaba ocupando la cavidad de la BCD, por lo que la Q quedara libre (pierde
rigidez al no formar complejos) y como consecuencia la IF disminuira un poco,

imagen 4.4 escenario 1

Cuando se llega al valor de CMC, todas las BCD estaran complejadas con el SDS
formando un nuevo CI BCD-SDS con estequiometria 1:1 como se mostro en las
imagenes 4.2 y 4.3 (algunos CI estaran adsorbidos en la superficie y otros estaran en
el seno de la solucidn), por lo tanto, el SDS que se annada a una concentracion mayor
a su nuevo valor de CMC, formardn a las M5 y estos arreglos moleculares
interaccionaran con la Q formando el complejo Q-MS5PS por lo que se observa un
aumento considerable en la IF después del nuevo valor de CMC, imagen 4.4
escenario 2.

Siguiendo esta hipotesis, las M solo estardn formadas por mondmeros de SDS y
no contendran BCD o complejos BCD-SDS, ya que, la fuerza que origina que se
formen a las micelas, es la repulsion hidrofdbica ocasionada por el disolvente sobre
la cola del surfactante, bajo estas condiciones de trabajo, ya que, cuando se forma el
complejo BCD-SDS se reduce la repulsion hidrofobica y se evita la union entre
monomeros del surfactante, por lo que las hemimicelas, muy probablemente ya no se
forman cuando estd presente la BCD, debido a que se evita la asociacion entre las
moléculas de SDS, ya que la parte hidrofdbica del SDS al estar dentro de la cavidad
de la CD no sentird el mismo efecto de repulsion que cuando se tiene el SDS libre.

Parece ser que, cuando se tienen concentraciones menores a 6 mM de BCD en el
sistema, se tendran: complejos FCD-SDS, SDSy Q libres, donde el complejo y el SDS
libre se adsorberan en la superficie de la solucion antes de la formacion de la micela,
pero cuando la concentracion de BCD es mayor a 6 mM, se tendran a todos los SDS
formando complejos con las CD’s con estequiometria 1:1 (ver figura 4.7(b)), bajo la
condicién de que la concentracion del SDS sea menor que su correspondiente valor
de CMC.
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Imagen 4.4 Representacion esquematica de efecto del SDS sobre el complejo de

inclusion Q-BCD.

En la tabla 4.2 se muestran los valores del cociente de CD con el valor de CMC

calculados con fluorescencia, en donde se obtuvieron resultados similares a los

obtenidos anteriormente con TS, a valores mayores de BCD este cociente se

aproxima a uno.

Tabla 4.2 Valores de CMCsps en presencia de BCD calculados con fluorescencia.

[BCD]/ mM CMCsps / mM [BCD]/ CMCsps [Q]/ pM
0.0 1.39 £ 0.07 0.0 60
1.9 3.37+0.03 0.6 57
3.8 5.00 +0.83 0.7 56
5.9 6.71 +£0.39 0.9 56
7.3 7.23+0.77 1.0 54
10.0 100+1.4 1.0 60

Las preguntas correspondientes hasta el momento son: ;la BCD realmente se inclina

por el SDS y no por la Q? (imagen 4.4-escenario 1) y si se forma el complejo BCD-SDS,

Jeste se unird con la Q o con el complejo Q-M3PS? (imagen 4.4-escenario 1 y 2), por lo

tanto, se analiza el efecto de la BCD en presencia del complejo micelar.
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4.3.1.2.1 Efecto de la BCD sobre el complejo quercetina-micela (SDS)
En la figura 4.8 se muestra el espectro de emision de la Q (color rojo) que aumenta
su intensidad cuando se agrega el SDS (espectro en color azul oscuro con IF mas
alta) debido a que se forma el complejo Q-M5S, el cual disminuye en intensidad al
agregar 3CD al sistema, por lo que la BCD estd interaccionando directamente con la
MsPS provocando la ruptura del complejo Q-M*PS, debido a que se forman los
complejos BCD-SDS, ademas, al agregar 9.5 mM de BCD se disminuye la IF hasta un
valor minimo, el cual es una cantidad equimolar a la que se tenia de SDS
inicialmente, que fue de 9.34 mM, lo que refuerza la idea de que se forma el complejo
BCD-SDS con estequiometria 1:1 al tener una concentracion mayor a 6 mM de BCD
(ver figura 4.7 (b)). En este punto se descarta una de las dos hipotesis que, se
presentaron en la introduccion de este capitulo, la cual considera la formacion de
complejos ternarios '¥152 y se infiere que realmente la 3CD se inclina por el SDS y no
por la Q como se mostré en la imagen 4.4 escenario 1.

18 T (b)

13 + 95

IF 520 nm

470 500 530 560 500 0 2 4 6 8 10 12
A/nm [BCD]/mM

Figura 4.8 Familia de espectros de emision de la Q 6x10° M (espectro en color rojo)

con 9.34 mM de SDS (espectro en color azul oscuro con la IF mas alta) que cambian

al agregar de 0 a 12.1 mM de BCD (a) y relacion de IF a 520 nm en funcion de la

concentracion de BCD (b), usando como disolvente ClO+ 0.1 M a pH 4.7 (Aexit. = 350

nm).
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4.3.1.3 Espectrofotometria UV-Vis

Ahora se analiza si el complejo BCD-SDS se une a la Q (imagen 4.4-escenario 1). En la
figura 4.9(a) se muestra el espectro de la Q (linea en color rojo) y espectros en color
azul, los cuales se oscurecen cuando la concentraciéon de SDS aumenta, estos
espectros presentan desplazamientos hipocromicos y batocromicos para ambas
bandas, siendo mas evidente el desplazamiento hacia el rojo para la banda que
aparece a 365 nm, esto es debido a se lleva a cabo la formacion del complejo formado
Q-M5PS como se mostro anteriormente (CMCsps = 1.3 £ 0.1 mM). En el inciso (b) y (c)
de la misma figura se muestra sistemas como el mostrado en el inciso (a), con la
diferencia de que en estos sistemas se tiene BCD en el sistema (espectro en color
negro), los cuales representa al complejo de Q-BCD ([SDS] = 0OmM). En cada inciso
se muestran dos relaciones de A en funcion de la concentracion de SDS a 253 y 365
nm como insertos. En los insertos a 253 nm de los incisos (b) y (c) se muestra dos
puntos a [SDS] = 0mM, que tienen diferentes valores de A, el que tiene la menor A
es el espectro en color rojo y el de mayor A es el espectro en color negro; cuando se
tienen concentraciones equimolares de BCD y de SDS, su espectro correspondiente
tendrd una A similar a la del espectro de la Q sola (lineas punteadas rojas).

Ahora se define la fraccién del complejo, x*, ecuacién 4.1.

A
= — 4 (4.1)

A Complejo

Donde x* es la fraccién de absorbancias a una longitud de onda, A" es la absorbancia
A medida y A'comico €s 1a A del complejo o la A maxima obtenida ([SDS] = 0.0 mM).
En la figura 4.10 se muestran las relaciones de fraccion del complejo en funcion de
la concentracidén de SDS, de los tres sistemas a dos longitudes de onda, la relacién
que se muestra a 253 nm parece tener mayor definicién en comparacion con la que
se muestra a 365 nm. El valor de CMC es el que se indica en la figura 4.10 (a) para
cada sistema, tabla 4.3, en estos sistemas se calculo del valor de CMC con los cambios
de pendiente y ademas de los cambios en la longitud de onda, por ejemplo, en el sistema
que no tiene BCD, se tienen dos cambios de pendiente obvios que podrian ser
considerados como valores de CMC, pero el primero coincide con valor de CMC
calculado con las técnicas anteriores y ademads, después de este valor, se dan
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desplazamientos batocrémicos, los cuales son asociados a la formacién del complejo

micelar.

Tabla 4.3 Valores de CMCsps en presencia de 3CD calculados con espectrofotometria
UV-Vis.

[BCD]/ mM CMCsps/ mM  [BCD]/ CMCsps [Q]/ uM

0.0 1.3+£0.1 0.00 57
4.0 53+0.5 0.75 57
7.8 8.0+0.6 0.98 57

Después, para el segundo sistema que contiene 4.0 mM de BCD, se tienen tres
cambios de pendiente, en aproximadamente 2.0, 3.7 y 4.8 mM de SDS en los cuales
se dan desplazamientos hipsocrémicos en un intervalo de concentracion de SDS
entre 2.0 y 3.7 mM (caracteristicos de la ruptura de algtin complejo formado), entre
3.7 y 4.8 mM la longitud de onda maxima se mantiene constante y después de 4.8
mM de SDS se dan nuevamente desplazamiento batocromicos (caracteristicos de la
formacion de algin complejo). Se puede concluir que la presencia del SDS afecta al
complejo Q-BCD a tal grado que, rompe dicho complejo y después, se forma un
complejo diferente al formado a concentraciones bajas de SDS, como se habia
inferido anteriormente.

Finalmente, en el sistema que contiene 7.8 mM de CD se muestran dos cambios en
6.5y 8.0 mM de SDS, con desplazamientos hipsocrémicos entre 6.5y 8.0 mM de SDS
y batocrémicos mayores a 8.0 mM de SDS, por lo cual este seria el valor de CMC.

4.3.1.3.1 Demostracion de la NO formacion del complejo ternario
usando SDS

Ahora se hace un andlisis inverso, el cual consiste en formar el complejo Q-M5™ y
agregar la BCD, con el fin de demostrar si el complejo fCD-SDS interacciona con la
Q. En la figura 4.11 se muestra el espectro de la Q (linea en color rojo) y el espectro
obtenido debido a la formacion del complejo micelar Q-M5PS (linea en color negro),
el cual muestra desplazamientos batocromicos para ambas bandas.
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Figura 4.9 Familia de espectros de absorcion de la Q 5.7x10° M (linea roja) con
concentraciones fijas de 0.0 (a), 4.3 (b) y 8.4 mM de 3CD (c) (linea en color negro del
complejo CD-Q) que cambian cuando se afiade SDS al sistema y relaciones de A en
funcidén de la concentracion de SDS a 253 y 365 nm mostradas como insertos, como
disolvente se usé ClO+ 0.1 M a pH 4.3 M.
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Ambas bandas cambian al agregar a la BCD, mostrando desplazamientos
hipsocrémicos hasta llegar a las longitudes de onda de los maximos de absorcion
del espectro en color rojo, que indican que, el complejo formado por la Q y la M5P®
se rompe para formar el complejo de inclusion de fCD-SDS dejando libre ala Q, que
concuerda con lo que se habia obtenido con la técnica de fluorescencia.

Cabe sefalar que el SDS no absorbe en el intervalo UV-Vis, caso contrario de la BCD
que si lo hace (ver inserto de la figura 4.11(a)).
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o mm \ ©7.8mM BCD
c i g fﬁiﬁmooooo% \ ©7.8mM BCD 1.00 @plzaq, A40mM ECD
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O0oo = n e — DAD‘SQ@ A A A A 0.90 DDDEDDCDDED@ Dﬁ oo oD °
R S 0.85 +——+——t % ————
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
[SDS]/ mM [SDS]/ mM

Figura 4.10 Relacion de x! en funcion de la concentracion de SDS a 253 (a) y 365 nm
(b) 2 0.0, 4.0 y 7.8 mM BCD, datos obtenidos de la figura 4.9.

Al comparar el espectro de la Q (linea en color rojo punteada) con el espectro de la
Q mas 8.26 mM de SDS mas 8.08 mM de BCD (linea en color azul) al cual se le resto
el espectro de la BCD sola ya que las absorbancias son aditivas (mostrado en el
inserto) se traslapan, ver figura 4.11(b), por lo que los complejos BCD-SDS se forman
con estequiometria 1:1 y estos no interaccionan con la Q, por lo que no se da la
formacion del complejo ternario. Cuando la BCD estd presente en exceso se
acomplejara con la Q libre, por lo que se da un aumento en la absorbancia a 253 nm.
Por tanto, cuando la [BCD] > [SDS] se tendran complejos de BCD-SDS y complejos
BCD-Q, cuando la [BCD] = [SDS] se tendran complejos de BCD-SDS y Q libre y
cuando la [BCD] < [SDS] se tendran formados complejos de BCD-SDS y complejos
micelares Q-M5PS5, bajo la condicion de que la [CD] > 6 mM como se representa en
la imagen 4.5.
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Figura 4.11 Familia de espectros de absorcion de la Q 6x10° M (linea roja) mas 8.26
mM de SDS (linea negra) donde se agrega CD de 0 a 19.29 mM con un inserto del
espectro de absorcion de 8.19 mM BCD (a) y los espectros de la Q, Q + SDSy Q +
SDS +8.08 mM de BCD (linea azul) (b), usando como disolvente ClO+ 0.1 M ajustado
apH4.7.
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Imagen 4.5 Representaciones esquematicas de la formaciéon de complejos formados
por la Q-BCD, BCD-SDS y Q-M*P cuando: [BCD] > [SDS] (a), [BCD] = [SDS] (b) y
cuando [BCD] < [SDS] (c). Para los tres casos se considera la condiciéon de que la 6 <
[BCD] <10 mM de BCD.

4.3.2 Tamano de la micela de SDS en presencia de 3CD
Ya que se conoce como se forman los complejos y en qué condiciones se forman, con

la técnica de dispersion de la luz dindmica (DLS), se mide el tamafio de particula de
la M55 sola y en presencia de los complejos de inclusion BCD-SDS ([3CD] < [SDS]),
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para analizar el efecto que tienen los complejos de inclusion sobre la M5, bajo las
mismas condiciones de trabajo (ver imagen 4.5 (c)). En la figura 4.12 se tienen
relaciones de porcentaje de intensidad en funcion del tamano de la MS™ que esta
dado en nanoémetros y representa el diametro de la micela con su forma esférica; en
los cuatro sistemas se tienen distintas cantidades de SDS y de BCD, considerando
que el valor de CMC cambia para cada caso dando los tamafios de particula
mostrados en la tabla 4.4. En el primer sistema se tiene una concentracién de 9.0 mM
de SDS que esta por arriba de su correspondiente valor de CMC que es de 8.0 mM
usando como disolvente agua, por lo que solo se tienen de M5, en este caso se
tienen dos tamanos de particula de 4.884 +1.072 y 97.87 + 21.47 nm (figura 4.12 (a)),
de los cuales el mas pequeno estd presente en mayor cantidad en comparacion con
el otro, en la literatura se encuentra reportado un valor de 3.5 - 3.68 nm '©?y 3.5 - 4.0
nm ' en agua, el cual concuerda con el calculado. En los tres sistemas restantes se
usa como disolvente ClOs 0.1 M pH 4.682, en el primero de estos sistemas se tienen
a una concentracion de 2.5 mM de SDS que es mayor su valor correspondiente de
CMC, en este caso se tienen micelas con un tamafio similar al que se obtuvo en el
caso anterior, el cual es de, 4.984 + 1.097 nm (figura 4.12 (b)) y es coherente con lo
que se esperaba. Finalmente, en los dos ultimos sistemas también se cumple la
condicion que la concentracién de SDS que se tiene sea mayor a su correspondiente
valor de CMC, ya que se tienen presentes 2.0 y 8.0 mM de BCD respectivamente,
dando tamafios de la M5P de 2.911 + 0.861 y 2.049 + 0.322 nm respectivamente (figura
4.12 (c) y (d)), los cuales son menores a los obtenidos anteriormente en los diferentes
medios, por lo que la presencia de los complejos BCD-SDS reduce el tamano de la
MSPS, ya que, los mondmeros que conforman a la M5PS estan unidos muy débilmente,
pueden ser facilmente maleables, forzando a que se compriman estas micelas,
imagen 4.6, descartando totalmente la formacion de algiin complejo ternario como
reportan algunos autores.
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Figura 4.12 Relacion de porcentaje de intensidad en funcion del tamafio de particula
de cuatro sistemas: 9.0 mM de SDS en agua (a), 2.5 mM de SDS (b), 4.5 mM de SDS
mas 2.0 mM de BCD (c) y 9.0 mM de SDS més 8.0 mM de BCD (d), usando como
disolvente ClOs 0.1 M ajustado a pH 4.7 para los sistemas (b-d).
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Tabla 4.4 Tamanos de particulas en sistemas micelares preparados con SDS en

presencia de BCD.

[SDS]/ [BCDI] CMCsps / Tamafios / nm
mM / mM mM 1 2 3
9.0 0.0 8.0 4.884 +1.072 97.87 +21.47 -
25 0.0 1.4 4984 +1.097 153.7+127.0 4,958 + 639
4.5 2.0 3.4 2911+0.861 115.4+45.1 -
9.0 8.0 8.0 2.049+0.322 136.8+48.3 4123+1144

* Se us6 como disolvente agua desionizada, por lo que cambia su valor de CMC.

0 03
0 0L 030
0o 0

e
S8

2.049 +0.322 nm

4.984 +1.097 nm

Imagen 4.6 Tamano de la M sola (a) y en presencia de 8.0 mM BCD (b) medido
por DLS en un medio de ClO+ 0.1 M pH 4.7.

Ahora que se ha calculado el valor de CMCsps en presencia de la CD por distintas
técnicas y en todas se obtuvieron resultados similares, se propone solo el uso de dos
técnicas para el calculo del valor de CMC del CTAB y TX100 en presencia de la CD,
ademas de, medir el tamafio de las micelas formadas por cada surfactante.

4.3.3 CMC del CTAB
4.3.3.1 Espectrofotometria UV-Vis

Se calcula el valor de CMC del CTAB en cuatro sistemas que contienen una
concentracion fija de Q y diferentes concentraciones de BCD, usando como
disolvente un medio de 0.0001 M de ClOs+ pH 4.489, ya que, a estas condiciones se

117



facilita el andlisis del CTAB. En la figura 4.13 se muestran las cuatro familias de
espectros de la Q que cambian cuando se agrega CTAB (los espectros se oscurecen
con forme se aumenta la concentracion del CTAB), cada sistema contiene una
concentracion diferente de BCD. En el primer sistema donde no se tiene la fCD, se
muestra en color rojo el espectro de la Q que cambia drasticamente cuando se agrega
CTAB al sistema como se mostrd en el capitulo 1y 2, disminuyendo su A para ambas
bandas y después de que, ya se llega a un minimo de A, que es cuando, ya se han
formado las M¢™8, se da, un aumento en la A dando un valor de CMC de 0.95 mM

de CTAB, figura 4.13 (a), este valor es similar al que se obtuvo en agua.
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Figura 4.13 Familia de espectros de absorcion de la Q 6.0x10° M (linea roja) con
concentraciones fijas de 0.0 (a), 2.0 (b), 4.7 (c) y 6.6 mM de BCD (d) (linea negra del
complejo CD-Q) que cambian cuando se afiade CTAB al sistema y relaciones de
absorbancia en funcion de la concentracion de CTAB a 253 y 365 nm mostradas como
insertos, como disolvente usando ClO4+ 0.0001 M a pH 4.5 M.
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En los incisos siguientes de la misma figura, se muestran concentraciones fijas de

BCD (espectro en color negro), el espectro cambia en comparacion a cuando solo se

tenia a la Q (espectro color rojo), debido a que, se lleva a cabo la formacion del

complejo Q-BCD, este complejo se rompe cuando se afiade CTAB al sistema como

sucedio cuando se uso6 al SDS, dando como resultado un aumento en el valor de la

CMCecras, tabla 4.5 y figura 4.13 (b-d).

En la figura 4.14 se muestran las relaciones de la fracciéon de A a 253 y 365 nm en

funcién de la concentracion del CTAB (ecuacién 4.1), dando un mejor

comportamiento los resultados que se analizaron a 253 nm, como ocurrid con el SDS,

ademas el valor de la CMC para cada sistema coincide con el segundo cambio de

pendiente a excepcion del sistema que contiene 2.0 mM BCD, ya que, en este sistema

el tercer cambio de pendiente coincide con el valor de CMC.
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Figura 4.14 Relacion de x* en funcion de la concentracion de CTAB a 253 (a) y 365
nm (b) a 0.0 (eje secundario), 2.0, 4.7 y 6.6 mM BCD, datos obtenidos de la figura

4.13.

Tabla 4.5 Valores de CMCcras
espectrofotometria UV-Vis.

en presencia de

PCD calculados con

[BCD]/ mM CMCcras / mM [BCD]/ CMCcras [Q]/ pM
0.0 0.95 0.00 60
2.0 2.3 0.87 60
4.7 4.5 1.04 60
6.6 6.5 1.02 60
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Estos resultados parecen tener el mismo comportamiento como los obtenidos con el
SDS como, por ejemplo, el aumento de la BCD aumenta el valor de la CMCcras
debido a que el CTAB rompe el complejo Q-BCD, desplazando el CTAB ala Q dando
origen al nuevo complejo BCD-CTAB. Ademas, el espectro del complejo formado
entre la Q y la M¢™8 hace que a la banda que aparece en aproximadamente 253 nm
se le forme un hombro del lado derecho.

4.3.3.2 Fluorescencia

Ahora, se hace uso de la técnica de fluorescencia para el calculo de la CMCcras en
presencia de BCD, ya que, se concluyd anteriormente que esta técnica es mas
adecuada y sencilla para calcular este parametro.

En la figura 4.15 (a) se muestra una familia de espectros de emision de la Q que
aumentan su IF cuando se agrega CTAB al sistema y el cambio en la IF es mayor
cuando la concentracion de este surfactante es superior a 0.8 + 0.1 mM de CTAB, que
es cuando, ya se han formado a las M®™8 y estos arreglos moleculares interaccionan
ocasionando este incremento en su intensidad.

Tabla 4.6 Valores de CMCcras a cuatro valores diferentes de 3CD calculados con

fluorescencia.
[BCD]/ mM CMCcras / mM [BCD]/ CMCcras [Q]/ pM
0.0 0.8+0.1 0.0 60
1.9 1.8+0.1 1.06 57
5.0 42+0.7 1.19 56
7.7 64+1.1 1.20 56

En la figura 4.15 (b-c) se muestran las familias de espectros de emision de la Q con
concentraciones diferentes de BCD (espectro en color negro), como se obtuvo
anteriormente con el SDS, el valor de CMCcras aumenta con el incremento de la
concentracion de la BCD, tabla 4.6. El espectro en color negro representa la
formacion del complejo de inclusion Q-BCD, el cual tiene, una longitud de onda del
maximo de emisién diferente a los mostrados consecutivamente en color verde, con
intensidades mas altas que el antes mencionado, esto es debido a que se tienen dos

121



20 20

r (a) QOOO ©
16 + 16 + e
&
12 + Epn &
= s ol
— 08 |
8+ L 8 - K &
4L 4
0 - : - : - : - : - 0+t
440 490 540 590 640 0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4
A/ nm [CTAB]/ mM
20 + , 00 ©
I ey
16 + /o
£ i 0
g 12+ o
o 18 O
Lo+
>\ b
®) ;
4 OOO@odD
—_— 0 iy
440 490 540 590 640 0o 1 2 3 4 5 6
A/nm [CTAB]/ mM
20 1 c 2 00
i C)odD
16 T 16 o
L [BCD] =5.0 mM
12 + E 12 0
L 3 o)
— n
8 + L 8 42
o
4 4 C00pe0
0 4 : : : : : : : : 0
440 490 540 590 640 01 2 3 456 7 89
[CTAB]/ mM
24 24 o0
i (d) i e
20 20 + &
16 1 £ 16 T
S I ©
L2+ g 12+ 64
8 T - 8 ': e OOQOOO@
4 4 /
0 4 : : : : : ] 0
440 490 540 590 640 0123456 7891011
A/nm [CTAB]/ mM

Figura 4.15 Familia de espectros de emision de la Q 6.0x10° M que cambian al
agregar CTAB conteniendo concentraciones fijas de CD de 0.0 (a), 1.9 (b), 5.0 (c) y
7.7 mM (d) y relaciones de IF a 540 nm en funcién de concentracién del CTAB,
usando como disolvente ClO4+ 0.0001 M pH 4.5 (Aexit. = 350 nm).
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complejos diferentes, y de acuerdo al orden en que se afiadieron los compuestos al
sistema, se forma en primer lugar el complejo Q-BCD y conforme se agrega el CTAB
al sistema, los monomeros del surfactante desplazaran a todas las moléculas de Q
dejandolas libres y formando un nuevo complejo de inclusion BCD-CTAB, por lo
cual, se muestra una disminucion en la IF antes del valor del valor de CMCcras,
imagen 4.7 escenario 1, (ver relaciones de los incisos (b-c) de la figura 4.15), esto se
concluye, ya que se obtienen resultados similares a los mostrados anteriormente
cuando en lugar del CTAB se utiliz6 al SDS.

Escenario 1

N
NL

[CTAB]

Imagen 4.7 Representacion esquematica de efecto del CTAB sobre el complejo de
inclusion Q-BCD, se muestra como se dobla la cola del CTAB cuando se forma a la

micela.

El nuevo complejo de inclusién BCD-CTAB formado, se desplazara a la superficie
de la solucion reduciendo la TS hasta un valor minimo, en este punto ya se tendrdin
formados los nuevos complejos de inclusion BCD-CTAB con estequiometria 1:1 y se tendrdn
también las moléculas de Q libres, entonces, cuando se agrega una mayor cantidad de
CTAB ([CTAB] > [BCD] ), estas moléculas ya no se desplazaran a la superficie de la
soluciéon ni se uniran tampoco a las BCD’s, ya que estas moléculas, ya estan
completamente ocupadas por otras moléculas de este mismo tensoactivo, si no, se
asociaran entre ellas mismas por medio de sus colas para formar a la M“™8, ya que,
de esta manera evitan la repulsion de las moléculas del disolvente sobre sus
extremos hidrofobicos y finalmente, estos arreglos moleculares interaccionan con las
moléculas de Q que se encuentran libres para formar el complejo Q-MCTAB,
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4.3.3.3 Demostracion de la NO formaciéon del complejo ternario
usando CTAB

Ahora en la figura 4.16 se muestra la comparacion de tres espectros de: Q sola, Q
mas 6.6 mM de BCD y Q mas 6.6 mM de BCD mas 5.7 mM de CTAB (al altimo
espectro mencionado se le resto el espectro resultante de 5.6 mM de BCD mostrado
como inserto). El maximo de la banda que se muestra a aproximadamente 250 nm
del espectro de la Q parece coincidir con la banda del espectro de la mezcla de los
tres compuestos como sucedié cuando se us6 al SDS, por lo cual, la Q libre no
interacciona con el complejo BCD-CTAB, pero parecen presentar una ligera
desviacidn las bandas que se presentan a aproximadamente 370 nm, donde el
espectro resultante del complejo Q-BCD parece no cambiar cuando se ha agregado
este surfactante, esto podria ser debido a que, ain se tiene una interaccion entre la
Q y la PCD, pero la Q estaria interaccionando por medio de sus anillos C y B (ver
figura 1.2).

- = =60uMQ
60 uM Q + 6.6 MM BCD
60 uM Q + 6.6 MM BCD +5.57 mM CTAB

5.6 mM BCD

1.4 -
1.2 -
1.0
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 1
0.0

200 250 300 350 400 450 500
A/ nm

Figura 4.16 Espectros de absorcion de la Q 6.0x10° M (linea punteada roja) mas 6.6
mM de BCD (linea continua negra) mas 5.57 mM de CTAB (linea continua verde al
cual se le resto el espectro de 5.6 mM de BCD mostrado como inserto), como
disolvente se us6 ClO+ 0.0001 M a pH 4.5 M.
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4.3.4 Tamano de la micela de CTAB en presencia de CD

Se midio el tamano de la micela formada por monémeros de CTAB, con la finalidad
de analizar si la presencia del complejo formado por la BCD y el CTAB, afecta el
tamano de este arreglo molecular como se infirié cuando se usé al SDS. En la figura
4.17 (a) se muestran los tamafios de particula para cada sistema y en la tabla 4.7 se
muestran los valores de tamanos de particula de dichos sistemas. Cuando se tiene
una concentracion de 2.0 mM de BCD, figura 4.17 (b), su valor de CMCcras aumenta
a 1.8 mM de CTAB, teniendo ya formados a los complejos de inclusiéon BCD-CTAB
y a las M¢™® dando un tamafio de la micela de 3.027 + 0.707 nm el cual
estadisticamente es igual al que se obtuvo cuando solo se tiene a las M“T48 solas. En
la literatura se reporta una longitud del CTAB de 2.283 nm %, que es similar al que
se obtuvo como didmetro de esta micela en ausencia de la BCD, por lo tanto, la
molécula de CTAB cuando forma a la micela, reduce su tamafo de una manera que
la cola del CTAB quedara contraida o doblada, imagen 4.8.
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Imagen 4.8 Longitud de la molécula de CTAB '** (a) y didmetro de la micela formada
por monomeros de CTAB.

Por lo tanto, cuando la [CTAB] > [BCD] ([BCD] = 2.0 mM) se tendran formados los
complejos de inclusion BCD-CTAB con estequiometria 1:1 (ver tabla 4.6) y, ademas,
las MC™8 ]as cuales interaccionaran con la Q para dar la formacion del complejo.
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Tabla 4.7 Tamanos de particulas en sistemas micelares preparados con CTAB en
presencia de BCD.

D Tamanos / nm
[CTAB]/ mM [pCD1/ *CMCcras / mM
mM 1 2
2.0 0.0 0.8+0.1 2.384 +0.518 311.5+107.5
3.0 2.0 1.8+0.1 3.027 +0.707 358.2 +149.0

* Valores de CMC calculados con fluorescencia

Por lo que el CTAB tiene el mismo efecto que el SDS, el cual es romper el complejo
Q-BCD para dar origen al nuevo complejo PCD-CTAB y dependiendo de las
concentraciones del surfactante o de la BCD, se tendran otro tipo de complejos como

se muestra en la imagen 4.9.
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Figura 4.17 Relacion de porcentaje de intensidad en funcién del tamafio de particula
de dos sistemas: 2.0 mM de CTAB (a) y 3.0 mM de CTAB mas 2.0 mM de BCD (b),
usando como disolvente ClO4 0.0001 M ajustado a pH 4.5.

126



[BCD] > [CTAB]

s /vgig&/vvv\
NE

(b)

[BCD] = [CTAB]

HC

o
> 0. I 'OH

[CD] < [CTAB]

aa% f?

Imagen 4.9 Representaciones esquematicas de la formacion de complejos formados
por la Q-BCD, BCD-CTAB y Q-M¢™8 cuando: [CD] > [CTAB] (a), [CD] = [CTAB]
(b) y cuando [BCD] < [CTAB] (c). Para los tres casos se considera la condicion de que
la 2.0 <[BCD] < 6.6 mM de BCD.

4.3.5 CMC del TX100
4.3.5.1 Espectrofotometria UV-Vis

Ahora, se procede a analizar y calcular el valor de CMC del surfactante neutro que
es el TX100. En la figura 4.18 se muestra una familia de espectros de la Q que
cambian cuando se aumenta la concentracion del TX100, como se mostrd en el
capitulo 1, este surfactante absorbe en aproximadamente 270 nm, por lo que calcular
el valor de CMC analizando esta banda no es lo mas indicado, ya que cuando se
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usen concentraciones mayores, el espectro absorbera a valores mayores de 3
unidades en A (ver figura 1.4(g) y (h)), por lo que se prefiere solo analizar la banda
I que aparece a 370 nm aproximadamente para el calculo de este parametro.

La banda de la Q con un maximo de absorcion en aproximadamente 370 nm cambia
ligeramente cuando se agrega PCD en el sistema, no siendo tan evidente en
comparacion cuando se uso el SDS y CTAB, por lo que no se puede obtener un valor
de CMC de estos sistemas, figura 4.19, por lo que se usara la técnica de fluorescencia
para el calculo de CMC.

10 +

0.8 +
TX100

06 +
< |

0.4 +

0.348 mM

0.2 +

0.0 :
200 250 300 350 400 450 500

A/ nm

Figura 4.18 Familia de espectros de absorcion de la Q 6.0x10° M que cambian al
agregar TX100 de 0 a 0.348 mM, como disolvente usando ClO4+ 0.1 M a pH 4.4 M.
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Figura 4.19 Familia de espectros de absorcion de la Q 6.0x10° M (linea roja) con
concentraciones fijas de 0.0 (a), 2.0 (b), 6.0 (c) y 9.0 mM de BCD (d) (linea negra del
complejo CD-Q) que cambian cuando se afiade TX100 al sistema y relaciones de
absorbancia en funcion de la concentraciéon de TX100 a 370 nm mostrada como
inserto, como disolvente se us6 ClO4+ 0.0001 M a pH 4.4 M.

4.3.5.2 Fluorescencia

Ahora, por fluorescencia se analizan estos sistemas con el objetivo de calcular su
valor de CMCrxio. En la figura 4.20 lado izquierdo, se muestran los espectros de
emision de la Q, los cuales tienen una concentracion fija de CD diferente para cada
uno, en donde se aumentan la IF de la Q al agregar a la BCD y al TX100. El espectro
en color negro representa la formacion del complejo Q-BCD, el cual tiene una
longitud de onda del maximo diferente al espectro en color rojo con IF mas alta, esto
concuerda con lo que se habia obtenido anteriormente cuando se us6 al SDS y CTAB,
sobre la ruptura del complejo Q-Surfactante para dar origen a la formacion del
complejo Q-Msufactante " jmagen 4.10 escenario 1. Con estos espectros de emision
obtenidos, se puede calcular el valor de la CMCrxi, como se muestra en la figura
4.20 lado derecho, donde el primer cambio mostrado en las relaciones del lado
derecho son los correspondientes a la formacion de la micela, tabla 4.8.
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Figura 4.20 Familia de espectros de emision de la Q 6x10° M que cambian al agregar
TX100 y relaciones de intensidad fluorescente a 538 nm en funcion de concentracion
del TX100 a 0.0 (a), 2.0 (b), 6.0 (c) y 10.0 mM de BCD (d), usando como disolvente
ClOs 0.1 M pH 4.4 (Aexit. = 350 nm).
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Tabla 4.8 Valores de CMCmxaw a cuatro valores diferentes de BCD calculados con

fluorescencia.
[BCD]/ mM CMCrxi00 / mM [BCD] / CMCrx100 [Q]/ pM
0.0 0.59 +0.08 0.00 60
2.0 1.59+0.17 1.26 60
6.0 40+1.2 1.50 60
10.0 5.0+0.3 2.00 60

Los espectros que se sefialan con una flecha en color negro en la figura 4.20(b-d) lado
derecho, son los correspondientes a la interaccion entre la Q y la M™%, imagen 4.10
escenario 2, para cada caso se muestra un desplazamiento hacia una longitud de
onda mayor cuando se tiene una concentracion por arriba del valor de CMC
mostrado en la tabla 4.8; los espectros consecutivos siguen desplazdndose y
aumentando la IF conforme se aumenta la concentracion del TX100. En la tabla 4.8
se muestran las relaciones de la concentracion de BCD entre el valor de CMCrxoo,
dando como resultados una relacion de dos cuando la concentracion de BCD
aumenta, esto nos da la informacién de que antes de que se forme la M™%, ]os
complejos BCD-TX100 se forman con estequiometria 1.5:1 o0 2:1, esto es coherente ya
que la longitud de la cola del TX100 es mucho mas larga que la de los surfactantes
antes empleados.

Escenario 1 Escenario 2
Y g {\s Hgﬁ
e g
RS iy
~~"10. o. O :::‘/"V
B %:;::)DW

Ao o0 L

! (¢ AN

o Sy Y %

[TX100] &d b ﬁ;)
oo

Imagen 4.10 Representacion esquematica de efecto del TX100 sobre el complejo de
inclusion Q-BCD.
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4.3.6 Tamano de la micela de TX100 en presencia de fCD

También, fue medido el tamafio de M™% en ausencia de la BCD, dando un valor de
8.63 +3.67 nm que es el menor valor de tamano de la micela obtenido y bajo el criterio
que se uso para los surfactantes antes empleados, el tamano de particula que esta

presente en mayor cantidad es el correspondiente a la micela, figura 4.21(a).
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Figura 4.21 Relacion de porcentaje de intensidad en funcion del tamafio de particula
de dos sistemas: 1.0 mM de TX100 (a) y 3.0 mM de TX100 més 2.0 mM de BCD (b) y

su relacion de porcentaje del volumen en funcion del tamano del inciso “(b)” (c),

usando como disolvente Cl1Os+ 0.1 M pH 4.4.
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Ahora, cuando estd presente una cantidad de complejos de inclusion BCD-TX100,
tigura 4.21(b), un porcentaje de la micela disminuye su tamano, tabla 4.9, por lo que
se obtienen resultados similares a los anteriores, ahora analizando la relacion del
porcentaje de volumen en funcion del tamano de este sistema, se tiene un mayor
volumen de micelas con tamano de 5.30 + 2.21 nm, cuyo valor es menor al de la M™1%
sola.

Por lo tanto, la parte hidrofébica del TX100 se contraerd en el interior de la micela y,
ademas, la presencia de complejos BCD-TX100, reduciran el tamano de la micela
como se muestra en la imagen 4.11, como ocurrié con el SDS.

Tabla 4.9 Tamanos de particulas en sistemas micelares preparados con TX100 en

presencia de BCD.
[TX100] [BCD] *CMCrxoo Diametro / nm
/ mM / mM / mM 1 2 3
1.0 0.0 08+01  8.63+3.67 257.8 +100.8 4,585 + 842
3.0 2.0 1.8+0.1  3.22+0.59 9.07 £2.70 248.8 +81.8

* Valores de CMC calculados con fluorescencia

En la figura 4.20(a) se mostrd que el espectro de emision correspondiente al complejo
Q-pBCD tiene diferente longitud de onda del maximo en comparacion con el espectro
en color rojo con intensidad mas alta, por lo que el surfactante rompe al complejo Q-
BCD como ocurri6 con el SDS y con el CTAB.

También como ocurrié con el SDS y CTAB, dependiendo de la concentracion del
TX100 y de la BCD, se tendran distintos complejos formados como se muestra en la
imagen 4.12.
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Imagen 4.11. Tamafio de la M™% sola (a) y en presencia de 2.0 mM BCD (b) medido
por DLS en un medio de ClO+ 0.1 M pH 4.4.
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Imagen 4.12 Representaciones esquematicas de la formacion de complejos formados
por la Q-BCD, BCD-CTAB y Q-M™!% cuando: [BCD] > [TX100] (a), [BCD] = [TX100]
(b) y cuando [BCD] < [TX100] (c).

4.4 Conclusiones C4

El valor de CMC aumenta con el incremento de la concentracion de la BCD.
Cualquiera de estos surfactantes rompen el complejo Q-BCD, ocacionando la
formacion de un nuevo complejo BCD-Surfactante y dejando libre a la Q.
Dependiendo la concentracion del surfactante y de la BCD, se tendran distintos
complejos formados. La MSurfactante reduce su tamafio en presencia de los complejos
PCD-surfactante. Se descarta totalmente la formacion de un complejo formado por
compuestos de este tipo.
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Capitulo 5. Determinacion de

la constante de union del
complejo Quercetina-Micela en
presencia de CD

Un modelo es algo que creemos entender y creemos
que nos ayudard a entender lo algo que todavia no entendemos.

-G. M. Weinberg "

* Jose Luis Cordoba Frunz. Recopilacion de Frases Célebres. Ediciones Privadas de Cultura, Adolfo Prieto
1357, C.P. 03100, (2012).



5.1 Introduccion

Como se menciono en la introduccion del capitulo 4, existen dos hipotesis que
explican lo que ocurre cuando se tienen en el mismo sistema: Q, BCD y un
surfactante (en este trabajo se emplearon al SDS, CTAB y TX100). La primera
hipodtesis indica que el surfactante rompera el complejo de inclusién Q-BCD, para
dar origen a un nuevo complejo binario CD-Surfactante con estequiometria 1:1 y
2:11%5y1%, dependiendo del tipo de surfactante. La segunda hipdtesis reportada en la
literatura por varios autores la cual es la mas reciente, propone la formacién de
complejos ternarios, descartando la interaccion entre el surfactante y la BCD 167172,
De acuerdo con los resultados mostrados en el capitulo 4, la segunda hipdtesis es
descartada, por lo que los valores de constantes de union reportadas por T. Sanjoy
Singh y colaboradores son erréneas.

Para el calculo de la constante de uniéon de un complejo de inclusion Q-pCD se
emplea la ecuacién 1.1 y para el complejo Q-MSurfactante se emplea la ecuacion 1.3, ambas
ecuaciones, se muestran en el capitulo 1. En el capitulo 2 se muestra una ecuacion
propuesta en este trabajo de investigacion (Apéndice 5), que es una variante a las
propuestas por Marques y Maria de la Guardia para el calculo de la constante de
union de complejos supramoleculares, esto se propuso con la finalidad de
determinar la constante de union, y ademads, la estequiometria del complejo
formado, con la diferencia del parametro n que se introduce en este trabajo y
representa el cociente del anfitrién entre el huésped, ecuacion 2.3 y 2.4, por ejemplo,
en este trabajo se usan como anfitrién a la BCD y a los surfactantes (en forma de
micelas).

Hasta el momento, se ha concluido que cuando se tienen en el sistema: Q, CD y
algin surfactante, se formardn complejos entre estos compuestos, los cuales
dependen de las concentraciones de la BCD y del surfactante en cuestion, por
ejemplo, sila [CD] > [Surfactante] se tendran dos tipos de complejos de inclusion:
Q-pCD y BCD-Surfactante. Si la [BCD] < [Surfactante] se tendran los complejos: Q-
Msurfactante y BCD-Surfactante. Bajo ninguna condicion dichos complejos se unen para
formar complejos ternarios.

En este capitulo se pretende calcular la constante de unién del complejo Q-MSurfactante
en presencia de complejos BCD-Surfactante (bajo la condicion de que [BCD] <
[Surfactante]), ya que, en este caso, la micela cambia de tamano y podria en algtin
caso modificar el valor de la constante del complejo micelar formado. El otro caso,
cuando [CD] > [Surfactante] no se analizara por el momento, ya que, se ha generado
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una nueva hipdtesis bajo estas condiciones de trabajo, la cual descarta la interaccion
del complejo de inclusiéon BCD-Surfactante con el complejo Q-BCD, ya que el primer
complejo mencionado estard adsorbido en la superficie del sistema y algunos otros
estaran en la solucidn del sistema sin ejercer algtin efecto sobre la formacion del
complejo Q- BCD, debido a esto no existiran algun efecto en el valor de la constante
de inclusién del complejo Q-BCD, por lo que esta hipotesis pasa a formar parte de
una nueva perspectiva.

5.2. Metodologia

Se utilizaron los resultados de las figuras 4.6, 4.15 y 4.20 mostradas en el capitulo 4.
Se hard uso de la ecuacidén 2.4 para el calculo de la constante de unién de los
complejos Q-Msuractante en presencia de BCD usando los resultados de las figuras

antes mencionadas.

5.3. Determinacion de la constante de union del complejo micelar
quercetina-micela en presencia de fCD

5.3.1 Quercetina-micela (SDS)

Para el calculo de las constates de union, se usard la ecuacion 2.4 y los resultados
obtenidos por fluorescencia mostrados en el capitulo 4. Aunque, con la diferencia de
que ahora se tendran presentes complejos de PCD-Surfactante, los cuales no
intervienen en la formacion del complejo micelar Q-MSPS. Como se menciond
anteriormente en la introduccion de este capitulo, solo se analizara el caso donde la
[BCD] < [Surfactante].

En la figura 5.1 se muestran las relaciones de R? en funcién del pardmetro n
construidas con los resultados mostrados en la figura 4.6 a seis concentraciones
diferentes de BCD con la finalidad de obtener el mejor valor para n. Los resultados
de los seis sistemas mostrados en la figura 5.1 dan como resultado un valor de uno,
lo que representa que el complejo micelar Q-M5™ tendra una estequiometria 1:1
como se muestra en la imagen 5.1.
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Figura 5.1 Relaciones de R? en funcion del parametro n, usando al SDS y sistemas
que contiene: 0.0 (a), 1.9 (b), 3.8 (c), 5.9 (d), 7.3 (e) y 10.0 mM de CD (f) construidas
con los resultados mostrados en la figura 4.6.

En la figura 5.2 se muestran las relaciones de [I/Io -1]"! en funcién de ([SDS]-CMC)™
para el calculo de la K del complejo Q-M*5, en presencia de complejos CD-SDS,
dichos complejos no interaccionan con la MSPS ni con la molécula de Q. Los
resultados del calculo del Log K se muestran en la tabla 5.1 a concentraciones
diferentes de CD, dando como resultado dos valores mayores los cuales se sefialan
con color rojo ladrillo, cuyos valores son superiores a los demas y los cuales se
consideran errdneos ya que, al tratarse de una constante, solo se tendria que obtener
un solo valor o valores muy proximos entre ellos.
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Imagen 5.1 Relacion estequiométrica 1:1 del complejo micelar Q-M5PS en ausencia

(a) y en presencia de los complejos de inclusion BCD-SDS (b), bajo la condicion
[BCD] < [SDS].
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Figura 5.2 Relaciones de [I/Io -1]! en funcién de ([SDS]-CMC)™ de sistemas con 6x10-
>M de Q a concentraciones diferentes de CD: 0.0 (a), 1.9 (b), 3.8 (c), 5.9 (d), 7.3 (e) y
10.0 (f) donde se varia la concentracion de SDS, construidas con los resultados
mostrados en la figura 4.6.

La presencia de los complejos de BCD-SDS, si afecta el valor de la K de unién para
la formacién del complejo micelar Q-M5PS, ademads de que estos complejos reducen
el didmetro de la micela. La correcta interpretacion de sistemas que contengan a
estos tres compuestos, donde la Q puede ser intercambiada por alguna otra MI,
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conlleva a dar una aplicacion a estos sistemas como la liberacion controlada de algin
farmaco, ademas de las mejoras en sus propiedades quimicas.

Tabla 5.1 Valores de CMCsps y Log K de la formacion del complejo micelar Q-MSPS
a concentraciones diferentes de BCD.

[BCD]/ CMCsbs/

5 2 * -1

M M b mx10°/ M R Log (K/M™)
0.0 1.39+0.07  0.123 +0.004 35.7+0.6 0.9962 2.54 +0.02
1.9 3.37+0.03 0.21 £0.02 61.5+1.5 0.9950 2.54+0.05

3.8 5.00+£0.83  0.113 +£0.005 37.8+0.8 0.9960 2.48 +0.03
"5.9 6.71+£0.39  0.408 £ 0.009 85.7+1.9 0.9959 2.68 +0.02
7.3 723+0.77  0.104 +0.003 36.6 +0.7 0.9965 2.45+0.02
"10.0 100+14 0.39 +£0.01 94.8+3.2 0.9944 2.61+0.03

*Para todos los casos se us6 un valor de n de 1.

** Los valores en color rojo ladrillo se consideran poco aceptables.

5.3.2 Quercetina-micela (CTAB)

Ahora se calcula la constante de union para la formacion del complejo micelar Q-
M€T4B en presencia de la BCD, tomando los resultados de la figura 4.15 mostrada en
el capitulo 4. En el capitulo 1 se mostro el clculo de la K de unién del complejo
micelar Q-M“™8 en ausencia de la BCD dando como resultado la formacion del
complejo con estequiometria 1:1, imagen 5.2(a), este valor fue calculado con la
ecuacion propuesta por Maria de la Guardia '»' y también con la ecuacion propuesta
en este trabajo (apéndice 4), figura 5.3(a), dando el mismo resultado. La
estequiometria cambia cuando en el sistema se tiene ala BCD, dando como resultado
la unién de una Q con dos M8, imagen 5.3(b-d). La ecuacién propuesta por De la
Guardia (ecuacion 1.3) solo se ajusta a la formacién de complejos con estequiometria
1:1, pero como se muestra en las figuras 5.3(b-d) (lineas solidas rojas) considerar esta
relacion estequiométrica (n = 1) tendrd un valor de R? menor a 0.96 y debido a que
en la ecuacion 1.3 se tiene una relacion lineal, se debe usar la n con el mayor valor
de R? (ecuacion 2.4) que es el que se muestra en lineas punteadas en las figuras antes
mencionadas (ver apéndice 4 para la mejor comprension del parametro n).
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Figura 5.3 Relaciones de R? en funcién del pardmetro n, usando al CTAB y sistemas
que contiene: 0.0 (a), 1.9 (b), 5.0 (c¢) y 7.7 mM de BCD (d) construidas con los
resultados mostrados en la figura 4.15.

Esto concuerda con lo que se habia plateado anteriormente, ya que un complejo de

inclusion o micelar no puede estar formado solamente por un huésped y un

anfitrion, ya que depende de los compuestos que forman estos complejos. En la

imagen 5.2(b) se muestra la representaciéon del complejo micelar Q-MS™B en

presencia de complejos BCD-CTAB.
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Imagen 5.2 Relacion estequiométrica 1:1 del complejo micelar Q-M<™8, en ausencia
(a) y 1:2 en presencia de los complejos de inclusion FCD-CTAB (b), bajo la condicién
[BCD] < [CTAB].

En la figura 5.4 se tienen las relaciones para el calculo de la K de union del complejo
micelar, bajo la consideracion de que el valor de n es uno cuando en ausencia de la
BCD y de dos cuando se tiene a la BCD, los resultados correspondientes se muestran
en la tabla 5.2. Se obtienen valores de log K para los sistemas que contienen a la CD,
donde el complejo que se evidencia que se forma es el BCD-(CTAB)., distinto a lo
que se reporta en otros trabajos. En este parte del trabajo se resalta la importancia de
la interpretacion correcta de las interacciones que ocurren en un sistema y, ademas
la consideracion de estequiometrias distintas a la 1:1, (ver seccién 2.6).
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Figura 5.4 Relaciones de [I/Io -1]! en funcién de ([CTAB]-CMC)™ de sistemas con
6x10° M de Q a concentraciones diferentes de BCD: 0.0 (a), 1.9 (b), 5.0 (c) y 7.7 mM
(d) donde se varia la concentracion de CTAB, construidas con los resultados

mostrados en la figura 4.15.

Tabla 5.2 Valores de CMCcras y Log K de la formacion del complejo micelar Q-M¢TAB
a concentraciones diferentes de BCD.

[BCD]/ CMCcras/

M M b m x 10°/ M R? Log (K/M™)
0.0 0.8+0.1 0.118 +0.002 1349+24 0.9965  72.94+0.01
1.9 1.8+0.1 0.245 + 0.001 0.153+0.002  0.9989  6.205 + 0.007
"5.0 42+0.7 0.182 + 0.001 0.131£0.003  0.9958 6.143+0.014
7.7 64+11  0.0966+0.0004 0.033+0.001 0.9947 6.460 +0.016

*Para estos casos se usé un valor de n de 1.

**Para estos casos se usO un valor de n de 2.

***Valor considerado como incorrecto.
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5.3.3 Quercetina-micela(TX100)

Ahora toca el turno de analizar al complejo micelar Q-M™!% en presencia de la CD,
tomando los resultados mostrados en la figura 4.20. La formaciéon del complejo
micelar Q-M™1% en ausencia de la BCD, nos da un valor de n de cero, figura 5.5(a),
por lo que no se tendria la formacion del complejo, pero cuando se analiza la familia
de espectros de emisidn 4.20(a) se tiene un aumento en la IF, por lo que monomeros,
dimeros, trimeros, etc. del TX100 interaccionan con la Q haciéndola mas rigida (estas
moléculas de TX100 no forman atin a la M™!%) por lo que se da un aumento en la IF,
esto es inferido, debido a que cuando se tienen concentraciones bajas del TX100 (por
abajo del valor de CMC), figura 4.20(a) lado derecho, se tiene ya un aumento de la
IF, por lo que estas asociaciones de surfactante de TX100 vuelven rigida a la molécula
de Q y cuando se lleva a cabo la formacion de la M™%, esta arreglo molecular no
interacciona directamente con la Q, si no solo las asociaciones de este surfactante.

1.00 T Ooooojooo%ooO (b)
096 + ©° %00,
L © OOOOO
N 0.92 + OO © ©000006
o s 3
088  oss
0.84 | /
0.80 R | | | |
00 05 10 15 20 25 30
n
1.00 + 1.00
096 + 0.96
N 0.92 - N 0.92
o | 0
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n n

Figura 5.5 Relaciones de R? en funcion del parametro n, usando al TX00 y sistemas
que contiene: 0.0 (a), 2.0 (b), 6.0 (c) y 10.0 mM de BCD (d) construidas con los
resultados mostrados en la figura 4.20.
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En los sistemas que contienen BCD, figura 5.5(b-d), se tiene una relacion
estequiométrica de 1:1 cuando se tienen concentraciones de 2.0 y 10 mM de fCD y
cambia a 1:2 cuando se tiene una concentracién de 6.0 mM de BCD.

(a) . (b)

gg W}ﬁ%ﬁ | .

159 o %(‘H 5 N
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ﬁ?% Rt £

1:1 11
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s s e
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SR TR I I Y
7 1:2 S~

Imagen 5.3 Relacion estequiométrica 1:1, del complejo micelar Q-M™!% en ausencia
(a) y 1:1 y 1:2 en presencia de los complejos de inclusién BCD-TX100 (b) y (C), bajo
la condicion [BCD] < [TX100].

Los valores de log K se muestran en la tabla 5.3, dando un valor mayor cuando se
tiene una concentracion de 6 mM de BCD, por lo que solo se considera correcto la
formacion del complejo Q-M™1% con estequiometria 1:1.
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Figura 5.6 Relaciones de [I/Io -1]! en funcion de ([TX100]-CMC)™ de sistemas con
6x10° M de Q a concentraciones diferentes de CD: 0.0 (a), 2.0 (b), 6.0 (c) y 10.0 mM
de BCD (d) construidas con los resultados mostrados en la figura 4.20.

Tabla 5.3 Valores de CMCrxio y Log K de la formacion del complejo micelar Q-M™100
a concentraciones diferentes de BCD.

[BCD]/ CMCrxioo /

mM M b mx 10°/ M R? Log (K/M™)
0.0 0.59 +0.08 - - - -

2.0 1.59 +0.17 0.29 +0.03 19.48 +0.71 0.9920 3.166 +0.052
76.0 40+1.2 0.468 +0.002  0.0177 £0.0003 0.9982 6.421 +0.010

10.0 50+0.3 0.50+0.01 43.653£1.753  0.9920 3.057 +0.027

*Para estos casos se us6 un valor de n de 1.
**Para estos casos se usO un valor de n de 2.
***Valor considerado como incorrecto en color rojo ladrillo.
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Por tanto, los diagramas de distribucion de la Q en funcién de la pSurfactante, donde
los surfactantes usados son: SDS, CTAB y TX100, en presencia de BCD (en forma de
complejos de BCD-surfactante, los cuales no interfieren se unen a la Q ni a la
Mpurfactante) ' ge muestran en la figura 5.7. En estos diagramas de distribucion de
especies se tiene un mayor valor de Log K para el complejo Q-M¢™8, por lo que se
tiene una mayor facilidad para formar dicho complejo.

La formacién del complejo Q-M“T8 tiene, ademas, una relacion estequiométrica a la
1:1 usando la ecuacidon propuesta en este trabajo (ecuacién 2.3), la cual da una
relacion estequiométrica de 1:2 para la formacion de este complejo la cual representa
que la unién de una molécula de Q con dos M™8; esto puedo deberse a que la M“T4B
es la mas pequena en comparacion con la M5 y M™% vy debido a ese tamafio
compacto, la Q puede unirse a mas de una MCTAB,
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Figura 5.7 Diagramas de distribucion de la Q en funcion de la pSurfactante: SDS (a),
CTAB (b) y TX100 (c), en presencia de CD (en forma de complejos CD-Surfactante
que no interaccionan con las Muractante) ' medidos en ClOs pH4.
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5.4 Conclusiones C5

Se calcularon los valores de log K correspondientes a los complejos micelares Q-
Msurfactante con valores mas altos cuando esta presente la CD, ademas, se obtuvieron
para el complejo Q-MSurfactante yalores estequiomeétricos diferentes al 1:1 y para el caso
del complejo Q-M™1% se genera la formacion del complejo, ya que en ausencia de la
BCD no se lleva a cabo la formacion del complejo.
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Capitulo 6. Determinacion de

la constante de inclusion del
complejo PCD-Surfactante

El éxito es ir de fallo en fallo sin perder el entusiasmo.

-Winston Churchill




6.1 Introduccion

Finalmente, ya que se ha demostrado que en este tipo de sistemas y bajo cualquier
condicion de concentracion del surfactante o de BCD, se lleva a cabo la formacion
del complejo BCD-Surfactante, ademas, la hipotesis hasta el momento es que la BCD
se ve inclinado por el surfactante en comparacion con la Q. Por tanto, se procede a
calcular la constante de inclusion del complejo BCD-Surfactante para compararla
con la constante del complejo Q-Msuriactante y evidenciar que efectivamente la CD es

mas afin al surfactante.

La BCD forma complejos de inclusién con una amplia variedad de compuestos
organicos e inorganicos (anfitrion) en solucién y en estado soélido con la finalidad de
cambiar algunas de las propiedades fisicas del anfitrion 7317,

En la actualidad, se conoce que las CD’s incorporan en sus cavidades la parte
hidrofdbica de los surfactantes, sin importar la carga eléctrica que posee dicho
compuesto en solucion, ver imagen 6.1, caracterizados por tener una constante de
union grande para la formacidn de este complejo en comparacion con la formacion
de complejos formados con otras moléculas organicas 17¢'%. Dichos estudios han sido
realizados por medio de una variedad como son: calorimetria ¥1%%, conductimetria
190194 espectroscopia 517, RMN %20 tension superficial %2, Los parametros
medidos son el valor de CMC que cambia con el aumento de la CD y el valor de la
constante de inclusion del complejo CD-Surfactante; Runhua Lu y colaboradores 2
proponen un método numérico basado en medidas de tensidon superficial para el
calculo de la constante de inclusion el cual es sencillo y facil de emplear en
comparacion con otros métodos encontrados en la literatura.
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Huésped Anfitrion Complejo de inclusion

Imagen 6.1. Representacion de la formacion del complejo de inclusion surfactante-
BCD.

6.2 Metodologia

Se emplean los resultados de TS mostrados en el capitulo 4 para el calculo del valor
de CMC de los surfactantes en presencia de BCD.

6.3. Calculo de la constante de inclusion del complejo fCD-
Surfactante

6.3.1 Introduccion

Para el calculo de la constates de inclusion del complejo BCD-Surfactante se emplea
la ecuacién propuesta por Runhua Lu y colaboradores !, partiendo de la siguiente
relacion.

CD+T < CD—-T K

Donde la CD es la ciclodextrina libre, T es el surfactante (tensoactivo) libre y CD-T
es el complejo de inclusién. Por lo tanto, la ecuacién de accién de masas estara
expresado de la siguiente manera.

_[ep—T] (6.1)
[CD][T]
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€D, = [CD] + [CD —T] (6.1)

To = [T]+ [CD — T] (6.3)

El subindice de las ecuaciones 6.2 y 6.3 representan las concentraciones totales.
Sustituyendo las ecuaciones 6.2 y 6.3 en la ecuacion 6.1, se tiene.

K = To — [T] (6.4)
(CDy — Ty + [TDIT]
1 _ (CDy — Ty + [TDIT] _ CDy — Ty + [T] (6.5)
K Ty — [T] To/[T] -1
T, —[T] = %(1 - [TT"]) +CD, 6.6)

De la ecuacidn 6.6, se puede obtener la constante de inclusion de un complejo con
estequiometria 1:1, ya que To- [T] varia linealmente con la (1 - To/[T]), la pendiente
es igual a 1/K y la ordenada al origen es CDy, a partir de las medidas de TS. Los
valores de [T] y To se obtienen de las relaciones de TS vs [Surfactante] en ausencia y
en presencia de la BCD respectivamente (para una mejor comprension de esta
ecuacion revisar la referencia 201 y el Apéndice 6).

6.3.2 BCD-SDS

Para el calculo de las constates de inclusion del complejo BCD-SDS, se emplea la
ecuacion 6.6, de las medidas obtenidas por TS mostradas en el capitulo 4. En la figura
6.1 se muestran las relaciones de To—[T] en funcién de 1 — To/T de cinco sistemas con
concentraciones diferentes de BCD. En la tabla 6.1 se muestran los resultados de
estas regresiones lineales para el calculo de la constante de inclusion, dando un valor
mayor cuando la concentracién de CD es 2 mM, por lo que se descarta el primer
valor mostrado en la tabla 6.1. Junquera y colaboradores proponen valores de log K
de 2.70 ¥4, Benko y colaboradores 4.30 ¥, Satake y colaboradores 3.05 (con la aCD)
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190y 3.56 (con la BCD) !, Palepu y colaboradores 3.14 a 3.86 > y Dharmawardana y
colaboradores 3.92 22, dando una concordancia con los valores reportados en este

trabajo por lo que se consideran aceptables.

Todo el andlisis mostrado en este capitulo es usando concentraciones menores del

surfactante a su correspondiente valor de CMC.
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Figura 6.1 Relacion de To — [T] en funcién de 1 — To/T, construida con los valores de

la figura 4.2(b) usando al SDS.
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Tabla 6.1 Valores de la constante de inclusion del complejo BCD-SDS con relacion
molar 1:1 a concentraciones diferentes de BCD.

[BCD1/  CMCsps/

M M bx10*/M mx 10°/ M R? *Log (K/M™)
2 2.63 13.822 +0.024 3.63 £0.20 09757  4.440 = 0.024
4 4.69 36.16 + 0.45 17.35+1.19 0.9682  3.761 +0.030
6 5.97 55.22 +0.41 30.64 +0.82 09964 3.514+0.012
8 7.31 78.73 +0.88 30.04 +0.81 0.9964  3.522+0.012
10 9.05 88.35 +2.61 27.67 £3.07 0.9412  3.558 +0.048

Log K considerado incorrecto en color rojo ladrillo.

6.3.3 BCD-CTAB

Se muestra una relacion de TS en funcidon de la concentracion del CTAB para el
calculo del valor de CMC a estas concentraciones de (CD, figura 6.2(a). Las
relaciones de To — [T] en funcién de 1 — To/T para el calculo de las constates de
inclusion del complejo BCD-CTAB se muestran en la figura 6.2(b y c). Los dos
valores de Log de K para este complejo es menor que para la formacion del complejo
BCD-CTAB, y de los cuales son un poco diferentes entre estos.
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Figura 6.2 Relacion de TS en funcion de la concentracion de CTAB a concentraciones
diferentes de BCD (a) y relaciones de To — [T] en funcién de 1 — To/T teniendo
concentraciones fijas de fCD: 4.4 y 6.4 mM.
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Mwakibete reporta un valor de 4.83 ®°, Bagheri reporta 4.81 '¥ y Okubo reporta 3.35
1% donde el valor reportado por Okubo es cercano al que se obtuvo en este trabajo.
Como se puede dar cuenta el lector, los valores de log K encontrados en la literatura
cambian demasiado, pero en todos los casos mostrados hasta el momento, los
valores de log K para la formacion del complejo BCD-Surfactante es mayor que el
valor para la formacion del complejo Q-BCD, por lo que la hipotesis que se mostrd
en los capitulos 5 y 6 se aceptan, las cuales decian que el surfactante rompe el
complejo Q-BCD para dar origen a la formacion del complejo BCD-Surfactante.

Tabla 6.2 Valores de la constante de inclusién del complejo BCD-CTAB con relacion
molar 1:1 a concentraciones diferentes de BCD.

[BCD]/ CMCcras/

4 5 2 * -1
M M bx10*/M mx10°/M R Log (K/M™)
44 3.8 40.99 +2.00 49.93 £5.70 0.9265  3.302 +0.050

6.4 51 62.44 +2.36 64.37 £5.18 09624  3.191 +0.035

6.3.4 BCD-TX100

Se muestra una relacion de TS en funcién de la concentracién del TX100 para el
calculo del valor de CMC a estas concentraciones diferentes de CD, figura 6.3(a y
b). Las relaciones de To — [T] en funcién de 1 — To/T para el calculo de las constates
de inclusion del complejo BCD-TX100 se muestran en la figura 6.3(c y d). Los valores
de Log de K son mayores a los de los complejos antes mostrados, por lo que el TX100
muestra una mayor fuerza para llevar a cabo la formacién del complejo y ademas
los dos valores de Log de K a dos concentraciones diferentes estadisticamente son
iguales. En la literatura se encuentra un valor de Log K de 5.26 para la formacion de
este complejo reportado por Du y colaboradores %, el cual es grande al igual que se
reporta en este trabajo, aunque entre ellos no coinciden.
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Figura 6.3 Relacion de TS en funcion de la concentracion de TX100 en ausencia (a) y

a tres concentraciones diferentes de CD (b) y relaciones de To — [T] en funcién de

1 - To/T teniendo concentraciones fijas de CD: 5.4 y 8.5 mM.

Como se mostrd en el capitulo 4 (ver tabla 4.8), la relacidon estequiométrica para la
formacion del complejo BCD-TX100 tiene una relacion estequiométrica de 1.5:1 o 2:1.

Tabla 6.3 Valores de la constante de inclusion del complejo BCD-TX100 con relacion

molar 1:1 a concentraciones diferentes de CD.

[BCDI/ CMCran/ /M mx10°/M R *Log (K/M")
mM mM
5.4 48 49.08+122  152+012 09683  4.820+0.035
8.5 7.6 7832+1.90  1.67+011 09780 4.777 +0.029
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En la figura 6.4 se muestran los diagramas de distribucion de especies quimicas de
la BCD en funcion de p(Surfactante), donde el complejo FCD-TX100 tiene el mayor
valor de log K, después seguiria el complejo BCD-SDS y finalmente fCD-CTAB. El
complejo tiene el mayor valor de log K, aunque se debe de considerar que la relacion
estequiométrica podria estar dada por una relacién de 1.5:1 (3:2) o 2:1 (ver tabla 4.8).
En el resumen (ver pagina vii) de este trabajo de investigacion se tocd el tema de la
competitividad en la formacidén de complejos supramoleculares, ya que la formacion
de los complejos BCD-Surfactante, se lleva a cabo a concentraciones menores de
surfactante que, la formacion del complejo Q-MsSutactante (ver figuras 5.7 y 6.4), por lo
que se puede inferir que, la formacion del complejo BCD-Surfactante se llevard a cabo con
mayor prioridad que la formacion de otro complejo e incluso que la formacion de la MS#fctante,
figura 6.5.

También de acuerdo con todos los resultados mostrados en este trabajo, se descartan
los valores de log K reportados en la literatura para la formacion del complejo Q-
Msurfactante mostrados en la tabla 1.4 2°%2%8, debido a que dichos valores son superiores
a los correspondientes de los complejos BCD-Surfactante, ver figura 65).

En la figura 6.6 se esquematiza de manera general las conclusiones del efecto de los
surfactantes en la formacion del complejo de inclusidn, iniciando con la interaccion
entre uno de los surfactantes y el complejo Q-BCD para dar como productos de dicha
interaccion a un nuevo complejo de inclusion CD-Surfactante conforme se aumenta
la concentracion del surfactante (escenario 1), hasta superar su correspondiente
valor de CMC, ya que, después de la CMC ya se tendran formadas a las MSurfatante Jag
cuales formaran el complejo Q-MSufactante parg tener finalmente la formacion de dos
complejos: BCD-Surfactante y Q-Msurfactante (escenario 2). Bajo ninguna condicion se
lleva a cabo la formacion de complejos ternarios en los escenarios 1 y 2.
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(a) (b)

Q-MSDS BCD-SDS Q-pCD; Q-BCD BCD-SDS
— | | , p(SDS) | — | — » p(BCD)
. 3.6 (pH 4.7) 1.7 . (pH 47)
Q 6CD Q-BCD Q SDS
(<) (d)
Q-MC™B  BCD-CTAB Q-BCD;  Q-BCD BCD-CTAB
| > p(CTAB) | | | — P(ECD)
3.15 3.25 1.7 2.6 3.25
(pH 4.7) (pH 4.7)
Q pop Q-pCD Q CTAB
(e) (f)
Q-MTX100 BCD-TX100 Q-BCD, Q-pCD FCD-TX100
| = | » p(TX100) | — | | » P(BCD)
31 ' (pH 4.7) 17 ' | (pH 4.7)
Q BCD Q-pCD Q TX100

Figura 6.5 Escalas de prediccion de reacciones en escalas de p(Surfactante) y p(3CD)
para el: SDS (a) y (b), CTAB (c) y (d) y TX100 (e) y (f) medidas a pH de alrededor de
4.7.
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Escenario 1 ‘lg Escenario 2 ﬁ

Do

. @g@ > ? o o
AL b \
CMC ‘
\ Y
[Surfactante]

Figura 6.6 Representacion general del efecto de uno de los surfactantes sobre el
complejo Q-BCD, cuando la concentracion del surfactante es aumentada (de
izquierda a derecha).

6.4 Conclusiones C6

La formacién del complejo de inclusién BCD-Surfactante, se lleva a cabo como se
habia especulado en capitulos anteriores y se forma con constantes del orden de mas
de 3 en la escala de pK. Se demuestra la experimentalmente que la CD se inclina
por el surfactante en comparacion con la Q.
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Conclusiones generales

o Valores de constantes de union correspondientes al complejo Q-MsSurfactante
fueron calculados en agua y en ClOs+ pH 4.7. Los valores reportados en este
trabajo correspondientes al agua, tienen mayor veracidad que los reportados
por otros autores, debido a que fueron comparados con los complejos 3CD-
Surfactante, de esta manera fue analizada la competitividad entre Q y BCD.

o Los tamanos de las MsSufactante ng cambian de tamafio cuando se cambia el
disolvente, ademas, se reporta el didmetro de la M¢™8, ya que no se encuentra
reportado en la literatura, y se explica su posible arreglo en medio acuoso.

o Medios micelares ayudan a la cuantificacion de moléculas organicas de bajo
peso molecular que no emiten por si solas, debido a la formacién de
complejos micelares.

o Se favorece la formacion del complejo micelar Q-M¢™ en comparacion con
los otros complejos, Q-M5PS y Q-M™10,

o Lalongitud de la parte hidrofébica de un surfactante no equivale al radio de
la Msurfactante (considerando una estructura esférica).

o Se obtuvo la formacion del complejo de inclusién Q-BCD con estequiometria
1:1 con una constante comparable a las que se reportan en la literatura vy,
ademas, la formacion de un segundo complejo con estequiometria 1:3, el cual
no se encuentra reportado en la literatura.

o La presencia de cualquiera de estos surfactantes presentado aqui rompe la
formacion del complejo de inclusion Q-BCD, para formar el complejo BCD-
Surfactante y dejar libre a la Q (bajo la condicion [3CD] > [Surfactante].

o Dependiendo de la concentracion de BCD y del surfactante en un sistema, se
llevard a cabo la formacion de la MSurfectante g o,

o La formacion del complejo BCD-Surfactante se llevara a cabo con mayor
prioridad que la formacion de otro complejo e incluso que la formacion de la
M Surfactante

o La presencia del complejo BCD-Surfactante reduce el tamafio de la MSurfactante,

o Laestequiometria del complejo Q-M“™P cambia de 1:1 a 1:2 en ausencia y sin
BCD.
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Sistemas complejos como el mostrado, podrian tener aplicaciones en el area
de la farmacéutica en la liberacion controlada de farmacos.

No se lleva a cabo la formacion de un complejo ternario, entre: Q, surfactante
y PCD.
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Perspectivas

o Calcular las constantes de inclusion del complejo Q-BCD en presencia de
complejos FCD-Surfactante (cuando la concentracion de PCD es mayor a la
concentracion del surfactante.

o Reemplazar la BCD por la 2HPBCD, ya que esta es mas soluble y se podrian
usar concentraciones mas altas de este compuesto, ademas tiene un menor
dafio al organismo (reduccion de nefrotoxicidad).

o Analizar este tipo de sistemas en diferentes valores de pH, con la finalidad de
caracterizar el efecto de la carga de una molécula orgdnica de interés en la
formacion de los complejos supramoleculares.

o Debido a que se puede liberar a la Q de manera controlada, podria analizarse
a otras moléculas diferentes a esta, para darle una aplicacion en particular.

o Analizar a los sistemas micelares en presencia de la BCD, para proponer una
metodologia para el calculo del nimero de mondmeros que forman a la
micela.

o Construir una metodologia para la liberacion controlada de farmacos usando

ala BCD y cualquiera de estos surfactantes aqui usados.
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Apéndice 1. Desarrollo algebraico para obtener la ecuacion
propuesta por marques para el calculo de la constante de inclusién

Se realiza un desarrollo algebraico para obtener la ecuacion que propone Marques y
colaboradores en su tesis doctoral para el calculo de la constate de un complejo de
inclusion entre un sustrato y una ciclodextrina y que después fue modificada para
que fuera empleada a complejos micelares por Maria de la Guardia y colaboradores.

Se parte de un equilibrio entre un sustrato, S, y una ciclodextrina, CD, con
estequiometria 1:1 representada con la siguiente ecuacion.

S+CD—S—-CD K

Donde S-CD es el complejo supramolecular formado por un Sy una CD, por lo tanto,
la ecuacion de accidon de masas estara dada por la siguiente relacion.

_ [S—CD]q
~ [S1eq[CD]eq

(A1.1)

[S —CD] eq (A1.2)

K = BT =5 = CDI.)(ICD]7 — [S — CDlog)

Si se considera que la [S] esta en menor cantidad y la [CD] est4 en mayor cantidad;
casi todo el S formara el complejo, por lo tanto, podremos hacer una aproximacion
de [CD]r>> [S-CD]eq, para dar.

[S — CD]eq (A1.3)

K= STy =[5 = CDLg) (1D, —5—€Dhy)

[S — CD],,
([S]T - [S - CD]eq)[CD]T

K = (A1.4)

Ahora, haciendo uso de la técnica de fluorescencia midiendo los espectros de
emision, se mide la intensidad de fluorescencia del S al agregar CD, esta intensidad
se debera al sustrato no acomplejado y al acomplejado, considerando que la CD no
fluoresce sola.
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_ [S]eq> ([CD:S]eq> (A1.5)
: ’°<[S]T He\ "

Donde Io y Ic son las intensidades del S sin CD y del Complejo formado

respectivamente.

La concentracion total del S se define como:

[S] 7 = [Sleq + [S — CDleq (AL6)

Si despejamos la concentracion que esta al equilibrio tenemos.

[S] oq = [S]7 =[S — CDleq (A1.7)

Sustituyendo la ecuacion Al.7 en la A1.5 se tiene.

Sly —[S — €D, S —CD],
I =Io([ Ir [[S]T ] q) + 1 <—[ [S]T] q> (A1.8)

Separando el primer término de la suma se tiene.

=1, (%) L <[5 —[SC]f]eq> rl, ([5 —[SC]’f]eq> (A1.92)
Se factoriza [s—[g]zi 4 e 1a ecuacion A1.9 y se obtiene.
I=1+ [S —[SC]f]eq Ue— 1) (A1.10)
Rearreglando la ecuacion A1.10, se tiene.
=y = [S —[Sil:]eq Ue = Io) (A111)
(I—1o) _[S—CDleg (A1.12)
(Ic — Ip) [STr
Uc—1y)  [Slr (A1.13)

(I - 10) [S - CD]eq
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Se retoma la ecuacion de accién de masas A1.4 y se obtiene el inverso.

1 [CD]7([S]7 — [S — CD]eq) _ [CD17[S]r — [CD]7[S — CD]eq
K [S — CD]eq B [S — CD]eq

1 [CD][S]r ~ [S]r

K [S—CDlog, [CD]r = [CDlr ([S —CDloq 1)

Sustituyendo la ecuacion A1.13 en la ecuacion A1.15 se tiene.

1_ (Ic = Io)
k=0 (=7 )

1 _Uc=1Io) _
KICDI; ~ (1= 1o)

1 _Uc=1o) _
K[CD]; 1= (I—1) (e =1o) (1—10)

1
(I-1¢)°

Despejando

<1C i 10) (K[CID]T * 1) - (1 —110)

1 1 .
, COMO sigue.

Ahora se puede escribir de forma diferente .—y . —
c— 1o —1o

" e i I) gg (I, i I) (1_c<§>1) - (%) U—Z - 1]

Io Io

- B Ok

Io

-1

-1

Sustituyendo las ecuaciones A1.20 y A1.21 en la ecuacion A1.19 se tiene.
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- .—1 -
B e )=

e 1Y, 1 ! - (A1.23)
_E_l_ (K[CD]T“)_[E_l]

I - (A1.24)
E-1) (reor) -1 =[5 -1

Arreglando el orden de la ecuacion A1.24, se obtiene.

L R S B -

[10 1] I 1] 17, 1] (K[CD
| -1 | -1 €_ 1]_1/ (A1.26)
E‘l] :[ﬁ‘l] e K[CD];

Ahora si se compara la siguiente ecuacion propuesta por Marques, donde Icy

) (A1.25)

[CD]r son equivalentes a Im y Cp-cp respectivamente.

R

Io

YKCg_cp

Se tiene ligeras diferencias como el termino y que no se sabe de dénde se origina,
pero en la préctica este valor es considerado como uno y no es necesario conocerlo
para para el calculo de la K, ademas de que Im en la ecuacion de Marques se refiere
a la intensidad maxima obtenida y Ic es la intensidad debida al complejo formado y
tinalmente [CD]r es equivalente a Cp-cp.

Calculo de 1a K usando la ecuacion A1.26

-1

. e 1 . 1 ,

Si se grafica [1— — 1] en funcion de ool tenemos una linea recta con una ordenada
0

[
Io
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al origen [i—c - 1] y con pendiente de ] / , como la siguiente figura.
0



200

160 |
i
— 120 |
|

== g ]
40 -

0 : : : : : : !

0 10 20 30 40 50 60 70

1
[CD]y
-1
Figura A1.1 Relacion de [11_ - 1] en funcion de ﬁ empleando la ecuacion A1.26.
0

Si se divide la ordenada al origen entre la pendiente se obtiene la K

—_— = =K (A1.27)

Referencias del apéndice 1

*Marques, ]. C. Ph.D. thesis, University of Malaga, Spain, 1988.

*M. Guardia, E. Perris-Cardells, ]. Sancendn, ]. L. Carrion, Fluorimetric Determination of
Binding Constants between Micelles and Chemical Systems, Microchemical Journal 44
(1991) 193-200.
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Apéndice 2. Cuantificacion espectrofotométrica de la quercetina en
medio acuoso usando diferentes surfactantes como promotores de
la fluorescencia

En quimica es esencial la necesidad de mediciones precisas de una o varias
sustancias quimicas presentes en una muestra, ya que, puede ayudar en la
determinacién de sus propiedades especificas, ademds, es muy importante un
sistema uniforme para expresar los resultados de las mediciones. La Q es
comunmente encontrada en frutas y vegetales, aunque en particular, en manzanas
y cebollas donde estd presente en niveles mas altos. Este polifenol en los ultimos
anos ha sido considerado importante, debido a su capacidad antioxidante, ademas
de que exhibe también otras importantes propiedades, como, por ejemplo:
antiinflamatoria, antiaterogénica y anticancerigena. Ademads, como la cafeina, la Q
es neuroactiva y tiene estatus GRAS (siglas en inglés que se refiere a que
generalmente se reconoce como segura) y no se han encontrado aun efectos daninos
en dosis de unos pocos gramos al dia en humanos ni en animales. En la literatura se
encuentra una variedad de métodos para la cuantificaciéon de la Q, con el
inconveniente de que dichos métodos emplean materiales y reactivos costosos y
ademads, el tratamiento de las muestras que contienen a la Q requieren tiempos
largos para su analisis. La estabilidad de la Q y de otros flavonoides, como: morina,
kanferol y micerina son dependientes del pH y del tiempo %, asi, si estos flavonoides
nos son estabilizados durante los tiempos de medicion sus concentraciones cambian.
La concentracién de la Q cambia en los pocos minutos, en condiciones normales de
laboratorio, como, por ejemplo, la exposicion de la luz proveniente de lamparas o
por la presencia del oxigeno (ver figura 1.10). Como se muestra en el capitulo 1, la
formacién del complejo Q-MSufactante confiere estabilidad a la Q e induce la emision
de radiacion electromagnética facilitando su cuantificacion.

En medios micelares

Ya que, se ha demostrado que la IF de la Q aumenta en presencia de cualquiera de
estos tres surfactantes y ademas se han calculado los valores de CMC, se construyen
curvas de calibracion de la Q a concentracidn fija algun surfactante. En la figura A2.1
se muestran las relaciones de IF en funcion de la concentracion de Q a
concentraciones fijas de: 12.09 mM de SDS, 0.80 mM de TX100 y 3.77 mM de CTAB,
considerando que a estas concentraciones de cada surfactante ya se han formado las
micelas. Para los sistemas que contienen SDS y TX100 no se tiene un intervalo lineal
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en un rango de concentraciones de 0 a 10 uM de Q distinto a lo mostrado para el
CTAB, debido tal vez a un cambio de estequiometria del complejo Q-MSurfactante T 3
concentracion de CTAB usada es cuatro veces su valor de CMC, por lo que se
procede también a aumentar la concentracion de SDS hasta cuatro veces su
correspondiente valor de CMC; para el sistema que contiene TX100, la concentracion
se aumento hasta 2.827 + 0.01 mM, debido a que se obtuvieron dos valores de CMC
en agua: 0.18 = 0.03 y 0.28 + 0.01 mM y ademas el fabricante reporta un amplio
intervalo para su valor de CMC. A las tres concentraciones de surfactante sugeridas,
se tendra un predominio del complejo Q-MSurfactante yer figura 1.9 (d)-(f).

12 — ©129mMSDS 5 7
0080 mM TX100 Pescas)
A377mM CTAB ) Q’Q—-@' . 6
o 7 P AV -
I 56 e [
LL 6 + O A
- I fel e o.o8-8 B -3
e A— 5 . D I
3 T @ j_\tl =g Sl ‘j
A %A + 1
]
0.8 2o I | I —— I I 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

[Q]/uM

Figura A2.1 Relaciones de IF en funciéon de la concentracion de la Q a
concentraciones fijas de: 12.09 mM de SDS, 0.80 mM de TX100 y 3.77 mM de CTAB
(eje secundario) medidas a 523, 535 y 540 nm respectivamente. Usando una Aexi. de
350 nm y agua como disolvente.

En la figura A2.2 se muestran tres familias de espectros de emisién que aumentan
su IF al aumentar la concentracion de Q, con concentraciones fijas de: 36.893 mM de
SDS, 3.768 mM de CTAB y 2.827 de mM TX100, bajo estas condiciones se tiene una
dependencia lineal de la concentracion de la Q con la IF, dando las siguientes

ecuaciones lineales:
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[=(2.919 £ 0.054) (uM) * [Q] (UM) + (0.33 + 0.25) con R? = 0.9962.
(Con 36.893 + 0.015 mM SDS (figura A2.2(a))

I=(0.718 £ 0.006) (LM™) * [Q] (uM) + (0.13 £ 0.03) con R? = 0.9989.
(Con 3.768 + 0.009 mM CTAB (figura A2.2(b))

I=(1.346 = 0.030) (uM™) * [Q] (UM) + (0.33 £ 0.13) con R? = 0.9944.
(Con 2.827 + 0.012 mM de TX100 (figura A2.2(c))

En la tabla A.2.1 se muestran los limites de deteccion, LD, y cuantificacién, LC, asi
como la sensibilidad para cada regresion lineal mostradas en la figura A2.2. Se tiene
una mayor IF y una mayor sensibilidad cuando se usa el SDS en comparaciéon con
los otros dos surfactantes, debido a que, la concentracion de este surfactante es
mayor que la de los otros dos surfactantes, debido a que tiene el mayor valor de
CMC y con el CTAB se obtienen menores limites de deteccion y cuantificacion.

Tabla A2.1 Valores de limite de deteccidn, cuantificacion y sensibilidad calculados
para cada sistema, para la cuantificacion de Q en medio micelar.

Surf. CMC/  [Surf]ea/mM LD/ uM LC/uM  Sensibilidad
mM /UM

SDS 77+£0.6  36.893+0.015 048+0.19 1.60+0.18 2.919+0.054

CTAB 094+0.03 3.768+0.009 0.244+0.092 0.81+0.09 0.718 +0.006

TX100 0.18+0.03  2.827+0.012 056+0.22 1.88+0.21 1.346+0.030

*El valor de LD se calcula como tres veces la desviacion estandar sobre la pendiente y el LC como

diez veces la desviacion estandar sobre la pendiente.

Debido a la interaccion supramolecular de la Q con la Msurfatante, se puede realizar la
cuantificacion de la Q. Una vez que se aumentd la concentracion de cada surfactante
a las concentraciones antes definidas, con la finalidad de tener un amplio intervalo
de linealidad, ademas, de una alta sensibilidad y una estabilidad de este polifenol
con el tiempo.
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Figura A2.2 Espectros de emision de la Q a concentraciones fijas de 36.893 + 0.015
mM SDS (a), 3.768 + 0.009 mM CTAB (b) y 2.827 + 0.012 mM TX100 (c), ademas se
muestra la relacion de IF en funcién de la concentracion de Q como inserto para cada
sistema (se resto el valor de la IF del blanco a cada resultado obtenido). Usando como
disolvente agua y una longitud de Aext de 350 nm.
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Tabla A2.2 Comparacion del desarrollo analitico de diferentes metodologias para la

cuantificacion de Q.

108LD 108LC | 10°Sensivilidad
Medi Metodologi Ref.
edio etodologia M M M e
NHs-
NH4Cl
lucid
Sz;(f:lezn Fluorescencia 2 9.8 N.R. 9.39 66
(0.10 M,
pH 9.47)
Voltamperometria
. R. 2.
de onda cuadrada ® 8.9 N >
Buffer de | " C.tamperometria [, /g N.R. 8.7
fosfat de onda cuadrada ©
( 00181\6/11 OSH Amperometria ¢ 170 N.R. 150 7
'7 40)}? Amperometria 140 N.R. 760
’ Amperometria © 20 N.R. 330
Metanol HPTLC e 4700 9500 N.R. 68
Etanol HPTLC e 590 1480 N.R. 69
Fluorescencia, en
presencia de 244 81 0.72
micelas de CTAB
Fluorescencia, en
. Este
presencia de 47.9 160 2.92 _
Agua , trabajo
micelas de SDS
(pPH7) :
Fluorescencia, en
presencia de 56.4 188 1.35
micelas de TX100

a. Usando nanoparticulas como prueba de fluorescencia, b. Usando GCE/PEI-CNT, c¢. GCE/PAA-
CNT, d. GCE, donde: GCE (electrodos de carbdn vitreo), CNT (nanotubos de multiventanas de
carbon), PEI (polietilamina) y PAA (poli(acido acrilico)), e. Cromatografia en capa fina de alta

resolucion. N.R. No reportado.

En la tabla A2.2 se muestra una comparacion de métodos analiticos desarrollados

para la determinacion de la Q, lo cual da como resultado que el rendimiento analitico

de nuestra metodologia es claramente comparable o incluso mejor que el de otros

mas sofisticados, ademas de que en este método se logrd la estabilidad de la Q
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contrario a los otros métodos, ademas de utilizar reactivos menos costosos y una
metodologia sencilla.

Interferentes

Para ampliar la utilidad y la aplicabilidad de la metodologia aqui desarrollada, para
la cuantificacion espectrofotométrica de la Q en medios micelares. Otros
experimentos fueron realizados, analizando el efecto de otras moléculas que podrian
causar competencia con la Q. Los compuestos analizados son: morina, rutina,
catequina, epicatequina (imagen A2.1) y dacido ascérbico, debido a que son
encontrados en los mismos productos (por esta razon poseen estructuras quimicas

similares) y, por lo tanto, puede provocar interferencia en la determinacién de la Q.

Quercetina

HO

OH o
Morina Rutina
HO OH
HO o
OH
o]
OH
OH OH OH
OH (6] OH
OH OH
H
HO o} o © o = o
OH
""”//oH
OH
OH
OH ) A
. Epicatequina
Catequina

Imagen A2.1 Estructura quimica de: Q, morina, rutina, catequina y epicatequina.
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Figura A2.3 Espectros de emision (Aexit 350 nm), medidos en: 8.65 uM de Q y 4.09
mM de CTAB (a), 8.14 uM de Q y 38.06 mM de SDS (b) y 8.65 uM de Q y 2.78 mM
de TX100 (c), en los cuales se les agregd concentraciones diferentes de morina a 28.0
+ 0.1 °Cy pH de 7.0 £ 0.2 usando medio acuoso. La variacion de la IF respecto al
valor en ausencia de la morina (%) son también mostrados en la derecha de cada

familia de espectros.

Se encontrd que, independientemente de la naturaleza del surfactante, cuando se
agregd morina a una solucion acuosa con concentraciones fija de Q y surfactante,
ver figura A2.3, la intensidad de fluorescencia aumenta linealmente con la

concentracion de morina, al contrario, cuando se agrego rutina en lugar de morina,
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la intensidad de fluorescencia disminuye linealmente con su concentracion, ver
tigura A2.4.
Sin embargo, cuando se agrego catequina, ver la figura A2.54, o epicatequina, ver

figura A2.6, la intensidad de fluorescencia permanece practicamente constante.
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Figura A2.4 Espectros de emision (Aexit. 350 nm), medidos en: 8.35 uM de Q y 3.86
mM de CTAB (a), 8.14 uM de Q y 37.84 mM de SDS (b) y 8.35 uM de Q y 2.78 mM
de TX100 (c), en los cuales se les agregd concentraciones diferentes de rutina a 28.0
+ 0.1 °Cy pH de 7.0 + 0.2 usando medio acuoso. La variacion de la IF respecto al
valor en ausencia de la rutina (%) son también mostrados en la derecha de cada

familia de espectros.
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Figura A2.5 Espectros de emision (Aexit. 350 nm), medidos en: 8.35 uM de Q y 4.04
mM de CTAB (a), 8.35 uM de Q y 37.99 mM de SDS (b) y 8.35 uM de Q y 2.78 mM
de TX100 (c), en los cuales se les agregd concentraciones diferentes de catequina a
28.0 £0.1 °Cy pH de 7.0 + 0.2 usando medio acuoso. La variacion de la IF respecto
al valor en ausencia de la catequina (%) son también mostrados en la derecha de

cada familia de espectros.

A partir de estos resultados, se puede concluir que, si bien la morina es un
importante interferente, la rutina interfiere levemente y catequina y epicatequina no
lo hacen. Ademads, también se encontr6 que la Q puede ser cuantificada
espectrofotométricamente en presencia de una mayor concentracion de acido

ascorbico (ver figura A2.7).
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Figura A2.6 Espectros de emision (Aexit. 350 nm), medidos en: 8.35 uM de Q y 3.86
mM de CTAB (a), 8.35 uM de Q y 37.98 mM de SDS (b) y 8.35 uM de Q y 2.78 mM
de TX100 (c), en los cuales se les agregd concentraciones diferentes de epicatequina
a28.0+0.1 °Cy pH de 7.0 + 0.2 usando medio acuoso. La variacion de la IF respecto
al valor en ausencia de la epicatequina (%) son también mostrados en la derecha de

cada familia de espectros.
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Figura A2.7 Espectros de emision (Aeit. 350 nm), medidos en: 60.27 uM de acido

ascorbico y 36.88 mM de SDS (a), 60.27 uM de acido ascérbico y 3.89 mM de CTAB
(b) y 60.27 uM de acido ascorbico y 2.78 mM de TX100 (c), en los cuales se les agrego
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540
A/ nm

concentraciones diferentes de Q a 28.0 + 0.1 °C y pH de 7.0 # 0.2 usando medio
acuoso. Las respectivas curvas de calibracion son también mostradas en (d). En estas
curvas, la intensidad fluorescente del acido ascdrbico y solucion acuosa del

surfactante sin quercetina fue restada.

El efecto de competitividad de las moléculas interferentes podria ser explicada por
la longitud de onda a la cual absorben, figura A2.7, considerando que todos los
resultados obtenidos de los espectros de emision se llevaron a cabo usando una
longitud de onda de 350 nm, sefialada con una linea punteada en color roja para
cada espectro de absorcion mostrada en la misma figura. La catequina y
epicatequina no absorben a 350 nm, por lo que no emitirdn a una longitud de onda
mayor a 350 nm al igual que con el &cido ascdrbico. Por otro lado, la morina y la
rutina si muestran absorcion a 350 nm, por lo que podria mostrar emision, pero solo
la morina es quien presenta emision. La morina presenta emision por si misma, esto
debido a que en agua la especie con mayor predominio es la especie mono
desprotonada (pKa en 5.18), donde el primer protdn en ser retirado es el que se ubica
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en el grupo hidroxilo del catecol (anillo B) y se sefiala con un circulo rojo en la figura
A2.8(b) *°, entonces, este oxigeno con una carga negativa podra formar un puente de
hidrégeno sefialado con una flecha roja en la misma figura, ocasionando una rigidez
en la estructura de la morina, por esta razdn, la morina posee emision en ausencia
de algun surfactante a pH 7.
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Figura A2.8 Espectros de absorcion de: Q, morina, rutina, catequina y epicatequina
en agua.
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Finalmente, la rutina posee una estructura quimica similar a la de la Q, con la
diferencia que la rutina contiene unidades de azticar en su estructura, y como se ha
demostrado hasta el momento la formacion del complejo Q-MSurfactante e esperaria
que la rutina también emitiera como lo hace la Q, pero no lo hace ni en ausencia de
algtin surfactante, por lo que se sugiere que tal vez no se forma el complejo rutina-
Msurfactante. debido al tamafio de esta molécula, pero no se puede afirmar esta hipotesis
debido a que se necesita un analisis mas a fondo.

Tamanos de micelas de los sistemas micelares usados

En la figura A2.9 se muestran los tamanos de particula debida a la asociacion de los
surfactantes a las concentraciones usadas para la construccion de las curvas de
calibracién mostradas en la figura A2.2, considerando que los tamanos aqui
obtenidos seran diferentes a los mostrados en la figura 1.12, ya que se emplean

concentraciones de los surfactantes cuatro veces o mas altas de sus correspondientes
valores de CMC.

Los tamarios de particula obtenidos se muestran en la tabla A2.3. Para los casos del
SDS y TX100 se obtienen dos tamafios de particula, de los cuales, los que tienen
menor tamano, son mas pequenos que los obtenidos cuando se tenian micelas
esféricas (ver figura 1.12) y en ambos casos se obtienen tamanos de la mitad de los
obtenidos anteriormente, por lo cual se generan dos hipodtesis: 1) podrian ser el
tamafio de otra estructura de la micela (diferente a la esférica) o 2) debido a que se
tiene una mayor cantidad de micelas y otros arreglos moleculares, estas ejerceran
repulsion entre ellas mismas ocasionando una reduccién en su tamario.
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Figura A2.9 Relaciones de porcentajes de intensidad y volumen en funcién del
tamano (didmetro hidrodindmico) medido con DLS en sistemas que contienen: 36.8
mM de SDS (ay b), 3.9 mM de CTAB (c y d) y 2.9 mM de TX100 (e y f), usando las
concentraciones de la curva de calibracién mostrada en la figura 1.11.
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La segunda hipdtesis se considera como aceptable, ya que la uniéon de monomeros
se da a través de interacciones débiles y debido a esto, la micela formada podra ser
modifica o comprimida, debido a que existen otros muchos mas arreglos
moleculares, ademas, los tamanos de particula que se muestran a concentraciones
altas son menores para los casos donde se tiene al CTAB y TX100 en comparacion
con los que se muestran en la figura 1.12.

Tabla A2.3 Didmetro hidrodindmico de micelas formadas en los sistemas micelares
usados para la cuantificacidon de la Q, mostrados en la figura A2.2, usando como
disolvente agua.

Surfactante CMC/mM  [Surf.]sija / Diametro / nm
mM 1° 20
SDS 7.7 +0.6 36.8 1.944 + 0.552 3949 +228.5
CTAB 0.94 +0.03 3.9 - 310.9 +110.7
TX100 0.18 +0.03 29 5.985 +1.881 313.8 +144.1
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Apéndice 3. Espectros IR de: Q, SDS, CTAB y fCD

Como anadlisis inicial se tiene un estudio estructural de los reactivos usados para este
trabajo de investigacion, los cuales se analizaron por espectroscopia IR.

La espectrofotometria IR es una herramienta multifacética aplicada en la
determinacién cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo. En
este estudio se hace uso del IR medio (desde casi 670 hasta 4,000 cm™), ya que es la
principal herramienta para determinar la estructura de especies organicas y
bioquimicas. Se inicié con el analisis de IR medio a finales de los afios cincuenta, con
la aparicion en el mercado de espectrofotémetros dispersivos de doble haz con
registro, baratos y de facil manejo que producian espectros en el intervalo de 5000 a
670 cm™ (2 a 15 um).

Para poder predecir donde se tendran las sefiales de IR, se calculan las frecuencias
tedricas de grupo, estas frecuencias son los modos fundamentales de vibracién entre
dos atomos, ya que los principales participantes en estos modos son: los dos atomos
y su enlace quimico que los une, asi, esta frecuencia depende del peso de estos dos
atomos y de la fuerza del enlace que los une, solo viéndose afectados un poco por
otros atomos presentes en la molécula.

La frecuencia de vibracidon se puede calcular a partir de la ecuaciéon del oscilador

armonico, ecuacion A3.1.

1 |k (A3.1)

V= |—

2mc |m,

Donde c es la velocidad de la luz, k es la constante de fuerza y m: es la masa reducida
y se calcula como se muestra en la ecuacion A3.2.

L U2 (A3.2)

m, =
mq +m,
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Donde m1 y m2 son las masas de los dos atomos y algunos valores de k se reportan

por Wilson, Decius y Cross en su libro. Olsen en el libro reporta una ecuacion simplificada
de A3.1, que facilita el calculo A3.3.

k
v=1307 |— (A3.3)
my

Explica que si se usa la k en unidades de (din/cm) y las masas de los dos atomos en
cuestion en (g), se podra realizar la sustitucion directa para la obtencion de la
frecuencia, la cual estara dada en cm™. Ellos hablan de frecuencias, aunque lo que
reportan es de numeros de onda explicitamente, pero como ambas propiedades
estan relacionadas, es correcto reportar una u otra, ademds, como se menciono
anteriormente estos valores que se calculan, son debidos a tensiones de estos dos
atomos, por lo que al encontrar otras sefales que no concuerden con los valores
calculados, seran debidos a flexiones en la molécula.

Ahora se calcularan la frecuencia entre dos adtomos que se encuentran dentro de la
molécula de Q, SDS, CTAB y BCD.

*Entre O-H

k
v=1307 |—
mT

v = 1,307 7'8—3764 -1
V=EaS 0.4 >/oxcm

*Entre C=0 (se reportan dos limites de un intervalo para k que son: 11.8-13.4 din/cm)

v = 1,307 118 _ 1,714 cm™?
V=S 686 M
v = 1,307 34 _ 1,827 cm™?
V=S 686 oM

*Entre C-O (se reportan dos limites de un intervalo para k que son: 5-5.8 din/cm)
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&~ — 1
v =1,307 586 =1,115cm
v=1307 >8 = 1,202 -1
V=000 1686 e

*Entre C=C (se reportan dos limites de un intervalo para k que son: 9.5-9.9 din/cm)

*Entre C-H (se reportan valores para k que son: 4.7, 5.0, 5.1, 5.9 din/cm)

..p
\]

o -1
¥ = 1,307 092 = = 2,954 cm™" (en CH3X)
v = 1,307 >0 3,046 cm™t(en CH3X
v=1, 092 - cm™*(en CH3X)
. 5.1 1

v = 1,307 092 = = 3,077 cm™" (en C,H,)
. 5.9 1

¥ =1,307 092 = 3,309.8 cm™ " (en C,H,)

193



*Entre C-N (se reportan dos limites de un intervalo para k que son: 4.9-5.6 din/cm)

v = 1,307 49 =1,138cm™!
V=S 646 oo
v = 1,307 56 _ 1,217 cm™1
V=L 646 M

Ademas de estas senales debidas a tension se tendra seniales debidas a flexion, como:
de aproximadamente 1,500 a 1,700 y de 650 a 900 cm™ para el caso del enlace entre
N-H, de 1,300 a 1,500 y 450 a 900 cm™* entre C-H y de 1,200 a 1,400 para O-H.

Referencias del apéndice 3

*D. A. Skoog, F. ]. Holler, S. R. Crouch, Principios de andlisis instrumental, Sexta edicion,
2008, Editorial Cengage Learning, Santa Fe México.

*E. D. Olsen, Métodos Opticos de andlisis, 1° edicion es esparol, Ed. Reverte, Espania, 1990

*E. B. Wilson, J. C. Decius, P. C. Cross, Molecular Vibrations The theory of Infrared and
Raman Vibrational Spectra, McGraw-Hill, New York, 1955.

*N. B. Colthup, Spectra-Structure Correlations in the Infra-Red Region, Journal of The
Optical Society Of America 40 (1950) 397-400.
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Apéndice 4. Espectros Raman de: Q, SDS, CTAB, TX100 y BCD

Como anadlisis inicial se analizaron los reactivos usados en este trabajo de
investigacion por medio de espectroscopia Raman, para corroborar que los reactivos
empleados son los correctos, y ademdas de que también fueron analizados por
espectroscopia IR.

La espectroscopia Raman es resultado del mismo tipo de cambios vibracionales,
cuantizados que se asocian con la absorcidn infrarroja. Por tanto, la diferencia de
longitud de onda entre la radiacion visible incidente y la dispersada corresponde a
las longitudes de onda de la region del infrarrojo medio. De hecho, en el caso de una
especie determinada, el espectro de difusion de Raman y el espectro de absorcion

infrarrojo son a menudo muy parecidos entre si.

La espectroscopia en el infrarrojo es la mejor herramienta para dilucidar estructuras
quimicas, pero en el caso de otros andlisis, la espectroscopia Raman proporciona
informacion mas util, aunque finalmente ambas son complementarias.

Referencia del apéndice 4

D. A. Skoog, F. ]. Holler, S. R. Crouch, Principios de andlisis instrumental, Sexta edicion,
2008, Editorial Cengage Learning, Santa Fe México.
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Apéndice 5. Desarrollo algebraico de la ecuacion para la
determinacion de la constante inclusidon propuesta en este
trabajo a partir de la ecuacion de Marques

Se demuestra algebraicamente la obtencién de una ecuacién para el cdlculo de la
constante de union derivada de la ecuacion propuesta por Marques en su tesis
doctoral, de un complejo de inclusidn entre un sustrato y una ciclodextrina y que
después fue modificada para que fuera empleada a complejos micelares por Maria
de la Guardia y colaboradores. La finalidad de modificar la ecuacion de Marques, es
debida a que creemos que la formacién de complejos supramoleculares no siempre
se dard con estequiometria 1:1.

Se parte de que se tiene un equilibrio entre “un” Sy “n” CD y con estequiometria
1:n representada con la siguiente ecuacion.

1S+nCD «— S—-CD, K

Donde S-CD: es el complejo supramolecular formado por un Sy n CD, por lo tanto,
la ecuacion de accion de masas estara dada por la siguiente relacion.

[S - CDn]eq (A5.1)
n
[S1eq[CD]eq
K= [S=CDnleq (A5.2)

( [S]T - [S - CDn]eq)([CD]T - [S - CDn]eq)n

Si se considera que la [S] estd en menor cantidad y la [CD] esta en mayor cantidad;
casi todo el S formara el complejo, por lo tanto, podremos hacer una aproximacion
de [CD]r>> [S-CDn]eq, para dar.

[S - CDn]eq
( [S]T - [S - CDn]eq)([CD]T - [S - CDn]eq)n

(A5.3)

K =
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[S - CDn]eq
[CD]Tn( [S]T - [S - CDn]eq)

(A5.4)

Ahora, si se hace uso de una técnica de fluorescencia midiendo los espectros de
emision y se mide la intensidad de fluorescencia del S al agregar CD, esta se debera
al sustrato no acomplejado y al acomplejado, considerando que la CD no fluoresce
sola.

_ [S]eq [S — CDn]eq (A5.5)
I—IO< >+IC<—[S]T >

Donde Io y Ic son las intensidades del S sin CD y del Complejo formado
respectivamente. La concentracion total del S se define como:

[S] 7 = [Sleq + [S — CDpleq (A5.6)
Si despejamos la concentracion del S que esta al equilibrio se tiene.

[S] oq = [Sl7 = [S = CDnleq (A5.7)

Sustituyendo la ecuacién A5.7 en la A5.5 se tiene.

Sly =[S = €D, . S—CD,],
1= <[ . [[S]T ] q) tle <[ [S]r ] q) (A>8)

Separando el primer término de la suma se tiene.
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_ {S}? [S — CDn]eq [S - CDn]eq (A5.9)
""’(E)""( STy )*’C< STy )

_CDn]eq

. s iy
Factorizamos - S de la ecuacion A5.9 y obtenemos.
T

I=lo+ =t U = 1o) (A5.10)
Rearreglando la ecuacion A5.10 y se tiene.
I = [S —[;f]lin]eq Ue = Io) (A5.11)
(I—1o) _[S—CDnleg (A5.12)
(Ic = Io) [S1r
(Ic—1y)  [Sly (A5.13)

(I - 10) Bl [S - CDn]eq

Retomando la ecuacion de accion de masas A5.4 y sacandole el inverso se obtiene.

1 [CD]Tn([S]T - [S - CDn]eq) _ [CD]Tn[S]T - [CD]Tn [S - CDn]eq

== A5.14
K [S — CDyleq [S — CDullg (Ao
1 [cD1"[S]r n n< [ST7 ) (A5.15)
— =T 2T [¢D]," = [CD];" | —— — 1 :
[T i A =
Sustituyendo la ecuacion A5.13 en la ecuacion A5.15 se tiene.
1 (¢ = 1o)
= [cD];" ((1 . 1) (A5.16)
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1

<((11C—_1$) - 1)

_ (A5.17)
K[CD]y
1 _ U —1p) _ 1
T 1 G = U= ) (= IO) (A5.18)
Se despeja —
PO 110y
1 1 1
_ (A5.19)
(IC - 10> <K[CD]T" ¥ 1) (1 — Iy )
Ahora se puede escribir de forma diferente Ici 74 ﬁ, como sigue.
1 1
I (Z) r (E) _ (l) [I_C _ 1]_1 (A5.20)
I.—1)  (D\U-—1) (c_1) \,/l '
(e —1o) (IO)(C 0) (0 1) 07 -0
1 1
. 1 (Z) 1 (E) _ (l) [L _ 1]_1 (A5.21)
I—1) (LN\NU=1) (L_\ \i,/l '
U=l (LU =l) (t-1) Mo/l

Sustituyendo los rearreglos de las ecuaciones A5.20 y A5.21 en la ecuacion A5.19 se

tiene.

-1
(;ig) [;_z - 1] (K[ClD]T"

Ic 1]'1< 1
Iy K[cD]"

=@l

+1)=[,'_0_1]‘1

(A5.22)

(A5.23)
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-1 -1
o] (o) * i1 =[]

Arreglando el orden de la ecuacion A5.24.

I 1o B | ! 1
o] e o] (2 w52
To Io Iy K[cD]"

Ic -1
I -1 (== 1] (A5.26)
IO K[CD];

Ahora si se compara esta ecuacion obtenida con la propuesta por Marques.

et

Se tiene ligeras diferencias como el termino y que no se sabe de dénde se origina,

pero en la practica este valor es considerado como uno, ademas de que Iu en la
ecuacion de Marques se refiere a la intensidad maxima obtenida y Ic es la intensidad
debida al complejo formado, aunque dicho valor no es necesario conocerlo para para
el calculo de la K, ademds de un término n que aparece como exponente en la
concentracion de CD que se refiere a un cociente de las relaciones molares entre la
CDyelS.

Calculo de la K usando la ecuacion A5.26

. e [1 -1 1
Si se grafica [E - 1] o]

[’_C

-1 -1
al origen [i—c - 1] y con pendiente de ] / , como la siguiente figura A5.1.
0
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[cD]"

1
[cD]™

-1
Figura A5.1. Relacion [11_ - 1] en funcion de empleando la ecuacion A5.26.
0

Para encontrar el valor correspondiente de 7, se grafica a diferentes valores de n la
ecuacion A5.26, y ya que es una relacion lineal, el valor de 7 con el valor de R? mas

alto sera el valor correcto, figura A5.2.

1.00 gm—

098 ~ o o6

096 +O SFN
0.94 |
092 |
0.90 — TR SR

RZ
0

Figura A5.2. Relacion de R? en funcién de n.

En la practica se obtuvieron valores fraccionarios para n los cuales suponen una
estequiometria realmente complicada, por lo tanto, se hace uso de una estrategia
para la consideracion de un mejor valor de 7, el cual consiste en, ya obtenido el valor
de n, este valor se aproxima al entero mas cercano el cual tendra un valor de R? alto
y aceptable, esto se hace con la finalidad de obtener una estequiometria mas real y

facil de interpretar.
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Finalmente conocido el valor adecuado 7, se divide el valor de la ordenada al origen
entre la pendiente para obtener la K, que se adecua a una la ecuaciéon A5.26.
mostrado en la ecuacién A5.27.

= =K (A5.27)

Referencias del apéndice 5

*Marques, ]. C. Ph.D. thesis, University of Malaga, Spain, 1988.

*M. Guardia, E. Perris-Cardells, ]. Sancendn, ]. L. Carrion, Fluorimetric Determination of
Binding Constants between Micelles and Chemical Systems, Microchemical Journal 44
(1991) 193-200.
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Apéndice 6. Desarrollo algebraico de la ecuacion propuesta
por Runhua Lu y colaboradores para el calculo de la constante
de inclusion del complejo CD-Surfactante

Se demuestra algebraicamente la ecuacién que propone Runhua y colaboradores
para el cdlculo de la constate de inclusion entre una ciclodextrina y un surfactante
(tensoactivo).

Se parte de que se tiene un equilibrio con estequiometria 1:1 representada con la
siguiente ecuacion.

CD+T—CD-T K

Donde CD es la ciclodextrina, T es el surfactante (se elige T ya que se empled S en
los apéndices anteriores) y CD-T es el complejo de inclusion, por lo tanto, la ecuacion
de accidon de masas estard dada por la siguiente relacion.

[CD —T]
K=—"— (A6.1)
[cD][T]
CDy = [CD] + [CD —T] (A6.2)
To = [T]+ [CD —T] (A6.3)

El subindice de las ecuaciones A6.2 y A6.3 representan las concentraciones totales.

Sustituyendo las ecuaciones A6.2 y A6.3 en la ecuacion A6.1, se tiene.

_ To— [T] _ To—[T] (A6.4)
(CD,—[CD—-TDI[T] (CD,—To+I[TDIT]

K
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1 _(€Dy—To+[TDIT] _ (€D, —To+[TDIT] _ CDo —To +[T]

=

To—[T] — (To/[T1-DITT — To/[T]—-1

1(T,

CDO—T0+[T]=%<[TTO]—1)

—TO+[T]=1(E—1)—CDO

K\[T]
T, - [T] =%<1—[TTO]>+CDO

(A6.5)

(A6.6)

(A6.7)

(A6.8)

(A6.9)

De la ecuacidon A6.9 se tiene una relacion lineal de To — [T] con (1 -To/[T]), donde la

pendiente es igual a 1/K y la ordenada al origen es igual a la CDo, a partir de medidas

de tension superficial se pueden obtener los valores de [T] y To. Los valores de [T] y To se

obtienen de las relaciones de TS vs [Surfactante] en ausencia y en presencia de la BCD

respectivamente como se muestra en la figura A6.1.

80 T (@) 80 T (b)
2\ L
60 + 60 ¢ ° 0o
\\ °© O
n e °5
= 40 (SRR - E 40 Q
Q-0 --0--0B--O--0--G- °5 o0 o
20 + [T 20 + T,
0 1 : | : 1 0 +——F+———— ——— ——
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 7 8
[Surfactante] [Surfactante]

Figura A6.1 Relacion de TS en funcidn de [Surfactante] en ausencia (a) y presencia

de BCD (b).
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En la figura A6.1(a) se muestra la relacion de TS vs [Surfactante] en ausencia de la
BCD, donde se muestra que a un valor de TS de 40, se tiene un valor de 0.9 que
corresponde al valor de [T] y representa la concentracion del surfactante libre y en
elinciso (b) de la misma figura, se muestra la misma relacién pero ahora en presencia
de la BCD, por lo que al mismo valor de TS, se tiene un valor diferente de
concentracion del surfactante, para este caso se tiene un valor de aproximadamente
4, que corresponde a To y representa a la concentracién total del surfactante
(surfactante libre y surfactante complejado con la BCD). Con estos resultad os se hace
uso de la ecuacién A6.9 y se construye la siguiente relacion mostrada en la figura
A6.2.

6 +
y=0.1735x +3.6158 J
Rz =0.9727 N
@eeererentttt ‘6 TILIEY 03 ""O""O"@) 3 ___ I:|I
2 +
l €
-7 -6 -5 -4 3 5 ¥ .

1-Ty/[T]

Figura A6.2 Relacion de To —[T] en funcién de 1 — To/T.

De la pendiente se obtiene el valor de la constante de inclusién del complejo.
Ademas, el valor de la ordenada al origen corresponde a la concentracion total de la
CD. La concentracion de la CD usada para la construccion de la figura A6.2 fue de 4
mM (las unidades del eje y esta en mM).

El valor del coeficiente de correlacion cuadrado no tiene buena correlacién, por lo
que Runhua y colaboradores, mencionan que es debido a que se lleva a cabo la
formacion de otros complejos de inclusion con estequiometria diferente a la 1:1.
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Quercetin spectroflucrometric quantification was camied out in agueous media (pH 71 wing micelles of
surfactants, namely: CTAB, 505 and TX100 & promoters of guercetin fluorescence, having a oritical
micelle concentration, CMC, of: 094 + 003, 77 + 06 and 018 + 03 mM respectiely, measured
through UW-Vis spectrophotornetry. The thermodynamic binding constant, K for the gquencetin-
surfactants’ micelles supramolecular complex was estimated to be (logtM™) = 287 + 002 278 +
004 and 280 + 004, respecthely, from flucrescence spectrophotometry. With the aid of these
parameters it was possible to construct species distribution diagrarms and choose the experirmental
conditions where quercetin can be quantified in agueocus media from fluorescence measurerments. The
best lowest Imit of detection (0244 + 0092 pM was achieved with CTAB micelles while the best
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1 Introduction

Quercetin, 3,%,4",5,7 penmhydrosyflavone, see Fg 511 is
commaonly found in fruits and vegetables, although in parte-
ular, in apples and onions it occurs at highest levels.'® Due
mainly to its ant-midant capacty,’ quercetin exhibits also
other very important properties, namely: anti-inflammatory,?
anti-athemgenic and anti-cardnogenic.® Furthermore, as
affeine, quercetin is also neuroactive and has GRAS (Generally
Fecognized As Safe) stams. No side-effects have vet been noted
in doses of a few grams a day in either humans or animals. In
order to quant fy quercetin several methods have been reported,
namely: spectrophotometry in ethanolic media,™* using the
ooloured complex formed on reaction of quercetin with
aluminium chloride in agqueous media,” high performance
liguid chmmatography,™ dectrochemical,*** photo-clectoro-
chemical.™ Flavonols, like the querceting containing an —-0OH
group at position 5 [C-5), comprise a special class of non-
fluorescent molecules in aqueous solution; sinee the intermo-
lecular hydrogen bond between the polar groups of solute and
HyOexeeeds various intramolecular byd rogen bonds, it displays

“Universidad Autdnoma Metropolising - Espalona, Departamento de Quimics, Area
de Quimica Analiden, Aw San Rgfoed Atfiees 185, Col vieenting, (2P, 09240, Cludad
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sensithity (2919 + 0.054) M~ comesponded to D5

& large dibedral angle that makes it very difficult for ESICT
[excited state intramolecular charge transfer) to oceur.

Thus, the formaton of a distorted excited state will become
very active in water and no quercetin fluorescence emission is
observed.** It has been shown that under particular conditions,
namely: when quercetin binds to intracellular proteins® and in
methanol media,” the quercetin exhibits strong fluorescence,
which was the property herein used for its simple, affordable,
guantification. MNotwithstanding, the specoofluorometric
guantification of quercetin in aqueous media has not been re-
ported vet. In this work, it is shown that different surfacta nts
namdy: cetyl trimethvlammoniom bromide, CTAE™ sodium
dodeeyl sulphate, SDS,* and Triton 3-100 (TX-1007* can be
used as promoters for quercetin fluorescence inagueous media,
allowing its spectrophotometric quantfication, in this regard,
Dwivedi et ol " have shown than the fluorescence properties of
an amphiphilic pervlene diimide, 8 bimolecular analogue of -
DOPA, can be modulated by means of host-guest interactions
with CTAE. It is important to mention that the methods re-
ported so far for quercetin quant fication require expensive
instrumentation Le. HPTLC'**™ or sensing materials named v
multiwall carbon nanotubes® or carbon nanoparticles.®*

But must important, all of them need sufficiently long
periods of ime for quercetin determination, however as has
been shown,” the stability of quercetin and other flavonoids
namely: morin, kaempferol, and myricetin are pH and tme
dependent thus, if these flavonoids are not stabilized during the
measuring times their concentration may change. As will be

shown in this work the use of surfactants ovwercomes this
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Fig.1 UV-Vis spectra recorded in the system quercetin-H,O-surfactant recorded as a function of the concentration of the different surfactants
considered: (3} CTAB, {b) SDS and i) TX-100. In all cases the temperature was 28.0 + 01) °C, the pH 7 + 0.2 and the quercetin concentration
was 5 x 107 M. The absorbance recorded at 365 nm as 3 function of the surfactant variation s also shown in 2ach cae.

difficulty since they confer enough stability to quercetin during
its spectrofluorometric quantification time.

2 Experimental
2.1 Reagents and instruments

All the substances used were reactive grade. Quercetin, CTAB,
SDS and Triton X-100 from Sigma-Aldrich, methanol to dissolve
the quercetin was JLT. Baker brand, 18 M{ cm resistivity
deionized water from a Millipore Milli-Q equipment was used as
solvent for all experiments. To dissolve the reagents, an Ultra-
sonic (8891 Cole-Parmer, set sonic min). All the experiments
were conducted at 280 = 0.1 °C aided by a Grant W14
recirculator.

The solutions were protected from light incidence as much as
possible. Concentrated solutions of SDS, CTAB and Triton X-100

s jound £ © The Royd Society of Chenmsly 2018

Table1 Comparson of the CMC values calculated in this work, from
UV-Vis spectrophotometric measure ments, with those reported inthe
literature for the surfactants considered in this work

CMC/mM

CTAB sDs TX-100

094+ 0.03 7706 018+ 0.3 This work
092 g1 = 21

092 83 - 22

098 82 = 23

% CMC reported by the supplier is 0.2-0.9 mM. The uncenainty reponed
was estimated from at least 5 repetitions.

were prepared in water and a quercetin concentrated one in
methanol. Aliquots were taken from each of these solutions to be
added to the different systems to obtain the desired

RSC Acv., 2018 8 10980-20385 | 10981
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Fig. 2 [a) Fluorescence emission spectra recorded ina 6 = 1075 M
quercetin aquecwus solution containing different CTAB concentrations,
within the 0 to 245 M range. wing an excitation wavelength of 350 nm
at [28.0 4 0.1)*C and the pH 7+ 0.2, (0] Plot [If; — 117" w. VICTAR]-
CMC obtained from the flucrescence intensity. L in {al and CMC in
Table 1.

concentrations. The pH of the solutons was measured with
a Mettler Toledo pH-meter, with an ermor of =0.01 per pH unit

2.2 UV-Vis spectrophotom ciry

Spectrophotometric measurements were carried out with a UV-
Vis Llambda 20 spectrophotometer using gquartz cells, one-
centimetre optical path length, and two transparent faces and
the WinLab software. For estimation of the surfactants eritical
micelle concentration, CMC, three systems were prepared with
a volume of 5 mL of water and 5 = 10~* M quercetin concen-
tration each. To each of the systems, aliquots of the stock
solution of one of the surfactants, were added and the respec-
tive absorption spectrum was measured after every additon.

1.3 Huorcscence spectrophotometry

Fuorescence measurements were performed with a Perkin
Elmer LS50 Luminiscence Spectrometer using quartz oclls, one-
centimetre optical path length, with the four transparent faces
and the WinLab software.

These measurements were used for both: evaluation of the
binding constant of the supramolecular complex formed
between gquercetin and surfactants micelles and for quercetn
guantificaion. Three systems were prepared with a volume of
5 mL of waterand a 6 = 107" M guercetin concentration. To
cach of the systems, aliquots of the mother solution of one of
the surfactants were added and the respective emission fluo-
rescence spectrum was measured after every addition. For
guercetin quantification, calibration plots were obtained by

10882 | RSO Ak, 2018 8, 105H0-1059868
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Table 2 Binding constants between guercetin and micelles of
different surfactants®

Sufactants  Intercept W0 slope/M  F b K7W )
CTAB L1376 £ DUkl 18.73 + 035 09975 287+ 0ud2
505 2823 &= QUM 4708 + 286 09819 278+ 0uM
TH- 1Mk 1262 + 0ull12 19,7 + 055 09947 2800+ 0ubd

% The uncertainty repored was estimated (rom at least 5 repetitions.

adding quercetin (within the 0 to 7.5 mM range) to an aqueous
solution having a fixed surfactant concentration [(higher than
the respective CMC value) and the respective emission fluores-
oonoe spectrum was recorded at 350 nm excitation wavelength,
for all experiments.

2 Results and discussion
3.1 CMC calculatons

Fig. 1 shows a family of UV-Vis spectra recorded in the system
guercetin-HaO-surfactant for a fised quercetin concentration
and different surfactant concentrations. From  absorbance
variation at 365 nm it is possible to estimate the CMC for each
case, see Table 1.0+%

42 (uercetin stability

In the absence of surfactant micelles, see Fig. 52,1 quercetin is
notably unstable, the absorbance at 365 nm decreases linearly
with tme, referred to its value at ¢ = 0, however when the
surfactant concentration is present higher than the respectve
CMC value quercetin becomes stable in time.

43 Thermodynamic binding eonstant for the gquercetin-

surfactants micelles supramolecular complex

Fig. 2a shows a family of fluorescence emission spedra of quer-

crtin in aqueous media with different CTAE concentmtions.
From this ﬁp.m: it becomes plain that e the absence of CTAB

maolecules, quercetin depicts no flunmesoenee. Notwithstan ding, as

the CTAE concentmtion in the system is increased, a well-defined

=
oo

Molar fraction
o g
F ] o

=
BJd

pCTAB

Fig. 3 [Distribution diagram of the quercetin, O, species as a function
of pCTAB = —loglCTARL.
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Fig. 4 Fluorescence emission spectra using an excitation wavelength of 350 nm, recorded in 3} 3768 + 0.009 mM CTA8 [b) 36.893 +
0.015mM SDS and (c) 2 827 + 0.012 mM TX-100 aqueous solutions added with different quercetin concentrations at (28.0+ 0.1)°Cand thepH 7
+ 02 The respective callbration plots are also show at the night of each spectra family. In these plots the fluorescence intensity of the cor-
responding surfactant aqueous solution without quercetin was subtracted. The error bars were estimated from at least 5 repetitions.

fluorescence intensity peak is foormed at 540 nm, furthermaore,
quite a similar behaviour was noted when SDS or TX-100 was
added, see Fig. S3 in the ESH of this work.

The supmmolecular complex, Q—Surt’.., formed between
quercetin, Q, molecules and the surfactant, Surf, micdles, see
Reace. (1), restricts quercetin mobility and promotes in this way its
fluorescence.

Qag) + Surfasy = (Q — Surf’,) (R1)

where  and Surf’ represent generalised species. As can be
noted from the distribution diagram shown in Fig. S4,1 con-
structed with the pK, values reported by Alvarez-Diduk etal ' at
pH 7 the quercetin predominant species correspond to a mono-
anionic, 7, form while for the surfactant micelles, cations
(CTB"), anions (DS~) or neutral molecules (TX100) would form
depending on the surfactant nature.

According with Guardia et al,* from fluorescence emission
spectra it is possible to determine the binding constants, K,
between micelles and chemical systems using eqn (1).

()

s jaund & © The Roydl Socety of Chemisly 2018

- -
| =[] [+ e

I yK([surfactant] — CMC) |
where [ is the fluorescence intensity of the system at each
concentration of the surfactant, [, is the fluorescence of the
system in the absence of surfactant, and 4, is the maximum
fluorescence obtained; v is the quotient of the molar extinction
coefficient, at the excitation wavelength, in the presence (¢ Jand
in the absence {#) of the surfactant.

When the extinction coefficient does not vary in the micellar
media ¥y = 1. The regression between [I/l, — 1] and U
[surfactant}CMC, gives a straight line and the value of the
binding constant between the system and the micelles can be
obtained from the ratio of the intercept and the slope of this
line, whenever the micelles do not modify the extinction coef-
ficient at the excitation wavelength. From Fig. 2b it can be
noted, in the case when CTAB was the surfactant added, thatthe
maodel associated to eqn (1) fits quite well the experimental data
(similar behaviour has been noted in the case of SDS and
TX100), see Fig. S3.1

I
Ia

(1)

RSC Acv., 2018, 8, 1098010586 | 10983
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Table3 Analytical features depicted for the spectrofiucrometric quantification of quencetin in agqueous media using different surfactants at fixed

conoentrations, obtained from the calibration plots shown in Fig. 47

Surfactant [Burfactant]imM LoDk LOWY phd Sersi vty b "
CTABR 3.768 + LD 0244 + 0.092 A1 + o L71R + (UG
505 36,893 + Qs 048 = 019 160 + 18 2919 + 0054
TH-104} 2,827 £ D02 056 + 0.22 1.88 + 021 L3346 + 0030

*The uncertalnty repored was estimated from at least 5 repetitions.

Table 2 summarizes the values of binding constant for the
quercetin and micelles of the different surfactants considered.

It is important to note that recently, from similar spectro-
se0pic measurements, Szvmozyk and Taraba ** found that log{K/
M~) = .16 for the interaction between Triton X-114 and
Quercetin (2 = 107" M at 20 “C) while Liu and Guo™ reported
3.45 for quercetin (5 = 107" M at 25 °C) with Triton X-100 and
Singh et al®, 3.25 for sodium bis[2-cthvlhesy[jsulfosuccinate
and quercetin (3 = 107* M at 25 =C).

With the respective K values reported in Table 2 it is possible
to construct the species distribution diagram for quercetin and
the complex formed in aquecus soluton as a function of
pSurfactant = —log{surfactant]** Fig. 3 depicts such diagramin
the case of CTAE; similar disgrams, for SD% and TX100 can be
found in Fig. 55.7

A4 (Quercetin quantification
Once it was shown that the interaction between quercetin and
surfactant promotes the fluorescence of the former in aqueous
media, due to the supramolecular interaction with micelles of
the amphiphilic molecules, the spectrofluorometric quant fi-
caton of quercetin in aqueous media was carried out.

In order to do this, an aqueous solution of surfactants with
a fixed concentraton, 4 imes higher than the respeetive ChC,

was used to ensure the presence of micelles in each case and
that the complex guercetin-surfactant predominates in the
system, see Figo 3 and 851 Fig. 4 shows the fluorescence
emission spectra recorded in aqueous surfactant solutons, at
a fied concentration, added with differemt guercetin
concent rat ons.

It is possible to note in all cases the formation of a flores-
cence peak, of which the intensity varies lincarly with the
quercetin concentration. From these calibration plots, it was
possible to calculate the analytical features namely: the limits of
detection (LOD) and quantification [LOGQ) and the sensitivity in
cach case, sec Table 3.

Table 4 depicts a comparison of the analytical method
developed in this work with others reported, particularly
regarding quercetin quantificati on, from which it results plaint
that the analytical performance of our methodology is plainly
comparable or even better than that of others more sophisti-
cated ones.

1.5 Interferenoes

In order to broaden the uscfulness and applicability of the
spectrofluorometric quantifimtion of querceting experiments
were run on other molecules that eould cause competition with
quercetin in the micelles; namely: moring ruting catechin and

Table 4 Comparison of the analytical performance of different methodologies towards quercetin quantification™

Ll L] -]

10 iy 10

Media Methodalogy LTy M Lo M ERTRICTLY ¥ Rel.
MH -HH,Cl buffer solition Fluorescenos G848 M.E 4.3 20
(10 M, pH 9.47)
Phosphate buMer Adearplive strippimg with A9 M.E 2.5 2
(1M pH 7.40) sy pe wanve willammetnyF

Adsarplive siripplmg with 075 M.E. 8.7

squame wave volammetn®

Arpe mme iy 1740 M.E. 150

Arpe mme Ly 141 M.E. 760

Armpe mmse Ly 20 M.E 330
Methanol HFTLC el ] S50 _ 18
Ethanal HFTLO S5y 1480 —_ 19
Water [pH 7) Fluomzcence, in the presence 24.4 fl 072 Thiz wark

ol CTAB micelles

Fluomzcence, in the presence 7.5 160 2,52

ol 505 mice les

Fluomzcence, in the presence 56.4 188 1.35

ol TR0 micelles

*NLE Naot eported. * Using carbon manoparticlkes as Muarscence probe. © Using GCEPERCNT. * GCE/PAA-CNT. © GCE, where: GCE [#lassy carbon
elect mades), CHT (multiwall carbon manotube), PED (polyethylenimine) and PAA (polyacrylic acid)).
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cpicatechin, see Fig. 56,1 and thus may provoke interference.
was found that regardless of the nature of the surfactant, when
adding maorin to an agueous solution with fived concentrations
of gquercetin and surfactant, see Fg 57,1 the fluorescence
intensity increases lincarly with the morin concentration,
contrary, when rutin was added, instead of morin, the fluores-
cence intensity decreases linearly with the its concentration, see
Fig. 58,1 however, when catechin, see Fig. 59,1 or epicatechin,
see Fig. 810, were added the fluorescence intensity remains
practically constant. From these results, it can be concluded
that while morin is a major interferent, rutin slightly interferes
and catechin and epicatechin do not. Furthermore, itwas also
found that quercetin can be quantified spectrofluorom etrically
in the presence of a higher concentraton of ascorbic acid (see
Fig. S111).

4 Conclusions

It has been shown that micelles of surfactants (anionic, cationic
or neutral) in neutral agueous media interact with quercetin
forming stable supramolecular complexes that promote both:
time stability and quercetin fluorescence, which allow it guan-
tification by means of spectrofluorometry even in the presence
of similar molecules like catechin and epicatechin or higher
aseorbic acid concentrations.

Conflicts of interest

There are no conflicts of interest to declare.

Acknowledgements

JCAE [286109) acknowledges and thanks CONACYT for the
studentship given to pursue research Ph. D ostudies. MEPP,
MARE and MTRS gratcfully acknowledge the SKI for the
distinction granted and stpend received. MTRS acknowledges
CONACYT for project 237327 and the cathedra 2159. The
authors also like to thank SEP PRODEP for financial SUPpOrt
through the RedNIQAE.

Motes and references

1 £ A Lombard, E. Geoffriau and E. Pefiley, Flavonoid
guantification in onion by spectrophotometric and high
pedformance liquid chromatography analysis, HortScience,
02, 37, bE2-HRS.

2 F. Gutierrez, G. Ortega, J. L. Cabrera, M. [ Rubianes and
G. A Rivas, Quantification of quercetin using glassy carbon
clectrodes, modified with muldwsalled carbon nanotbes
dispersed  in polvethyvlenimine and polvacric  acid,
Electroanalysis, 2010, 22, 2650-2657.

I R il!.rarc:.n-[:!i.dub'., M. T. Ramircz-Silva, A Galano and
A, Merkori, Deprotonation mechanism  and  acdity
constants in agueous solution of flavonols a combined
cxperimental and theoretical study, . Phys Chem B, 2013,
117, 12347 -123 59,

e

Thies jounnal & 8 The Royal Socety of Ohensty 2018

RSC Advances

4 A E. Rotelli, T. Guardia, A. O. Juarez, M. E. de |a Bocha and
L. E. Pelzer, Comparative study of flavonoids in experimental
models of inflammation, Pharmacol. Res., 2003, 48, 601606,

5 A K. Verma, |. A Johnson, M. M. Gould and M. A. Tanner,
Inhibiion of 7,12-dimethylbenz(a)anthracene- and N-
nitrosomethylures-induced rat mammary cancer by dietary
flavonol quercetin, Cencer Bes, 1988, 48, 57545758,

6 K. Sun Yoo, E. Jin Lee and B. S. Patil, Quantification of

Cuercetin Glyoosides in & Onion  Cultivars  and

Comparisons of Hydrolysis-HPLC and Spectrophotometric

Methods in Measuring Total Quercetin Concentrations, [

Food Sci, 2010, 75, C160-CLA5.

L. E. Dowd, Spectrophotometric Determination of Quercetin,

Angl. Chem., 1959, 31, 1184-1187.

8 R Alvarez-Diduk, M. T. RamirezSila, G. Alarcon-Angeles,
A. Galano, A. Rojas-Hernandez, M. Romero-Romo and
M. Palomar-Pardave, Electrochemical Characterization of
Quercetin in Aqueous Soluton Analysis, ECS Trans, 2009,
20, 115-122,

9 B. Lu, J. Xia, Z, Wang, F. Zhang, M. Yang, ¥. Li and Y. Xis,
Molecularly imprinted electrochemical sensor based on an
clectrode  modified with an  imprinted pyrrole  film
immobilized on a feorclodextrin/gold nanoparticles!
graphene layer, BSC Adv., 2015, 5, B2930-82935,

10 L Tian, B. Wang, . Chen, Y. Gao, ¥. Chen and T. Li,
Determination of quercetin using a photo-clectrochemical
sensor modified with titanium dimide and a platinum{o}
porphyrin complex, Microchim Acta, 2015, 182, 687691,

11 . 5. Pillai, K. Krishnalkumar and B. Krishnan, Fluorescence
properties of Quercetin — A Review, Asign . Res. Biol. Pharm.
&ci, 2017, 5(2), 44-49,

12 L BRaran, C. Ganea, 1. Ursa, V. Baran, O. Calineseu, A Tfoime,
K Ungureanu and L. T. Tofolean, Fluorescenoe properties of
quercetin in human leokemia jurkat t-cells, Bom [ Phys
3011, 56, IBE-39B.

13 K Jain and 5. Rajput, Determination of quercetin in lotus
leaves extract and glvewrrhizin in liquorice roots extract by
spectrofluorimetric methods, fndo Am. J. Pharm. Res., 2014,
4, 5495-54949,

14 A. E. Sinchez-Rivera, V. Vital-Vaquier, M. Romero-Romo,
M. T. Ramirez-Silva and M. Palomar-Pardave,
Electrochemical Deposition of Cetylrimethylammoniom
Surface Hemimicelles at the Hg/'o.1 M NaCl{ag) Interface,
I Electrochem Soc., 2004, 151, Cabb—C6T 3.

15 8 Corona-Avendafio, G. Alareon-Angeles, M. T. Ramirez-
Silva, G. Rosquete-Pina, M. Romero-Romo and M. Palomar-
Pardave, On the dectrochemistry of dopamine in aqueous
solution. Part It The role of [SDS] on the voltammetric
behavior of dopamine on a carbon paste clectrode, [
Eectroanal Cheme, 2007, 619, 17-26.

16 5. Kumar Hait and 5. Priva Moulik, Determination of critical
micelle concentration [CMC) of nonionic surfactants by
Donor-Acceptor interaction with iodine and correlation of
(MC  with hwdrophile-lipophile  balance and  other
parameters of the surfactants, J. Surfectanis Deterg., 2001,
4, 303-309,

=l

RSO Adk, 2008 B, 10BE0-10565 | 10985




RSC Advances

17

18

19

A K. Dwivedi, M. Pandeeswar and T. Govindaraju, Assembly
Modulaton of PDI Derivative as a Supramolecular
Fluorescence Switching Probe for Detection of Cationic
Surfactant and Metal lons in Aqueous Media, ACS Appl
Mater: Interfaces, 20014, &, 21369-213749.

B. Singh, P. Mungara, M. Nivsarkar and 5. Anandjiwala,
HPTLC Densitometric  Quantification  of Glyeyvrrhizing
Glyeyrrhetinie Acid, Apigenin, Ksempferol and Quercetin
from Glycyrrhiza glabra, Chromatographie, 2009, 70, 1665-
1672,

8. Shailajan and H. Joshi, Optimized Separation and
Quantification of Pharmacologically active markers
Querceting,  Eaempferol, fesitosterol and Lupeol from
Cuscuta reflexa Roxb, J. Pharm Res., 2011, 4, 1R51-1853,

. Xiao, I, Yuan, H. He and M. Gao, Microwave assisted one-
step green synthesis of fluorescent carbon nanopart cles
from ionic liguids and their applicaton as novel
fluorescence probe for quercetin determination, [ Lumin,
2013, 140, 120-125,

21 J. H. Fendler and E. J. Fendler, Catalysis in Micellar and

X2

Maocromalecular System, Academic Press, London, 1975,

K Holmberg, B. Jonsson, B. Kronberg and B. Lindman,
Surfactants and Polymers in Aqueous Solution, John Wiley &
Sons Ltd, Great Britain, 2nd edn, 2003,

1986 | BT Acke, 2018, B, 105801055

23

b

25

Paper

M. J. Rosen, Sufactants and Imterfacial Phenomena, John
Wiley & Sons Ltd, New Jersey, 3rd edn, 2004.

M. Guardia, E. Perris-Cardells, . Sancenon and J. L. Carrion,
Fuorimetric determination of binding constants between
micelles and chemical systems, Microchem. [, 1991, 44,
193200,

K Szymezyvk and A. Taraba, Specroscopic Studies of Triton
X114 and Quercetin/Butin Solutions, [, Angl Pharm Res
2017, 5(1), 00128, DOI: 10.15406/japlr. 2017 05,00 128,

W. Liu and R. Guo, Interaction of flavonoid, quercetin with
organized maolecular assemblies of nonionic surfactant,
Colloids Surf., A, 2006, 274, 192-199.

0. Singh, R. Kaur and R. Kumar Mahajan, Flavonoid-
surfactant interactions: A detailed physicochemical study,
Spectrochim. Acta, Part A, 2017, 170, 77-HE.

M. PalomarPardave, G. Alarcon-Angeles, M. T. Ramirez-

Silva, M. RomercRomo, A RojasHernandez and
5. Corona-Avendarno, Electroc hemacal and
spectrophotometric determination  of the formation
constants  of the ascorbic  acid-feycodextring and

dopamine-f-oyclodextrin inclusion complexes, [ Inclusion
Phenom Macroogelic Chem, 2011, 69, 91-99.

purnnal =8 The Royal Socety of Chemsty 2018




Electronic Supplementary Material (ESI) for RSC Advances.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018

Supporting material

Figure S1. Quercetin fully optimized geometry, with a dihedral angle, DA, 21.63°, according with Alvarez-
Diduk ef al. [3], where the colours code 1s: gray for carbon, red for oxygen and white for hydrogen atoms.
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Figure 52. Comparison of tume vanation of the absorbance percentage at 365 nm referred to its t = 0 value,
recorded in a quercetin (5 x 10~ M) aqueous solution, (28.0 = 0.1) °C, and pH 7 = 0.2, in the absence (circles)
and presence (squares) of different surfactants: a) SDS, b) CTAB and c) TX-100, all at a set concenfration
higher than its respective CMC value. The line was obtained by linear fit of the data in the absence of surfactant

molecules.
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Figure S3. Fluorescence emission spectra recorded in a 6 x 10~° M quercetin aqueous solution containing
different SDS (a) or TX100 (b) concentrations, indicated in the figure using 350 nm excitation wavelength at
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Figure 54. Up: Distribution diagram of the quercetin, Q. species as a function of pH constructed from the pKa
values reported by Alvarez-Diduk ef al. [3] Bottom: Quercetn predomunant species at pH 7 and the different
surfactants considered in this work.
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Figure 56. Molecules tested as possible interferents duning the spectrofluorometnic quantification of quercetin.
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Figure 57. Fluorescence emission spectra, usmg an excitation wavelength of 350 nm. recorded in a) 8.65 pM Q
and 409 mM CTAB b) 8.14 pM Q and 38.06 mM SDS and ¢) 8.65 pM Q and 2 78 mM TX-100 aqueous
solutions added with different mornin concentrations at (28.0 £ 0.1) °C and the pH 7 = 0.2. The fluorescence
mtensity variations respect to the value in the absence of mornin (%) are also shown at the right of each spectra
fanuly.
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Figure S8. Fluorescence emission specira, using an excitation wavelength of 350 nm_ recorded in a) 8.35 pM Q
and 3.86 mM CTAB b) 8.14 pM Q and 37 84 mM SDS and c¢) 8§35 pM Q and 278 mM TX-100 aqueous
solutions added with different rutin concentrations at (28.0 = 0.1) °C and the pH 7 = 0.2. The fluorescence
mtensity vanations respect to the value in the absence of mitin (%) are also shown at the night of each spectra
famuly.
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Figure S9. Fluorescence emission spectra, using an excitation wavelength of 350 nm, recorded tn a) 8.35 pM Q
and 4.04 mM CTAB b) 835 pM Q and 3799 mM SDS and c¢) 835 pM Q and 2 78 mM TX-100 agueous
solutions added with different cathecin concentrations at (28.0 £ 0.1) °C and the pH 7 = 0.2. The fluorescence
mtensity vanations respect to the value in the absence of cateclun (%) are also shown at the nght of each spectra
fanuly.
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Figure 510. Fluorescence emission spectra, using an excitation wavelength of 350 nm, recorded mn a) 8.35 pM
Q and 3.86 mM CTAB b) 8.35 pM Q and 3798 mM SDS and ¢) 8.35 pM Q and 2.78 mM TX-100 aqueous
solutions added with different epicathecin concentrations at (280 = 0.1) °C and the pH 7 = 0.2, The
fluorescence mtensity vanations respect fo the value in the absence of Epicateclun (%s) are also shown at the
right of each spectra famuly.
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