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Introduccion

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos compuestos por unidades D-
(+)-glucopiranosa conectadas entre si por enlaces glucosidicos del tipo a(1—4). En la
Figura 1.1, se muestran las méas conocidas, formadas por 6, 7 y 8 unidades de
glucopiranosa y denominadas como a-, - y y-CD, respectivamente.” Las CDs son
intrinsecamente quirales, ya que estdn compuestas por la repeticion de azlcares que

presentan actividad optica.
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Figura 1.1. Estructura quimica de los tres tipos de ciclodextrinas mas importantes.

La principal caracteristica es la capacidad para forma complejos de inclusion.
Debido a su forma hueca de cono truncado y a su cavidad relativamente apolar,? las CDs
son capaces de actuar como moléculas anfitrion pudiendo albergar en su interior una gran
variedad de moléculas huésped.® Es importante sefialar que no son sistemas rigidos, sino
que poseen una relativa flexibilidad, que les permite asociarse con una gran variedad de
moléculas pudiéndose unir, en cada caso, de manera muy diferente.>* Al mismo tiempo,
tienen la capacidad para reconocer y complejarse de forma selectiva con huéspedes
especificos, por lo que se dice que tienen la propiedad de reconocimiento molecular.* Por
otro lado, hay que destacar que se tratan de productos naturales producidos a partir de la
degradacion enzimética de un material natural como es el almidon. Esto hace que su
efecto toxico sea muy bajo y puedan utilizarse en medicamentos, alimentos 0 cosméticos.

Todas estas caracteristicas mencionadas han hecho que las CDs se hayan convertido
en uno de los receptores moleculares mas importantes y estudiados en la quimica

supramolecular, originando el nacimiento de la Quimica de la Ciclodextrina que implica
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la investigacion de sus propiedades, el estudio de sus posibles modificaciones y la
busqueda de nuevas aplicaciones.>”’
Aunque el mayor porcentaje de CDs usadas comercialmente corresponde a la
alimentacion® y a la cosmética,” es indudable que uno de los mayores esfuerzos en

investigacion estd relacionado con su potencial aplicacién farmacéutica,™***

como
potenciales portadores y liberadores de farmacos y de material genético.'® Una buena
parte de los farmacos son poco solubles en agua y, consecuentemente, su absorcion
bioldgica es lenta y con frecuencia poco eficaz, ademas muchos de ellos son sensibles a la
oxidacion, pueden descomponerse por la luz y el calor, o ser volatiles y a veces pueden
producir efectos secundarios. La mayoria de estos problemas y limitaciones de uso
pueden quedar solventadas mediante su asociacién con CDs.*

En la actualidad, las CDs y sus derivados ofrecen también otras muchas
posibilidades de aplicacion: son eficaces en la separacion cromatografica mediante el
reconocimiento molecular de mezclas de sustancias complejas, incluyendo la

1415 tienen actividad catalitica, siendo de

diferenciacion de moléculas enantioméricas;
interés como modelos enzimaticos; se utilizan como receptores de nucleétidos;
precursores de tubos moleculares; sensores quimicos, etc." También, la construccion de
estructuras supramoleculares entre polimeros y CDs en el disefio de hidrogeles,*®
nanoparticulas poliméricas, pseudo- y polirrotaxanos, esta teniendo un gran auge en los
Gltimos afios por sus aplicaciones en biomedicina® y en la nanotecnologia'’ como

conductores poliméricos aislados en el canal de CDs,*®*°

como motores bioguimicos que
simulan movimientos musculares naturales y maquinas moleculares tipo cilindro-pistén,?
etc.

Aunque las CDs naturales son capaces de albergar en su interior una gran variedad
de moléculas, su modificacion quimica mejora muchas de sus propiedades (capacidad de
complejacién, enantioselectividad, solubilidad, bioabilidad, etc.) frente a diferentes
huéspedes,?! lo que le permite disefiar moléculas anfitrion, “a la carta”, especificas para
determinadas aplicaciones.?** Un ejemplo, son aquellas modificadas con un sustituyente
organico que puede contener un grupo croméforo (Figura 1.2) que, como veremos
posteriormente, forma parte de nuestro trabajo de investigacion. Dependiendo del tamafio,
forma, flexibilidad o caracteristicas hidrofébicas de este sustituyente se pueden dar
diferentes procesos: (a) equilibrios conformacionales donde el sustituyente puede actuar

bloqueando o facilitando la entrada en la cavidad, (b) procesos de autoinclusion del
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sustituyente y/o (c) de agregacion para dar lugar a dimeros y/o oligdmeros no-covalentes.
Todos estos procesos son competitivos entre si y con los de complejacion con cualquier
molécula huésped. Por ello pueden ser empleados, dependiendo del tipo de sustituyente,
para regular la inclusion y liberacion de moléculas huésped por medio de estimulos
externos, como pH, polaridad del medio, temperatura, etc.®> Ademés este tipo de CDs
modificadas con grupos cromoforos esta siendo utilizada como sensores foto- y

electroquimicos y colectores de luz.?

Figura 1.2. Ejemplo de una p-CD modificada donde todos los grupos —OH se encuentran metilados y
ademas contiene en la cara secundaria un ligando bidentado tipo xilileno.

Nuestro grupo tiene una amplia experiencia en el estudio de complejacion con CDs
naturales de moléculas precursoras de polimeros (poliésteres), de moléculas sensibles a la
polaridad y viscosidad del medio, de farmacos, de separacion de moléculas quirales con
CD modificadas®* y de formacion de complejos con polimeros lineales
(polirrotaxanos).>**® Nuestra metodologia de trabajo se basa en sistematizar, racionalizar
y explicar el comportamiento de cualquiera de estos sistemas huésped-anfitrion, buscando
una relacion entre su estructura microscopica y las caracteristicas y propiedades
macroscopicas de los mismos. El procedimiento de trabajo consiste en realizar medidas
experimentales y célculos tedricos de propiedades y magnitudes sensibles a la
microestructura del sistema, es decir, a las conformaciones, estructura y dindmica, a las
posibles interacciones intra- o intermoleculares responsables de su estabilidad, distancia y

orientacion relativa de grupos concretos (cromoforos), etc. En este sentido, hemos

5
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aplicado dicha metodologia al estudio de los diferentes procesos competitivos, a los que
antes haciamos referencia, que se dan en algunas CDs modificadas con grupos croméforo,

aisladas o en presencia de moléculas huésped sensibles al medio.

El trabajo realizado y descrito a lo largo de esta Tesis, ha consistido en:

ePuesta a punto de un espectrofotometro de dicroismo circular y su
aplicacion en el campo de complejos de inclusion con ciclodextrinas.
Comparacion de los resultados obtenidos con los de otras técnicas experimentales
y tedricas para corroborar la estructura de estos sistemas en disolucion
(Capitulo 7).

e Comportamiento fotofisico, conformacional y estructural de ciclodextrinas
de nueva sintesis modificadas en la cara secundaria por un grupo cromoforo
xilileno (Capitulo 8) o naftaleno (Capitulo 9), asi como de la termodinamica de
autoasociacion en disolucion acuosa.

eEstudio del efecto que tiene la autoasociacion de ciclodextrinas y el
sustituyente unido a la CD en la complejacién con otras moléculas huésped

sensibles al entorno (Capitulo 10).

Para llevar a cabo el trabajo de investigacion se han utilizado diferentes técnicas
espectroscopicas (Capitulo 2), como Fluorescencia (Capitulo 3) y Dicroismo Circular
(Capitulo 4), ademas de simulaciones tedricas de Mecéanica Molecular y Dinamica
Molecular (Capitulo 5).

Por Gltimo sefialar que en cada uno de los capitulos aparece una introduccién mas
detallada, explicando los antecedentes y estado actual del trabajo desarrollado en el

mismo.
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2.1 Introduccion

Cuando la radiacion electromagnética incide sobre una molécula, puede ser
absorbida por ella lo que puede originar una reaccion quimica, dando lugar a lo que se
conoce como proceso fotoquimico. En este caso, la molécula pierde su estructura inicial,
rompiéndose y formandose nuevos enlaces. Por otro lado, es posible que como
consecuencia de la interaccion, se origine simplemente un cambio en las propiedades de
la radiacion, sin necesidad de producirse absorcion y/o emision. Puede ocurrir también
que la energia electromagnética interaccione con la molécula y haga que ésta pase a un
estado excitado, en el que permanece durante un periodo de tiempo muy corto, para
regresar intacta a su estado fundamental sin haber sufrido ningln tipo de reaccién
quimica. En este proceso se cede la energia absorbida, en forma de fotones o

térmicamente, dando lugar a lo que se denomina proceso fotofisico.

2.2 Procesos fotofisicos

Después de que la radiacion incida en la molécula, se pueden producir diversas

transformaciones o transitos energéticos que dan lugar a un gran nimero de fenémenos.

Conversion Relajacion
Interna Vibracional
2 : . Cruceentre
S 1 =T oD - Sistemas
0 N :\ 27, /’ \\
Sl v ¢ M ~_>
T
Absorcién
Fluorescencia
th ﬂ hv ﬂ \ h v -
A Va Fosforescencia
) v hva J
v
SOU 1 [ ]

Figura 2.1. Diagrama de Jablonski.
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Todos estos procesos se muestran en el diagrama de Jablonski®® (Figura 2.1). S, Sy,
S,,... Sp representan los estados singlete en los diversos estados electronicos 'y Ty, To,... Ty,
los estados triplete. Las lineas rectas indican activacion o desactivacion radiativa,
mientras que las onduladas se refieren a las no radiativas. Dentro de cada nivel
electrénico, existen niveles vibracionales que se representan con un superindice, asf So* se
refiere al primer estado vibracional del estado electrénico singlete fundamental.*

Si nos fijamos en el diagrama, dependiendo del tipo de transito, radiativo 0 no
radiativo, de los estados energéticos de los que se parte y a los que se llega, se producen

distintos procesos fisicos que, de manera general, se pueden resumir en dos:

2.2.1. Excitacion o absorcion. Cada molécula absorbe un foton que produce un

transito energético del tipo:

S + hv > S.°

La velocidad de este proceso vendra definida por la cantidad de fotones absorbidos
por unidad de tiempo y volumen, que coincidira con la velocidad de desaparicién de
especies en el estado fundamental, o de aparicion de especies en el estado excitado segln
la expresion:

IA:—M:k[M*] 2.1

dt

donde M representa la molécula en estado fundamental y M~ es la misma molécula en el

estado excitado S,". Ia es la intensidad de luz absorbida por la molécula por unidad de
volumen y tiempo.

Cuando un rayo de luz monocromatica de intensidad, lo, pasa a través de una
sustancia que absorbe de forma homogénea, la intensidad de luz transmitida, I;, viene

dada por la ley de Lambert—Beer:
|, =1,10°¢ 2.2

donde ¢ es el coeficiente de absorcion molar, ¢ es la concentracion de especies absorbidas
y d es la longitud de la trayectoria atravesada por el rayo. La intensidad absorbida vendra

dada entonces por la ecuacion:
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L, =1,-1,=1,(1-10°°) 2.3

0

La absorbancia, A, es la magnitud que se mide normalmente y se define como:
A=-log(l/1,)=¢ecd 2.4

En un espectro de absorcion electronica, la radiacion absorbida corresponde a la
zona del ultravioleta y visible, que posee una energia adecuada para dar lugar a transitos
entre estados electronicos en los que estan implicados los electrones de valencia. Las
moléculas en las que se originan estas transiciones se denominan cromoforos y se
caracterizan por presentar grupos funcionales, generalmente compuestos aromaticos, que
contienen preferentemente electrones en orbitales © y en orbitales no enlazantes; los
procesos fotofisicos, en la region del espectro indicada, se producen generalmente por

transiciones del tipo T — n* y n —» n*.

2.2.2. Desactivacion. Una vez que la molécula se encuentra en el estado excitado

debe volver a su estado fundamental, para ello se desactivard mediante procesos no

radiativos o radiativos.

2.2.2.1. Procesos no radiativos

Son aquellos procesos en los cuales la energia de excitacion se disipa por la

molécula en forma de calor. Se clasifican en:

a) Relajacion vibracional y rotacional (RV). Es un proceso exotérmico muy
rapido (t = 10™-10"? s) producido principalmente por choques entre moléculas del
sistema, que corresponde a una transicion entre niveles vibracionales dentro de un mismo

estado electrénico. Se puede representar como:

S.° ~~> S0 + calor

13
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b) Conversion interna (CI). Es un fendmeno isoenergético que supone la
transferencia de poblacion entre estados electronicos de igual multiplicidad de espin,
debido a que al cruzarse las curvas de potencial, existen niveles vibracionales y
rotacionales que pertenecen a ambos estados. También es un proceso muy rapido

(t = 101-10"* s). Se describe como:

SZU ~ Sll)

c) Cruce entre sistemas (CS). Es un proceso similar a la conversion interna pero
en este caso los niveles son estados energéticos de distinta multiplicidad, lo que
teGricamente es una transicion prohibida y por tanto, mas lenta (t = 107-10"'s). Esta
transicion es mas probable entre niveles de alta energia donde la diferencia entre los
estados es menor. Se puede definir como:

S]_O — Tlu — Slu

2.2.2.2. Procesos radiativos

Suponen la emision de fotones de la molécula excitada cuando pasa a su estado
fundamental. Se pueden distinguir:

a) Fosforescencia. Es la transicion espectroscopica que se produce desde el estado

vibracional triplete méas bajo Tl0 a los niveles vibracionales singlete de S°. Es una
transicion prohibida, tanto en emision como en absorcién, por lo que se trata de un

proceso lento (172102-1035). Para que tenga lugar, es necesario un cruce entre niveles de
distinta multiplicidad (CS). Al ser éste Gltimo un proceso lento y competitivo con la
fluorescencia y otros procesos de desactivacién no radiativos, la fosforescencia solo
tendra lugar en determinados sistemas y bajo determinadas condiciones experimentales.

Se puede expresar mediante:
T]_O —> SOU + hv

b) Fluorescencia. Es una transicién radiativa entre niveles de igual multiplicidad.

Esta transicion se produce entre los estados singlete y normalmente, desde el nivel de mas
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baja energia vibracional S, a los estados vibracionales del estado fundamental S . Aln

en el caso de que se exciten niveles superiores, el transito se producira desde S:°, ya que
los procesos no radiativos son mucho mas rapidos. El proceso de fluorescencia lo

podemos representar como:
0 v’ )
Sl —Sy° +hv
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3.1 Introduccion

El campo de la fluorescencia esta en continuo crecimiento, tanto en aspectos del
desarrollo de nuevas técnicas, como en la instrumentacion o en sus aplicaciones. Esto
hace que se haya convertido en una herramienta imprescindible, presente en numerosas
disciplinas cientificas (biotecnologia, nanotecnologia, biogquimica, fisica) y en gran
numero de aplicaciones para el analisis y el estudio del dia a dia (quimico, farmacéutico,
médico, alimenticio, forense, etc.). EI aumento en el interés sobre esta técnica reside en
las ventajas de la resolucién temporal, en su alta sensibilidad y selectividad y en los
avances en la instrumentacion. Con todo este progreso, ahora es facil y practico realizar
medidas de fluorescencia con la suficiente precision para establecer relaciones sobre los
resultados obtenidos para un sistema macromolecular y su estructura quimica o sus
caracteristicas dinamicas; para estudiar las proteinas, membranas y &cidos nucleicos;
para adquirir imagenes microscopicas sobre la distribucion de sustancias quimicas o
proteinas en una célula, etc.*?

La fluorescencia fue una de las primeras técnicas empleadas como método de
deteccion para la determinaciéon cualitativa y cuantitativa de analitos de diferente
naturaleza. Entre sus ventajas como herramienta analitica destacan ser extremadamente
sensible, selectiva (pudiéndose detectar hasta moléculas individuales®), no invasiva,
relativa facilidad de uso y su capacidad para ser utilizada como elemento de deteccion
en diferentes tipos de técnicas instrumentales.*

En quimica inorganica, se emplea para estudiar compuestos que son dificiles de
detectar y cuantificar por espectroscopia UV-Visible o por absorcion atdmica. Ademas
se utiliza para la caracterizacion de complejos inorganicos y estudiar sus aplicaciones
biofisicas, donde destaca su uso como sondas fluorescentes para el estudio dindmico del
ADN, proteinas e interacciones con lipidos.’

Por otro lado, se trata de una metodologia dominante usada de forma extensiva en
la biotecnologia, citometria, secuenciacion de ADN, estudios genéticos, entre otros, al
tratarse de una técnica no destructiva y caracterizarse por alcanzar niveles de deteccion
del orden de partes por billén, cantidades que por otras técnicas serian dificiles de
detectar.? Muchos sistemas bioquimicos presentan fluorescencia intrinseca, pero si
originalmente no lo son, pueden ser trasformados en especies de este tipo, bien uniendo

covalentemente un simple croméforo (label o etiqueta) o afiadiendo al medio una baja
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concentracion de moléculas fluorescentes (probe o sonda).® En ambos casos la baja
concentracion de especie fluorescente afiadida apenas perturba al sistema, pero permite,
sin embargo, obtener informacion del mismo estudiando los cambios en las propiedades

fluorescentes de esas moléculas afiadidas. >’

3.2 Principios de Fluorescencia

Como vimos anteriormente, una molécula previamente excitada por absorcion de
una radiacion electromagnética puede regresar a su estado fundamental emitiendo
energia radiante en forma de fotones. Cuando este proceso tiene lugar desde el nivel
més bajo de energfa vibracional del estado electrénico singlete (S:°), a cualquier nivel
vibracional del estado fundamental singlete (So"), se denomina fluorescencia.?

Las caracteristicas generales del fenémeno de fluorescencia son:*®

Desplazamiento Stokes

En el diagrama de Jablonski (Capitulo 2, Figura 2.1), se observa que la energia de
emisién es menor (mayor longitud de onda) que la energia de absorcién. Esta pérdida
entre la excitacién y la emision es una caracteristica tipica de fluor6foros en disolucion
y se conoce como desplazamiento Stokes (Figura 3.1). Una causa comun de este
fendmeno es el rapido decaimiento al nivel mas bajo de energia vibracional del nivel S;
mediante procesos de relajacion vibracional. EIl desplazamiento Stokes depende de la
naturaleza del disolvente, presencia de formacion de complejos, transferencia de
energia, etc.

Desplazamiento Stokes

A

Estado excitado

© Absorcion
i< ) Vg >
e | Emision —2
wn
L Estado Fundamental ~ &
=
Distancia Interatomica Longitud de onda

Figura 3.1. Esquema de un espectro de absorcién y de emisién donde se ilustra el desplazamiento Stokes.
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Independencia del espectro de emisién con respecto a la longitud de onda de

excitacion

De forma general, el espectro de emisién obtenido es independiente de la
longitud de onda con la que se excite al cromoforo, es decir, del estado electronico-
vibracional que se alcance. Una vez que la molécula se excita, la relajacion vibracional
es tan rapida que cuando se produce la emision por fluorescencia, el cromdforo se

encuentra en el nivel mas bajo de energia vibracional del estado electronico S.

Rendimiento cuantico y tiempo de vida medio

El rendimiento cuéntico y el tiempo de vida medio son seguramente las dos
caracteristicas mas importantes de un fluoréforo:
e El rendimiento cuantico® se define como la relacién entre el nimero de fotones
emitidos y el niamero de fotones absorbidos.
e El tiempo de vida medio determina el tiempo que un fluoréforo permanece en el
estado excitado S; antes de caer el fundamental, So. Generalmente, suele ser del orden
de ns.

Ambas propiedades estan relacionadas mediante la expresion:

i
" g 3.1

donde t, es el tiempo de vida en ausencia de procesos no radiativos denominado

intrinseco o natural y t es el tiempo de vida experimental.

Polarizacion y anisotropia

Los fluor6foros absorben preferentemente fotones cuyo vector eléctrico esta
alineado de forma paralela con el momento de la transicion del fluoréforo.® Cuando se
excita con luz polarizada, solo se excitan aquellas moléculas cuyo momento de la
transicion electrénica de absorcidn sea paralelo al vector eléctrico de la radiacion de
excitacion. La emision también ocurre de forma polarizada a lo largo de un determinado
eje de la molécula. EI angulo relativo entre los momentos determina los conceptos de

anisotropia (r) y polarizacion (P):
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_ =1 3.2
l,+21,

PZIII_IJ_ 3.3
I, +1,

donde I y 1, son la intensidades de emision de fluorescencia polarizadas de forma

paralela y perpendicular con respecto a la luz de excitacion verticalmente polarizada,
respectivamente. Muchos fendmenos pueden hacer disminuir ambos parametros,
algunos de los mas importantes son los procesos de difusion rotacional y los cambios
conformacionales. Dichos procesos pueden ocurrir entre la excitacion y la emision de la
radiacion, es decir durante el tiempo de vida del estado excitado, y originan el desvio en

el dipolo de emision del fluoréforo.

3.3 Procesos competitivos con la Fluorescencia

Existen otros procesos interesantes que compiten con la fluorescencia y pueden
proporcionar una valiosa informacion sobre la polaridad y microviscosidad del medio
que rodea al cromoforo, su accesibilidad, formacion de complejos en estado excitado,
fendmenos de difusion, estructura, etc. Los mas importantes son la desactivacién
bimolecular, la formacion de excimeros y exciplejos y la transferencia de energia

electrénica.’

3.3.1 Desactivacion bimolecular

La desactivacién bimolecular (o también llamada quenching bimolecular) es el
proceso de disipacion no radiante de la fluorescencia debido a la interaccion entre el
cromdforo y otra molécula del medio Ilamada desactivador (o quencher, Q).

La desactivacion permite obtener informacion sobre la localizacién vy
accesibilidad del croméforo en un determinado sistema, la difusion del mismo y del
desactivador, la presencia o no de complejos, procesos de transferencia y migracion de
energia, etc.®

Dependiendo del tipo de interaccion podemos distinguir dos tipos de

desactivacion, dindmica y estatica:
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Desactivacién dinamica (0 por colision). Se produce cuando el croméforo, en

estado excitado, colisiona con el desactivador transfiriendo su energia a éste. El
desactivador, que se encuentra en estado fundamental, absorbe la energia aunque no

pasa necesariamente a un estado electrénico excitado. El proceso seria:
M*+Q — M+Q®™

La desactivacion dinamica de fluorescencia viene descrita por la ecuacion de
Stern—Volmer (Ecuacion 3.4), que relaciona las intensidades o los rendimientos
cuénticos de fluorescencia, en ausencia y presencia del desactivador, con la

concentracion del desactivador:
I:0
. 1 + K, [Q] 3.4

siendo Fp y F las intensidades de fluorescencia, a una longitud de onda determinada, en
ausencia y presencia del desactivador respectivamente (la ecuacion con los rendimientos
cuanticos seria equivalente, teniendo la misma forma).

Se denomina constante de desactivacion de Stern—Volmer, Kp, al producto de la

constante de desactivacion bimolecular, kq, por el tiempo de vida del croméforo en

ausencia de desactivador, 1, :

o=k, 1, 3.5

La ecuacion de Stern—Volmer también se puede expresar, para la desactivacion
dinamica, en funcién de los tiempos de vida del estado excitado en ausencia y presencia

del desactivador:

T
=1 + K, [Q] 3.6
T

Es precisamente esta caracteristica la mas importante a la hora de distinguir este
tipo de proceso de la desactivacion estéatica.

La desactivacion dinamica esta controlada por difusion y por ello dependera de la

temperatura y la viscosidad del disolvente.
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Desactivacidn estatica. Es el resultado de la formacion de un complejo en estado

fundamental entre el desactivador y el cromodforo, que al ser excitado no origina
fluorescencia. En este proceso, el desactivador elimina una fraccion de cromdéforos que
podrian, tras ser excitados, emitir, observandose asi solo la emisién de aquellos que se
encuentren de forma libre. La fraccidn que estd no complejada no se encuentra afectada
por la presencia de desactivador y por tanto, tampoco su t, haciendo que la relacion

to/t=1. El proceso se puede representar como:

M+Q — (MQ)

La desactivacion estética también se puede describir por una expresion anéloga a

la ecuacion de Stern—\Volmer:

F
—=1+K [Q] 3.7
F

donde Ks es la constante de equilibrio del complejo formado. Esta constante de
equilibrio también depende de la temperatura, pero generalmente no de la viscosidad del

medio.

Desactivacion Desactivacion
Dinamica Estatica
/
/J7

[Desactivador] [Desactivador]

Figura 3.2. Comparacion desactivacion dinamica y estatica.
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Es importante sefialar, que aungue los dos procesos de desactivacion, dinamico y
estatico, dependen de la temperatura, su relacion es bien distinta (Figura 3.2). Por un
lado, la desactivacion dinamica es un proceso controlado por la difusion de las especies
que colisionan, por ello, al aumentar la temperatura, aumentaran los coeficientes de
difusion y del mismo modo, la constante de desactivacion bimolecular. Por el contrario
en la desactivacion estatica, un aumento de la temperatura supone una disminucion de la
estabilidad del complejo MQ, produciendo una disminucion en el valor de la constante
Ks.

Desactivacion estatica y dindmica combinada. En muchos casos el cromoforo

puede sufrir un proceso de desactivacion dinamica y estatica por el mismo desactivador.
Este hecho da lugar a desviaciones positivas en la ecuacion de Stern—\Volmer
obteniéndose una ecuacién de segundo orden con respecto a la concentracion del
desactivador.
o o 14 (K, +K) [Q1+K, K [OF 28
F D S D S .
La representacion de Fo/F frente a [Q], de acuerdo con la ecuacion anterior, no es
lineal, pero a partir de ella puede obtenerse la fraccion de desactivacion dindmica por
medidas de tiempos de vida, ya que en cualquier caso, para el proceso dinamico, debe

cumplirse la Ecuacion 3.6.

3.3.2 Formacién de excimeros y exciplejos
Los excimeros son dimeros en el estado excitado (el término viene del inglés
excimer: “excited dimer”). Se forman mediante la interaccion de una molécula en el

estado excitado y otra idéntica en el estado fundamental.
M +M-> (MM) > M+M+hy

Por el contrario, un exciplejo es un complejo, también estable en el estado
excitado (del inglés, exciplex: “excited complex”), pero formado por la interaccion de
una molécula excitada y otra diferente en el estado fundamental.

La formacion de excimeros se puede dar tanto en moléculas aromaticas aisladas

que contienen un solo cromdforo a relativas altas concentraciones, como en sistemas
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gue contengan multiples grupos aromaticos, pudiendo ser en este Gltimo caso, inter- o
intramoleculares. Que se dé uno u otro tipo dependera de la concentracién, en caso de
los excimeros intermoleculares, de la organizacion de los cromoforos y de la dindmica

de la molécula que une los mismos, en el caso de los excimeros intramoleculares.

©-0=[@]

hv, hv, hve

Banda Banda
Monomérica Excimérica

Figura 3.3. Formacion de excimeros indicando la banda monomérica y excimérica.

Una forma de estudiar este tipo de complejos es mediante el espectro de emision.
La emisidn del excimero da lugar a una nueva banda situada a mayor longitud de onda
con respecto a la banda de emision monomérica, tal y como indica la Figura 3.3. Esto es
debido a que el transito espectroscopico para el dimero tiene menor contenido
energético que el mismo transito para un croméforo aislado. Ademas, cuanto menor sea
la diferencia energética entre ambas bandas, menor sera la estabilidad del excimero.

Para que se formen excimeros se deben cumplir una serie de condiciones
estructurales, segun las cuales ambos cromoforos deben adoptar una estructura tipo
"sandwich-plana”, que implica un maximo solapamiento de orbitales =, situdndose
ambos a una distancia entre 3-4 A aproximadamente. En esta caracteristica radica su
importancia desde el punto de vista estructural. Su formacion es un proceso exotérmico
y controlado por difusién, por lo que a temperaturas relativamente altas se favorece la
disociacion de los dimeros formados. La viscosidad y la presion también son parametros

importantes en el proceso de formacion de los excimeros.
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3.3.3 Transferencia de energia electrénica
La transferencia o migracion de la energia electronica es un proceso de
desactivacion del estado excitado que implica la cesion de la energia desde una
molécula excitada electrénicamente D", dadora, a otra molécula A, aceptora, segin el

siguiente proceso:
D*+A—>D+A*

Los estados implicados en la transferencia de energia son los niveles electronicos
excitados de A y D, lo que hace que el mecanismo sea diferente al fendmeno de
desactivacion bimolecular. Las moléculas A y D pueden ser iguales o diferentes y la
transferencia puede producirse entre cromoéforos unidos a la misma molécula,
intramolecular, o que estén situados en diferentes moléculas, intermolecular.

La transferencia de energia puede ocurrir por diferentes mecanismos. La
interaccion entre cromdéforos puede ser culombica (tipo Foster) o por solapamiento de
orbitales intermoleculares (tipo Dexter). De los dos mecanismos, el de tipo Foster es el
mas abundante y el que ofrece un mayor interés debido al gran nimero de aplicaciones,
por ejemplo, en el andlisis de ADN, diagndsticos médicos o en microscopia de
fluorescencia, entre otros.>® Este proceso es debido a interacciones por resonancia de
tipo dipolo—dipolo de largo alcance. La eficiencia del proceso depende del solapamiento
entre el espectro de emision de D y el espectro de absorcién de A, de la orientacién
relativa entre A y D y de la distancia entre ambos. Son precisamente estas dos ultimas
caracteristicas las que lo hacen potencialmente util para el analisis conformacional y
estructural.’

Para un sistema particularmente sencillo constituido por un dador D y un aceptor
A separados por una distancia fija R, la constante de velocidad de transferencia de

energia por resonancia, ket, viene dada por la ecuacion de Forster:

9000 (In10) k> ¢ .
Ker = _ Fo (M) ea(A) A* dA 3.9
1287 n' N, RGTDF o) ealt)

donde #p y 1p es el rendimiento cuantico y el tiempo de vida, respectivamente, de D en
ausencia de A, n es el indice de refraccion del medio, Na es el namero de Avogadro, R
es la distancia entre D y A, Fp(A) es la intensidad de fluorescencia normalizada a la

unidad de D corregida en el intervalo de longitudes de ondas desde L a A+dA y ea(L) €S
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2 se denomina factor

el coeficiente de absorcion molar de A en funcion de A. x
orientacional y describe la orientacion relativa en el espacio de los momentos de la
transicion de emision de D y de absorcion de A. Dicho factor viene dado por la

expresion:

°=(cos0;-3-cos0, -cosf )’ 3.10

siendo Ot el angulo entre el momento de la emision del dador y el momento de la
absorcion del aceptor, y 6py 64 los angulos entre dichos momentos y el vector que une
los centros del dador con el aceptor, respectivamente. Dependiendo de la orientacion
relativa entre D y A, «? puede variar entre 0 y 4. Sin embargo en el caso de croméforos
aislados orientados al azar toma el valor de 2/3.

La distancia entre D y A a la cual la velocidad de transferencia de energia, Ker,
es igual a la velocidad de desactivacion del dador por otras vias en ausencia del aceptor,
es decir, ker = 1p %, se denomina radio de Foster, Ro. En otras palabras, Ry es la
distancia a la cual la transferencia de energia es un 50% eficaz y por tanto, la emision
del dador disminuye a la mitad con respecto a la intensidad en ausencia del aceptor.’

Normalmente en un experimento de transferencia de energia se suele hablar en
términos de distancia mas que en velocidades de transferencia. Por esta razon, la

Ecuacidn 3.9 puede escribirse en términos de radio de Foster:

9000 (In10) k*
128 @ n* N,

R ¢° f F(0) e (b)) A4 da 3.11

0

Una vez conocido el valor Ry, la velocidad de transferencia de energia es fécil

calcularla a través de la expresion:

6
kET:i (&j 3.12
T, R
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3.4 Fluorescencia aplicada a ciclodextrinas
Cualquier método fisico o0 quimico que pueda seguir el cambio de una propiedad
del sistema cuando se varia la composicion del mismo, puede ser utilizado para estudiar
las constantes de formacion, la estequiometria, los parametros termodindmicos, etc., de
complejos supramoleculares.’® Entre las técnicas mas empleadas se encuentran las
espectroscopias de UV-visible,™ fluorescencia,*? dicroismo circular,”*** de resonancia

magnética nuclear (RMN),"® microcalorimetria,®*’ 18,19

técnicas cromatogréficas,
etc.?%?! La eleccion del método, muchas veces, viene dado por la disponibilidad de
técnica y las caracteristicas del sistema estudiado.

El estudio de complejacion de CD por fluorescencia tiene muchisimas ventajas.
Debido a la alta sensibilidad de la técnica, se pueden estudiar sistemas con constantes de
asociacion (K) bastante elevadas, pudiéndose determinar valores de K de hasta 10’ M™.
Generalmente, la técnica de RMN permite medir constantes de equilibrio K<10* M™ y
las de UV-Vis o dicrofsmo circular estos valores estan comprendidos entre 10% <K<10*
M™.22 Ademés, cuando se produce la complejacion, las propiedades fluorescentes
suelen cambiar en mayor medida que otras propiedades espectroscépicas.

El interior de la cavidad de las CDs es bastante mas hidrofobico que el exterior
acuoso, lo que puede llevar a cambios en las propiedades fluorescentes de cualquier
cromoforo que penetre en su interior durante la complejacidn, tanto si se encuentra de
forma libre, como si estda unido covalentemente a otro sistema (polimeros,
ciclodextrinas, etc.). Los cambios que se originan pueden ser: desplazamiento de la
longitud de onda del maximo de excitacion o de emisién (cambio de color), en la
intensidad de fluorescencia, en su rendimiento cuantico, en el tiempo de vida medio, en
la polarizacién de la emision, etc. Normalmente suele producirse un desplazamiento
hacia longitudes de onda menores y un aumento en la intensidad con la complejacion,
pero no es siempre el caso. El efecto y los factores que son responsables de este cambio
van a depender del tipo de CD, de la molécula huésped, del medio en que se encuentre,
temperatura, etc. En general, los agentes que generan estos cambios fotofisicos son:

1. El microentorno que rodea a la sonda fluorescente en el interior de la CD
es menos polar y mas viscoso que la disolucién acuosa.
2. Ladisminucion en la libertad de movimiento del croméforo.

3. Las interacciones huésped-disolvente.
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4. La proteccion de la molécula huésped frente a desactivadores

moleculares.

Todos estos factores permiten estudiar tanto procesos de inclusion de un
cromoéforo libre en una CD; de auto-inclusion, si el cromo6foro se encuentran unido
covalentemente a la CD; como de auto-asociacion de CDs modificadas con croméforos

en dimeros u otras estructuras supramoleculares més complejas.*?
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4.1 Introduccion

Un método ampliamente utilizado para detectar y analizar la quiralidad consiste en
la determinacion de la actividad Optica mediante la técnica de Dicroismo Circular (DC o
también conocido por sus siglas en inglés CD, Circular Dichroism). La importancia de
esta técnica reside en que, por una parte, ofrece una observacion quiral, es decir, consigue
responder a la pregunta de si un sistema es quiral o no. Por otra, sirve como medida
quiral, proporcionando informacién de gran valor acerca del tipo de transicion
espectroscopica que se produce y dando indicios de como va a ser la configuracién
absoluta de moléculas que tengan quiralidad conformacional o configuracional, sobre la
elipticidad de cristales liquidos o peliculas poliméricas, con quiralidad molecular o
supramolecular, etc.!

El DC se puede emplear en numerosos campos de la quimica, por ejemplo, en
bioquimica, la mayoria de moléculas (acidos nucleidos, proteinas, lipidos, hormonas,
vitaminas...) son quirales y dan sefial de DC, pero ademas sus estructuras secundarias y
terciarias presentan espectros de dicroismo circular caracteristicos y especificos.? En
quimica analitica se usa como método espectroscopico de reconocimiento de “huella
dactilar” para una amplia variedad de sistemas. Una de las herramientas més importantes
para la investigacién estereoquimica es el acoplamiento de HPLC con DC, ya que une la
sensibilidad y selectividad de las técnicas cromatograficas con la informacion
estereoquimica que el DC aporta.® Por otro lado, se ha convertido poco a poco en una
herramienta fundamental en el campo de la quimica inorganica, incluyendo asimismo, la
reciente quimica bioinorgénica. Esta técnica proporciona de forma réapida y detallada
informacion, no solo sobre el origen electronico de la actividad Optica, sino también
ayuda a comprender como va a ser la estructura de compuestos, sin necesidad de recurrir
a la compleja técnica de difraccién de rayos X. Ademas, es imprescindible para estudiar
las interacciones con moléculas quirales, la estereoselectividad y esteroespecificidad de
compuestos de coordinacion. Trabajos recientes se han centrado en interacciones de
complejos metalicos quirales o aquirales con macromoléculas quirales de origen
biolégico, como el ADN y las proteinas, principalmente.* En quimica orgénica,
numerosos métodos de DC se han utilizado en el desarrollo de reglas dtiles para
establecer las configuraciones absolutas de una amplia variedad de compuestos.® Por

ejemplo: la llamada regla del octante (Octant Rule), se emplea para el estudio de alquil
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cetonas o aldehidos saturados; para enantibmeros que contengan anillos bencénicos
(Benzene Sector y Benzene Quirality Rules); para estudiar la quiralidad en moléculas con
dienos, compuestos aromaticos S-sustituidos, sistemas twisted n-electrénicos, etc.>®

Es importante destacar que no siempre la sefial obtenida por DC es debida a un
grupo quiral, sino que se puede inducir en diversos tipos de sistemas que no tienen
elementos Opticamente activos. Este fendmeno se conoce como Dicroismo Circular
Inducido (DCI o ICD por sus siglas en inglés Induced Circular Dichroism). Existe un
elevado numero de compuestos que poseen dicha caracteristica, como por ejemplo,
algunos polimeros aquirales cuando se encuentran en presencia de pequefias moléculas
quirales, muestran DCI. Las interacciones no covalentes entre el polimero y dichas
moléculas provocan un cambio estructural, produciendo la formacion de una hélice
orientada mayoritariamente hacia un sentido, y por tanto, dando lugar a una sefal
dicroica.” Ademas, no solamente se da en polimeros sintéticos, sino también en sistemas
bioldgicos, como por ejemplo el ADN. Los derivados de porfirinas aquirales dan una
sefial de dicroismo circular inducido que depende de la naturaleza del ion central, la
localizacion y el tipo de sustituyente de su periferia, asi como de la secuencia de bases del

ADN con las que interactte.*

4.2 Fundamentos de Dicroismo Circular

Segun la teoria electromagnetica, una radiacion electromagnética esta formada por
un campo eléctrico E y uno magnético B, iguales, perpendiculares entre si vy
perpendiculares a la direccién de propagacion que vibran en fase. Para caracterizar una
radiacion basta con determinar uno de los dos vectores E 0 B, puesto que, conocido uno
de ellos, sabemos que existe el otro con las caracteristicas que acabamos de mencionar.

La longitud de onda, A, se define como la distancia recorrida por la radiacion
durante la oscilacién completa de E (B), por ejemplo, la separacion entre dos maximos
consecutivos de la onda asociada a cada de uno de estos vectores. Llamamos plano de
polarizacion de una radiacion al plano en el que tiene lugar la oscilacion del vector E
(B).2

Podemos considerar una radiacién polarizada en un plano como la resultante de dos
ondas circularmente polarizadas, una a la derecha (R) y otra hacia la izquierda (L) de
igual intensidad. Cuando la radiacion en el plano atraviesa la materia puede ocurrir que

ésta absorba una parte de ella. En este caso la intensidad transmitida I; es distinta de la
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intensidad incidente lo, pudiéndose caracterizar la magnitud de absorcion por el
coeficiente de absorcion molar, €, constante de proporcionalidad que aparece en la ley de
la Lambert-Beer y que relaciona la absorbancia con la longitud de muestra atravesada por
la radiacién (d) y su concentracién molar (c) (Capitulo 2, Ecuacién 2.4).
Cuando este fenébmeno ocurre, pueden darse dos casos:

1. Que la muestra absorba por igual la componente R y la L, o dicho con otras
palabras, que los coeficientes de extincion molar sean iguales para los dos sentidos eg=¢ .
En estas condiciones, la radiacion transmitida tiene la misma intensidad en R que en L
(aunque su intensidad total sea distinta que la radiacion incidente) por lo que la radiacion
esta polarizada en un plano, Figura 4.1 (a).

2. Que la muestra absorba méas una de las componentes que la otra, es decir, er#eL.
En estas circunstancias, las componentes R y L de la radiacion transmitida tienen distinta
intensidad, por lo que la resultante describe una elipse, dando lugar a una radiacion
elipticamente polarizada. Decimos entonces que esta muestra presenta dicroismo circular,

tal y como se muestra en la Figura 4.1 (b).

Radiacién incidente

(@) (b)

Figura 4.1. Radiaciones incidente y transmitida por una muestra, donde eg=¢_ (a) y g€ (b).
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A una longitud de onda dada, se define AA como la diferencia entre la absorbancia

de la luz polarizada circularmente hacia la izquierda y hacia la derecha:

A =(A_-A), 4.1

La Ecuacion 4.1 puede ser expresada aplicando la ley de Lambert-Beer,

como.

AA=(g -g;), dc 4.2

que se puede redefinir como:

Ae=(g,-€ ), 4.3

La Ecuacion 4.3 se conoce como dicroismo circular molar. Por razones histéricas muchas

de las medidas se expresan como grados de elipticidad, 0, definiéndose como:

0, =arctan(b/a) 4.4

donde a y b son los ejes mayor y menor de la elipse de la radiacion transmitida,
respectivamente. 6, es funcion de la concentracion de soluto y del paso de luz. Esta
dependencia puede ser eliminada tal y como se indica en la Ecuacion 4.5, obteniendo lo

que se define como elipticidad molar, [6].

[6],= 100 6/(d c) 45

La diferencia de coeficientes de extincion molar, Aeg, y la elipticidad molar, [0],

estan relacionadas mediante la expresion:

[0],=3298.2 Ae 4.6
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Se dice que el dicroismo es positivo cuando Ag;, > 0 y negativo en caso contrario. Es

importante indicar que tanto 6, como [0] y Ae dependen de la longitud de onda de la

radiacion, A, utilizada. Una representacion grafica de cualquiera de ellas (todas son

proporcionales entre sf) frente a A, constituye el espectro de dicroismo circular.’ La Tabla

4.1 resume las magnitudes mas utilizadas en la espectroscopia de DC con sus respectivas

unidades.®

Tabla 4.1. Magnitudes y unidades usadas en DC.

Nombre_= dela Definicion Unidades
magnitud
Diferencia de _ . .
Absorbancia AA=(AL-AR): Adimensional
Dicroismo Circular Ae=(eL-er),= AA/(d ©) L-cm™>mol™
Molar ELELTER=
Elipticidad 0,=arctang (b/a) Deg 6 mdeg

Elipticidad Molar

[01,:=100 6/(d c)

Deg-cm?-dmol™

4.3 Acoplamiento Exciténico

El método de Acoplamiento Excitonico (AE) es una herramienta simple y
extremadamente Util para establecer las configuraciones y conformaciones de compuestos
en disolucidn a escala del microgramo.

Cuando dos (o mas)
A s 4 ~ . -
P o cromoforos, con altos coeficientes de

E

absorcion molar, estan proximos en

el espacio y constituyen un sistema
quiral, sus momentos de la transicion

electrénica interaccionan haciendo

que los estados excitados se dividan

en dos niveles de energia, separados
2V1p
Davydov

Acoplamiento
cromoforosly 2

Cromoforo 1 Cromoforo 2

denominada  Separacion
4.2).

resultado se producen cambios en el

(Figura Como

Figura 4.2. Division de los niveles energéticos excitados a
partir del acoplamiento de dos croméforos aislados.
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espectro de absorcion UV-Vis y, sobre todo en el de dicroismo circular, tal y como
muestra la Figura 4.3. Los dos cromoforos implicados pueden ser iguales o diferentes e
incluso no es necesario que estén unidos a la misma molécula para que interactien.

El AE se muestra en el espectro de UV-Vis como una sola sefial de una intensidad
mayor, aproximadamente el doble, que la que mostrarian los cromoforos aislados. No
obstante, si la diferencia de energia entre los dos niveles del acoplamiento fuera lo
suficientemente grande, podrian observarse dos maximo separados. En el espectro de DC
por el contrario, aparece una banda positiva y otra negativa bien diferenciadas. Si la
quiralidad de la transicion tiene el sentido de las agujas de reloj, aparecerd a mayor
longitud de onda una banda positiva y a menor una negativa. Esta disposicion de las
bandas se define como AE positivo, y si se da al contrario, se establece como AE
negativo. No hay ninguna excepcion a la asignacion de signos en la sefial doble de
dicroismo circular y la quiralidad con la que se disponen los croméforos: disposiciones

quirales positivas y negativas dan sefiales de AE positivas y negativas respectivamente.

ha
5 p
Y
| Separacion Davydov L
B T P Y Quiralidad
| Separacion Aparente Negativa

+ »
Ag —4

Figura 4.3. (Derecha) Espectro UV-Vis (superior) y de dicroismo circular (inferior) que se produce en caso
de AE: las lineas en azul y rojo representan las curvas componentes de las dos transiciones excitonicas y la
linea en morado, el espectro resultante observado. La amplitud (-4 y la separacion Davydov (AL) estan
indicadas. (Izquierda) Disposicion geométrica de dos cromoforos necesaria para dar AE negativo.
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Los espectros de dicroismo circular de AE se caracterizan por dos pardmetros:

a) La Amplitud, .77 es la intensidad total de ambas bandas medida desde el
minimo al maximo de la curva. Se considera que la amplitud es positiva (negativa) si el
signo de la banda que aparece a mayor longitud de onda es positivo (negativo).

b) La Separacion Davydov, AL (en honor al fisico tedrico que desarrollé toda
la teoria de AE'*?) se define como la distancia, en longitud de onda, entre los méximos
de las curvas de las dos transiciones excitonicas de signo contrario que componen el
espectro de AE. Cabe sefialar que no se refiere a la distancia en longitud de onda entre el

maximo y el minimo de la curva, aunque su valor es muy préximo.

4.3.1 Propiedades y aspectos practicos
El AE depende de una serie de propiedades del sistema que van a ayudar a la

caracterizacion del mismo. Entre éstas destacan:

Relacion de aditividad
La amplitud de un sistema que contiene tres 0 mas cromoforos iguales, se puede
aproximar a la suma de la interaccion de los cromoforos dos a dos. Esto quiere decir que

la .27 observada para un sistema con tres cromoforos idénticos (definidos por 1, 2 'y 3), se

aproximara a la suma de los tres pares de croméforos, segiin muestra la Ecuacion 4.7:
ATOTAL= A2t Pzt 13 4.7

Coeficiente de absorcion molar, ¢

La amplitud y ¢ tienen una dependencia lineal. No obstante a altas ¢, la dependencia
pasa a ser cuadrética (¢°) y .7 aumenta en mayor medida, haciendo que los resultados
sean mas sensibles. Por esta razon, cuando disponemos de cromdforos con coeficientes de
absorcion molar altos, solo unos pocos microgramos son necesarios para llevar a cabo el
estudio de AE.

Momento de la transicion electronica, u
Para el andlisis de configuraciones absolutas basadas en el signo del AE, es

necesario saber el giro que disponen los momentos de las transiciones electronicas de los
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cromoforos. Es recomendable, por tanto, conocer las direcciones de dichos momentos

electrénicos y las longitudes de onda a las que se aparecen sus transiciones electronicas.

Distancia intercromoférica

7" es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia intercromoférica
aunque es muy importante destacar que ¢ tiene una gran influencia en la distancia maxima
a la que se puede dar AE. Por ejemplo, en p-benzoatos o 2-naftoatos, la separacion entre
croméforos maxima para observar AE tiene que ser de entre 6 y 7 A, mientras que para
los 2- o 9-derivados de antraceno, puede llegar hasta 10 A; incluso se puede detectar a

una distancia de 40-50 A en el caso de las porfirinas.

Dependencia angular

Tanto la intensidad, como el signo de la .©7 estan relacionados con la orientacion
de los cromoforos, que depende de la configuracion y la conformacién molecular. Este
factor es funcion de los tres angulos a, f y v indicados en la Figura 4.3. De forma general,

no hay AE cuando el d&ngulo y es 0° 6 180°.

4.4 Dicroismo Circular aplicado a ciclodextrinas

La técnica de DC resulta valiosa en fendmenos de inclusion donde la molécula
huésped es no quiral y la molécula anfitrion es quiral. El dicroismo circular tiene la gran
ventaja de que, ademas de permitir calcular parametros cuantitativos, da informacion

cualitativa sobre la estructura tridimensional del complejo formado.*®

4.4.1 Tipos de Dicroismo Circular para complejos con ciclodextrinas

Las CDs, a pesar de ser compuestos quirales, no absorben en el intervalo de
longitudes de onda que comprende el ultravioleta-visible (200-1000 nm) y por tanto, no
muestran ninguna sefial de DC. No obstante, las CDs pueden inducir intermolecularmente
una sefial de dicroismo circular en compuestos aquirales, siempre y cuando éstos
contengan un grupo cromdéforo que absorba en dicha parte del espectro. Este fendmeno,
que se representa esquematicamente en la Figura 4.4, es lo que se conoce como
Dicroismo Circular Inducido (DCI). La presencia de sefial de DC, es decir del espectro de
DCI, es una forma directa de detectar la formacién del complejo. Dicho espectro nos

proporciona informacion sobre la posicién y orientacién que adopta el grupo dentro de la
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cavidad de la CD, pero también permite obtener estequiometrias y constantes de
asociacion de los complejos formados, ademas de pardmetros termodindmicos asociados
a los procesos de formacion, debido a que la sefial de DCI es proporcional a la cantidad

absoluta de especie complejada.

Ag Ag Ag

0 . OW 0 \/}L

Figura 4.4. Equilibrio de asociacién de una CD con un compuesto cromoférico aquiral y el espectro de
dicroismo que presenta.

Cuando las CDs disponen de un grupo croméforo unido covalentemente, la sefial
dicroica obtenida se puede considerar como una sefial real de DC o como DCI, ya que
muchas veces sblo puede observarse si el cromdforo estd intramolecularmente
complejado, es decir, si estd autoincluido en la propia cavidad de la CD, tal y como
muestra la Figura 4.5 (Etapa 1). En este caso, la sefial de DC depende fuertemente de la
conformacién de la ciclodextrina, flexibilidad de la cadena que une el grupo cromoforo al
macroanillo y tamafio del mismo.** La concentracién seré otro factor importante a tener
en cuenta, sobre todo en el caso de que tenga lugar algin proceso intermolecular que
compita con el de autoinclusion. Si afiadimos al sistema formado por la CD modificada,
cuyo grupo se autoincluye, una molécula huésped que no contenga ningin grupo
cromoforo (no absorba y por lo tanto no presente sefial de DC) pero si que se compleje
fuertemente con dicha CD, se observard un descenso de la sefial de DCI con la
concentracion de dicho huésped. Este hecho se debe al desplazamiento del croméforo del

interior de la ciclodextrina, tal y como muestra la Etapa 2 de la Figura 4.5.



44 | Capitulo 4
Fundamentos de Dicroismo Circular

) + .

@)

Ag Ag Ag

o Pera 0 of————-
%

Figura 4.5. Equilibrio de asociacién de una CD modificada covalentemente con un grupo cromofdrico en
ausencia (1) y en presencia (2) de una molécula no cromoférica y el espectro de dicroismo que presenta.

La complejacion con compuestos quirales forma diastereoisomeros, por lo que las
constantes de formacion sélo pueden ser calculadas si la molécula huésped es
enantioméricamente pura. Si Uunicamente hay un tipo de cromoforo, éste por si mismo ya
muestra DC, pero su espectro puede verse alterado en mayor o menor medida,
dependiendo de la complejacion con la CD, como se indica en la Figura 4.6. Notese que
este caso difiere del DCI donde la ausencia de formacion de complejo se corresponde con

la linea cero del espectro de DC.

Ag Ag Asg

Q[ a— 0 0

Figura 4.6. Equilibrio de asociacién de una CD con un grupo croméforo quiral enantioméricamente puro y
el espectro de dicroismo que presenta.
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Cuando la molécula huésped presenta un rapido equilibrio entre sus dos formas
enantioméricas, se puede emplear esta técnica para observar si existe algin tipo de
discriminacion quiral, es decir, alguna preferencia por uno de los dos enantiomeros
durante la complejacion, Figura 4.7. Este proceso nos da informacion acerca de la
diferencia entre las constantes de asociacion para las dos especies enantioméricas que se
interconvierten rapidamente. EI DC y DCI observado muestra la forma en que se produce
la complejacion, ya que la diferencia entre los espectros esta relacionada con la diferente

cantidad de cada tipo de enantiomero y diastereocisomero presente en la muestra, lo que

AN

nos permite obtener una constante de discriminacion.
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Figura 4.7. Equilibrio de asociacién de una CD con un grupo cromdforo quiral cinéticamente labil y el
espectro de dicroismo que presenta.

4.4.2 Aplicaciones de Dicroismo Circular para la caracterizacion de complejos con
ciclodextrinas
La espectroscopia de DC puede proporcionar dos tipos de informacion:
e La sefial obtenida cambia con la complejacion del cromoforo, por lo que se

pueden determinar la estequiometria y las constantes de formacién, empleando esta
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dependencia que existe entre la concentracién de cromoéforo o ciclodextrina y la
intensidad de la sefial que se produce.

e El signo y la intensidad de las bandas del espectro de DC, sobre todo cuando se
emplean cromo6foros no quirales (DCI), dependen fuertemente de la geometria del
complejo, lo que va a permitir tener una vision de la estructura del sistema (complejo,
dimero, autoasociado, etc.) formado.

Junto con técnicas de NOESY y ROESY RMN, el método de DCI puede
proporcionar informacion de la estructura tridimensional de sistemas en disolucion de
manera mas sencilla. Al contrario que estas técnicas de RMN, el DCI no requiere de
disolventes deuterados, la simple aparicion de una banda del espectro ya indica la
formacion del complejo, siendo por tanto una medida absoluta y directa. Ademas, la sefial
no va a depender de que la molécula sea paramagnética o diamagnética y, por supuesto,
las técnicas de RMN nunca daran informacion quiral, siendo imposible diferenciar entre
enantidbmeros. La difraccion de rayos X es un método muy potente para determinar la
estructura tridimensional de los compuestos, pero requiere que éstos cristalicen, la medida
no es inmediata, se necesita un largo y exhaustivo analisis de los resultados y, ademas, no

permite estudiar procesos en disolucion, como es el caso de los fendmenos de inclusion.

4.4.3 Fundamentos tedricos de Dicroismo Circular Inducido aplicado a
ciclodextrinas

Como indicamos anteriormente, el DCI aparece como consecuencia de la
complejaciéon de una molécula anfitriona quiral y una molécula huésped aquiral. Se han
propuesto diversas relaciones que muestran la dependencia existente entre la sefal
obtenida y la estructura del complejo formado. Los calculos estdn basados en la
aproximacion de Kirkwood-Tinoco,™® que sugiere que el DCI estad causado por las
interacciones dipolo-dipolo entre el momento de la transicion del huésped y los enlaces

que forman parte de la molécula anfitriona quiral.*®

La magnitud del dicroismo circular se
mide mediante un parametro denominado fuerza rotacional (R) (en inglés Rotacional
Strength). La fuerza rotacional de la transicion electronica desde un estado fundamental
(0) al estado excitado (ex) esta relacionada con la elipticidad molar y en consecuencia,
con el 4rea y el signo de la banda de DC.! A partir de la ecuacion de Kirkwood-Tinoco,
|16 y
posteriormente para derivados del naftaleno aplicado a ciclodextrinas, en particular.'” Las

Masato Kodaka dedujo una serie de reglas para macrociclos quirales en genera
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Ecuaciones 4.8 y 4.9 representan la dependencia de la fuerza rotacional Rgex con la
posicion del cromoforo-huésped, segun la transicion esté polarizada perpendicular o

paralelamente al eje de simetria del macrociclo-anfitrion.

R =D F(2) Transicion paralela 4.8

Roex = -D F(2)/2 Transicién perpendicular 4.9

La coordenada z coincide con el eje principal de la ciclodextrina e indica la posicion del
centro del cromoforo segln el sistema cartesiano representado en la Figura 4.8. D es un
parametro relacionado con las propiedades electronicas y la estructura de la molécula
anfitriona y las propiedades electronicas de la molécula huésped (en el caso de las
ciclodextrinas, el valor de D es negativo) y F(z) representa la dependencia de R con la
posicion de la molécula huésped con respecto a la molécula anfitriona. Sin entrar en
detalles, mediante célculos tedricos se ha deducido que, para una transicion paralela, la
funcién F(z) es igual a 0 cuando z=o0 y z=-00 Y tiene un minimo negativo dentro de la
cavidad y dos maximos positivos cuando se encuentra cerca de sus caras pero fuera de la
misma. F(z) es mayor cuando el croméforo se encuentra localizado en el extremo
estrecho (cara primaria) que cuando se sitlia en la parte mas ancha (cara secundaria) de la
cavidad. En una transicion perpendicular, el dicroismo circular inducido ideal que debe
obtenerse es -1/2 de los valores obtenidos para la transicion paralela.

Ciclodextrina

Figura 4.8. Modelo del cono truncado. G y ,,, representan la posicion y el momento de la transicion
electronica de la molécula huésped, respectivamente.
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Una forma mas general de resumir estas expresiones se muestra en la Ecuacion
4.10:

R,.. =D F(2) (3 cos’*¢-1)/2 4.10

Oex

el valor de ¢ representa el angulo que forman el eje z (o eje principal de la ciclodextrina)
con el vector del momento de la transicion de la molécula huésped. La Ecuacion 4.10
indica que el signo del DCI depende de la posicion (z) y la direccion (¢ ) del momento de

la transicion del cromdforo-huésped.
Teniendo en cuenta las ecuaciones anteriores, se pueden deducir las siguientes reglas:

a) Si el cromdforo se encuentra en el interior de la cavidad de la ciclodextrina y el
momento de la transicién electronica con respecto al eje de la CD es paralelo
(perpendicular), la sefial de DC es positiva (negativa).

b) El signo del DCI se invierte cuando el huésped se encuentra fuera de la cavidad.

c) La magnitud del DCI es mayor si el huésped esta situado en la parte més estrecha
que cuando se dispone en la parte mas ancha de la cavidad.*®

d) El valor del DCI de la transicion polarizada perpendicularmente en relacion al eje
del macrociclo, es la mitad y de signo contrario de la que se obtendria si la transicion

estuviera polarizada paralelamente.

De forma experimental, también se ha descrito en la bibliografia que cuanto mas
sujeto esté el huésped dentro de la ciclodextrina, es decir, cuanto mas impedido sea el
movimiento del cromdéforo en el interior de la misma, mas intensa sera la sefial del DCI,
debido a que el croméforo experimenta fuertes interacciones con el esqueleto quiral de la
CD. Por el contrario, un cromoforo que tenga un amplio movimiento en el interior de la

cavidad mostrara una sefial mucho mas débil.*°
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5.1 Introduccion

La interaccion entre el estudio tedrico a nivel molecular y el trabajo experimental
constituye una herramienta muy importante en el estudio de cualquier sistema quimico.
Proporcionar bases teoricas estructurales acerca de las propiedades de un sistema, hace
que la teoria dé significado a los datos obtenidos de forma experimental, a la vez que cada
experimento sirve para comprobar la validez de las predicciones tedricas. Todo esto hace
que ambos enfoques de estudio se complementen y refuercen mutuamente.”

La modelizacion molecular se desarrollo debido a la necesidad de describir las
estructuras moleculares e intentar racionalizar a partir de ellas sus propiedades
macroscopicas. El rango de sistemas que se pueden estudiar es muy amplio e incluye
desde pequefias moléculas, hasta aquellas que contienen miles de atomos: compuestos
organicos, polimeros sintéticos y bioldgicos (oligonucleétidos, péptidos y polisacaridos),
compuestos organometalicos, etc. Estos métodos permiten analizar sistemas en diferentes
entornos y ver su comportamiento tanto en el vacio, como rodeadas de disolventes de
diferente naturaleza. Por otro lado, ademas de estudiar muchas de sus propiedades en el
equilibrio, gracias a la Dinamica Molecular se pueden simular las caracteristicas cinéticas

de un sistema.?

5.2 Mecanica Molecular
Método de Calculo: Force Field

De entre todos los procedimientos tedricos disponibles hoy dia para predecir la
energia y la geometria de las moléculas, uno de los mas usados habitualmente es el
llamado Mecénica Molecular (MM).>* Este método emplea las leyes de la fisica clasica
para predecir las estructuras y propiedades de las moléculas.’> Entre las principales
ventajas destacan:

« El tiempo de célculo que se requiere para la obtencién de resultados fiables se
encuentra dentro de los limites accesibles para un ordenador actual. Esto permite poder
utilizarlo para estudiar sistemas que contengan un elevado nimero de atomos.

= No es necesario un gran conocimiento de los métodos de mecanica cuantica para
entenderlo y aplicarlo.

« Los resultados obtenidos en lo que se refiere a la geometria de la molécula son en

su mayoria comparables a los obtenidos por sofisticados métodos cuanticos.
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En este método, la molécula se ve como una coleccién de puntos (atomos) unidos
entre si por muelles (enlaces) que tienen diferentes elasticidades (constantes de fuerza).
Las fuerzas que unen a los atomos pueden ser descritas por funciones de energia
potencial, que dependen de longitudes, angulos e interacciones entre atomos no
enlazados. La combinacion de estas funciones constituye el Campo de Fuerzas (conocido
en inglés como Force Field).

La idea béasica del método consiste en que las moléculas vienen definidas por
longitudes y angulos de enlace naturales o estandares, mas o menos generales y
caracteristicos de esa estructura. El ajuste de estos pardmetros teniendo en cuenta las
diferentes interacciones de tipo estérico y electrostatico que puedan tener lugar entre los
atomos o grupos de atomos, va a determinar la energia y la geometria de la molécula.

El procedimiento para aplicar el método de Campo de Fuerzas a una molécula, se
puede resumir en tres pasos: **

1. Establecer las ecuaciones necesarias, normalmente funciones de potencial
de tipo empirico, para calcular la energia en funcion de la geometria molecular.

2. Parametrizar las ecuaciones. Los parametros vienen definidos por las
constantes de fuerza, valores usados en las ecuaciones que relacionan las caracteristicas
atdbmicas con la energia de los componentes y los datos estructurales, como son las
distancias de enlace, los angulos, etc.

3. Establecer los algoritmos necesarios para calcular las nuevas coordenadas

atdmicas, proceso que se conoce como minimizacion, o también, optimizacion.

Calculo de la energia usando el programa Sybyl

Sybyl® es el nombre de un paquete de programas de modelizacién molecular que
utiliza principalmente la Mecanica Molecular y entre otros, el campo de fuerzas de Tripos
(Tripos Force Field),® como herramienta para estudios de estructuras, propiedades,
analisis conformacional, etc.

La geometria utilizada por el campo de fuerzas de Tripos procede de la
minimizacién de las estructuras cristalograficas, de las funciones de potencial y de los
parametros obtenidos de una continua evolucion y adaptacion de otros propuestos
anteriormente”® con el fin de reproducir magnitudes y propiedades experimentales del

mayor nimero de moléculas.
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Teniendo en cuenta las funciones empiricas de potencial que estan implicitas en el
Campo de Fuerzas que utiliza el programa Sybyl, la energia se puede expresar mediante

la suma de varios términos independientes segun la ecuacion siguiente:

E =X Esr + X Ebend +Z Etors + X Evgw + Z Eoopt X Eele 5.1
donde:
« Eq: Energia de tension de enlace.
»  Epena: Energia de flexion de enlaces.
»  Eiors: Energia de torsion por giro alrededor de un enlace sencillo.
«  Euaw: Energia de van der Waals entre a&tomos no enlazados.
«  Eoop: Energia de separacion del plano en sistemas que presenten una estructura
plana.

« Eee: Energia de interaccion electrostatica entre a&tomos con una carga neta.

Energia de tension de enlace
El término energia de tension de enlace viene dado por el estiramiento y la
compresion a la que estan sometidos cada uno de los enlaces alrededor de su posicion de

equilibrio. Se define mediante la ecuacion:

N
=) 2K (@1 5.2
i=1

siendo:

N: nimero de enlaces.

di: longitud de i-ésimo enlace (A).

d%: longitud de equilibrio del i-ésimo enlace (A).

kai: constante de fuerza (Kcal-mol™.A?).
Energia de flexion

La energia de flexion corresponde a los cambios en los angulos que forman los

enlaces. Esta expresada como:

N
Ebend :z %kei (91 _9?)2 5.3
i=1



56

Capitulo 5
Modelizacion Molecular

siendo:

N: nimero de &ngulos.

0i: angulo entre dos atomos adyacentes (°).

6:%: valor de equilibrio para i-ésimo angulo (°).

kei: constante de fuerza (Kcal-mol™-(%)?).

Energia torsional

Las torsiones son creadas por una serie de tres enlaces y consisten en las
rotaciones de los enlaces situados en los extremos con respecto al eje del enlace central.
Esté expresada como:

N |-

Etor:Z

> V.i[1+S,cos(|n;|o;)] 5.4
=1

siendo:

N: ndmero de atomos.

V,i: s la barrera de torsién (Kcal-mol™).

Si: toma el valor +1 para aquellas conformaciones que estan alternadas y -1 cuando estan
eclipsadas.

n;: periodicidad.

oj: angulo de torsion.

Energia de van der Waals

Las interacciones de van der Waals son interacciones que se producen entre los
atomos debido a su distribucion de electrones y a la induccion de dipolos, lo que permite
una débil atraccion electrostatica entre ellos, que se vuelve repulsiva a cortas distancias.

Viene dada por la ecuacion:

Al 1.0 20
E.. = E.| ===
vdw ;le ij ailjz ag 55

no unidos

siendo:
N: nimero de 4tomos.
Eij: constante de van der Waals (Kcal-mol™).

rij: s la distancia entre los atomos i y j (A).



Capitulo 5
Modelizacion Molecular

Ri 0 R;: radio de van der Waals para el i-ésimo o j-ésimo atomo respectivamente (A).
ajj: il (Ri+R;).

Energia de separacion del plano

Es la energia que se pone en juego cuando un atomo, que inicialmente se
encontraba formando parte de un grupo con una estructura plana (estable debido a la
existencia de la resonancia electrdnica), sale de ese plano rompiendo asi la coplanaridad,

tal y como ilustra la Figura 5.1.

D
__c d\c
D :
A— A
B

B

Figura 5.1. Esquema de una molécula donde todos sus atomos estan en el plano (izquierda) y de una
molécula cuyo atomo central se encuentra fuera del plano (derecha).

La energia de separacion del plano viene dada por la ecuacion:

N 1
E oo ZEko 5.6

i=1
siendo:

N: nimero de atomos.

d;: distancia entre el &tomo fuera del plano y dicho plano (A).

Koopi: CONstante de fuerza (Kcal-A™).

Energia electrostatica
Son las interacciones debidas a fuerzas electrostaticas de tipo culombico entre

4tomos que poseen una carga neta.

Natomos

— J
=332.17 > Z £ 7

=1 1 Ij Ij

no unidos

donde:

Dijj: constante dieléctrica entre los atomos iy j.
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Qiy Q;: carga neta atomica del i-ésimo y j-ésimo atomo respectivamente (e").
rij: distancia entre los atomos i y j (A).

332.17: factor de conversion de unidades.

Parametrizacion

La caracteristica mas importante del campo de fuerzas es que su precision a la hora
de predecir la energia, las estructuras y las propiedades de las moléculas, depende de las
funciones de potencial y de los parametros elegidos.

La optimizacion de los pardametros se realiza normalmente con dos métodos limites:

1. Minimos cuadrados.

2. Inspeccion.

En el método de inspeccidn, la optimizacion de parametros se realiza intentando
reproducir el mayor nimero de datos estructurales, energias, frecuencias de vibracion o
algunas propiedades termodinamicas que puedan ser obtenidas de forma experimental. El
problema radica en el nimero de condiciones, y por tanto, de variables simultaneas que
hay que tener en cuenta en la optimizacion. De aqui que el método de minimos cuadrados
sea mucho més efectivo. Lifson y colaboradores®® han descrito un método de
optimizacion lineal por minimos cuadrados al que llaman Campo de Fuerzas Consistente.
La principal ventaja de este método es la forma mecénica y mas o menos precisa de
optimizacion. Las desventajas radican en el tiempo de ordenador que se requiere para una
buena optimizacion y que a la hora de evaluar errores, las unidades de los pardmetros que
se optimizan por ejemplo, longitudes y angulos, no son las mismas. Para ello es necesario
obtener un esquema de pesos estadisticos adecuados, que es revisado después de cada
iteracion, para evaluar el error cometido al manipular cada uno de los parametros.

El proceso de optimizacion de los parametros o parametrizacion no es necesario
realizarlo cada vez que se quiera estudiar una molécula. Estos parametros, cuya
optimizacion se ha realizado en potentes ordenadores, se encuentran tabulados en una
base de datos. El campo de fuerzas que usa el programa Sybyl (Tripos Force Field)® tiene
su propia base de datos, pero también permite el acceso a otras. El programa identifica la
estructura y los atomos que intervienen y asigna automaticamente los parametros

optimizados definidos en su amplia base de datos.
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Minimizacion de la energia

La energia es funcion de las coordenadas de los atomos en las moléculas, es decir,
de su geometria. La minimizacién es un proceso iterativo de optimizacion de esa
geometria con el fin de obtener una estructura con una energia menor y por tanto mucho
maés probable y estable que la de partida.

Uno de los problemas de la minimizacion es la incapacidad para encontrar un
minimo de energia global, es decir, una disposicion de las coordenadas atdomicas cuyo
valor de energia sea el mas bajo posible. La Unica forma de encontrar este minimo global
seria explorar de forma sistematica todas las diferentes coordenadas de partida. Otro
problema importante es como encontrar ese minimo para la funcion de energia, ya que
depende de un gran namero de variables: hay 3N variables (coordenadas cartesianas) que
tenemos que optimizar. Muchos de los métodos usan técnicas de optimizacion
considerando 4tomo por atomo, en otras en cambio, se optimizan la orientacion de un
conjunto de atomos como una unidad o también se pueden utilizar las coordenadas
internas especificas, como por ejemplo angulos de torsion, etc.

El algoritmo usado por Sybyl para la minimizacién de la energia se denomina
MAXIMIN2® y utiliza como método una combinacién de la funcién de energia y de su
primera derivada. Inicialmente, emplea el procedimiento denominado SIMPLEX™ que
consiste en evaluar la energia &tomo por atomo modificando su posicion hasta que la
energia de cada uno de ellos se encuentre por debajo de un cierto valor. EI método
SIMPLEX no se basa en la derivada de la energia, por lo que se trata de un procedimiento
rapido, aunque poco preciso. Los métodos de primera optimizacion usados en el
MAXIMIN2 son calculos mucho maés refinados, ya que ajustan las coordenadas atdmicas
de todos los atomos de forma simultanea basandose en el método de la primera derivada
de la ecuacion de la energia. Existen cuatro procedimientos diferentes para obtener el
minimo local de dicha funcion:**

1. Méaxima Pendiente:'? la direccién de la busqueda es la derivada de la
funcidn de energia para el estado de la molécula en cada instante. No emplea informacion
de iteraciones anteriores. EI método converge bastante bien para sistemas altamente
distorsionados donde la derivada tiene valores bastante grandes, aunque, en las zonas
proximas al minimo, las propiedades de convergencia son bastante pobres.

2. Gradiente Conjugado:** acumula informacién sobre la funcién de una

iteracién a la siguiente. Esta informacion se utiliza para acelerar el proceso de

59



60

Capitulo 5
Modelizacion Molecular

minimizacion, especialmente, en las proximidades de los minimos de la superficie de
energia. Las propiedades de convergencia son superiores a las conseguidas con el método
anterior. Este método es el que nosotros hemos utilizado en nuestras minimizaciones.

3. Método de Powell:** es similar al método de Gradiente Conjugado pero
utiliza reglas méas avanzadas para determinar la direccion de descenso de la funcion de
energia, el tiempo de célculo es considerablemente mayor.

4. Técnicas Newton-Raphson:** se trata de un método més sofisticado y que
por tanto requiere un mayor tiempo de calculo. Utiliza para la minimizacion la pendiente

(primera derivada) y la curvatura de la superficie (segunda derivada).

5.3 Dindmica Molecular

La Dinamica Molecular*>

(DM) consiste en simular mediante un ordenador el
movimiento que, a lo largo de un cierto tiempo, realizan los &tomos que componen una
molécula, recogiendo la posiciéon y velocidad instantdnea de los mismos a intervalos
regulares de tiempo. Mediante el analisis de cada una de las conformaciones resultantes
de toda la dinamica es posible obtener informacién muy importante sobre el sistema. Asi,
por este procedimiento, se puede obtener la variacion de una determinada propiedad con
el tiempo o incluso si se utiliza el método de analisis adecuado, el estudio de propiedades
en el equilibrio.

Para explicar el fundamento de la teoria, tomamos como ejemplo una molécula
modelo aislada en el vacio, sin interaccionar con ninguna otra molécula y sin que sobre
ella actten ninguna fuerza externa. Pese a que no existan fuerzas exteriores, los &tomos

permaneceran en movimiento debido a dos efectos internos:

" El campo de fuerzas interno de la molécula. Los 4&tomos interactian entre si
mediante fuerzas de atraccion y repulsion produciéndose elongaciones, contracciones,
flexiones, rotaciones, etc. de los enlaces, que originaran fuerzas que pretenden devolver la

molécula al estado de equilibrio.

. La agitacion térmica. Es responsable de que cada 4tomo, i, tenga una energia
cinética en todas las direcciones, que esta determinada por la temperatura a la que se
encuentre la molécula. Podemos simplificar esta contribucion considerando que en DM
nos interesa estudiar los movimientos relativos de unos &tomos con respecto a otros y por

lo tanto, a la energia cinética total le podemos restar las energias de rotacion y traslacion
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de la molécula en su conjunto. Esto supone suprimir seis grados de libertad, siendo
entonces la energia total:

E;=E.-E . - ERsz'kBT 5.8

Trans

Una vez planteadas las bases en torno a cuales son las fuerzas que actian sobre
nuestra molécula, nos interesa conocer en qué medida lo hacen y como influyen sobre
cada uno de sus atomos en cada instante, observando la evolucién de cada uno de ellos

con el tiempo. Por lo tanto, empezaremos por adjudicar unas posiciones iniciales, T, a

nuestros atomos. Lo mas razonable es que estas posiciones reproduzcan una
conformacién de minimo relativo de energia. A partir de esta posicion, se puede calcular
la energia de la molécula, E(T), y con ella la fuerza que actda sobre cada atomo, F. A
cada atomo le asignaremos una velocidad relacionada con la temperatura a la que se

realiza el calculo,v,. El movimiento de cada atomo, i, vendra determinado por la

ecuacion de Newton:

F=md =-VE 5.9
0E 0%
_5_?': miﬁ 510

Esta ecuacidn habra que aplicarla a cada atomo y en las tres direcciones del espacio,
por lo que tendremos que resolver 3N ecuaciones diferenciales. La condicién de contorno
sera v, () y los limites de integracion t y t + &t. De esta manera, podremos obtener T,
(t+ot), E(t+6t), Ifi(t+6t) y V,(t+6t). Realizando el mismo proceso para distintos
incrementos de tiempo podremos calcular la trayectoria de cada atomo a lo largo del
tiempo. Sin embargo, a la hora de resolver estas integrales habrd que utilizar algin
método para simplificarlas. Uno de los mas intuitivos y utilizados es el algoritmo de
Verlet.**" Este método consiste en una combinacion de dos series de Taylor para la
posicion en los tiempos t-6t y t+dt, conocida la posicion a un tiempo t, mediante el

desarrollo:

F(t-5t) = F(t) - \7(t)8t+%a(t)8t2-... 5.11
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F(t+3t) = F(t)+\7(t)6t+%é(t)8t2+... 5.12

Sumando las dos series se puede eliminar la velocidad y despejar la posicion del
atomo a tiempo t+5t conocidas sus posiciones a tiempos t-6t y t asi como su aceleracion a
tiempo t, que se calcula a partir de las fuerzas interatbmicas mediante la segunda ley de

Newton.
F(t+31t) = 27(t) - F(t- 5 t) +a(t) 5.13
La velocidad se obtiene restando de la Ecuacion 5.12 la 5.11:
F(t+31) - F(t- 5t) = 2V(t)dt 5.14
y de aqui se despeja obteniendo:

F(t+ S1) - F(t- 51)
25t

5.15

v(t) =
En resumen, el algoritmo de Verlet se aplica siguiendo el siguiente esquema:

F(t) > F(t) > a(t)
v(t)

Condiciones iniciales: {

} — T(t-91)

Conocidas las posiciones iniciales de los atomos T (t) se calculan las fuerzas y a
partir de éstas, las aceleraciones, que junto con las velocidades iniciales permiten obtener
T (t-6t) mediante la Ecuacion 5.11. Después se integran las ecuaciones de Newton y se
realiza el siguiente paso. Por ejemplo, para un determinado paso j, en el que la posicion

viene dada por T (t+jot), se calcula la fuerza Ia:I (t+jot) y la aceleracion & (t+jot) y a partir

de T (t+jot) y T (t+(j-1)dt), se calcula la posicion T (t+(j+1)5t) de acuerdo con la Ecuacién
5.14.

Este algoritmo tiene como limitacion el alto consumo de tiempo, ya que ot tiene que
ser lo suficiente pequefio como para poder obtener buenas aproximaciones con las series
de Taylor. Su peor inconveniente es que no existe control sobre las velocidades de las
particulas, por lo que tampoco sobre las temperaturas del sistema. Las velocidades vienen

controladas por las aceleraciones y éstas a su vez por las fuerzas, las cuales dependen de
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las energias conformacionales, por este motivo, segin la molécula se encuentre en un
minimo o en un maximo de energia, sus velocidades variardn mucho, y con ellas las
temperaturas. Debido a ello, este método no es conveniente cuando se quiere trabajar a
temperatura constante, que es por otro lado lo mas habitual.

Uno de los algoritmos utilizado como alternativa al de Verlet que mejora la
precision y velocidad de célculo, es el denominado Salto de la Rana (Leap-frog)®. Es el
procedimiento mas usado en célculos de Dindmica Molecular. En este algoritmo cada uno
de los intervalos ot se divide en dos y se supone que la aceleracion permanece constante
durante el tiempo t-ot/2 y t+6t/2. Las velocidades en los semi-intervalos Vv (t+6t/2) y las

posiciones en los intervalos T (t+3t) se pueden calcular mediante las ecuaciones:
ot ot,
v(t+ ?) =V(t- ?) +a(t) ot 5.16

F(t+0t) = T(t) + v(t+ %) ot 5.17

De forma esquematica, el algoritmo se representa en la Figura 5.2 y se basa en:

= Tomar un T (t) inicial, preferiblemente una posicion de equilibrio.

= Asignar unas velocidades aleatorias a cada atomo en funcion de la temperatura de

calculo para un tiempo t-5/2.
= A partir de T (t) se calcula IE(t) y a(t).
= Con a(t)y v (t-5t/2) se calculav (t+5t/2) mediante la Ecuacion 5.16.

= Posteriormente con V (t+3t/2) y T (t) se obtiene T (t+5t) usando la Ecuacion 5.17. A

partir de aqui se puede iniciar de nuevo el ciclo.

() t)— /
v(t-3Y, v(t-50)—s v(t+9%)
a(t)

Figura 5.2. Esquema del algoritmo del Salto de la Rana.
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Como puede observarse, las velocidades que se utilizan van siempre un semi-
intervalo por detrds o por delante del resto de pardmetros y sirven de apoyo para el
calculo de los siguientes intervalos, de ahi el nombre de Salto de la Rana. Por otro lado,
al ser la velocidad una variable natural del algoritmo, el proceso nos permite ir
controlando en todo momento la velocidad de los atomos y con ello su temperatura, que
era el principal problema que presentaba el algoritmo de Verlet.

La unica limitacién de este método es la necesidad de emplear incrementos de
tiempos o0t muy pequefios, para conseguir una buena aproximacion de la funciéon de la
aceleracién con la funcién discreta. Esto no es un gran problema porque los tiempos de
integracion o incrementos son bastante menores que los movimientos moleculares méas

rapidos, como son los movimientos de vibracion.

Metodologia de las simulaciones de Dindmica Molecular
De forma general, cuando se realiza una Dindmica Molecular se suelen seguir los

siguientes pasos:

a) Construccion de la molécula sobre la que se va a realizar el calculo, para ello
se le atribuyen longitudes de enlace, angulos, cargas si se desea, etc. previamente
conocidos. Normalmente todos los programas disponen de una base de datos en la que
residen todos los parametros medidos anteriormente en moléculas similares o si no los

podemos asignar nosotros.

b) Minimizacion de la energia de la molécula con respecto a todas las
coordenadas internas (longitudes, angulos de enlace, angulos de rotacidn, etc.) usando el
algoritmo adecuado, con lo que obtendremos uno de los minimos de energia en los que

puede encontrarse la molécula.’

c) Termostatizacion. Es necesario asignar unas velocidades iniciales aleatorias v,

para cada atomo de la molécula con la condicion de que se reproduzca la temperatura de
trabajo. No obstante, cuando se trabaja a temperaturas relativamente altas, estas
velocidades van a ser muy grandes, por lo que si se asignan al azar se producen
deformaciones drasticas en la molécula, poco realistas en los primeros momentos. A
medida que transcurre el tiempo, el campo de fuerzas va actuando pudiéndose imponer
sobre estas deformaciones y haciendo que la molécula vuelva a adoptar conformaciones

mas realistas. Todo este proceso puede resultar muy largo, ademas de generar resultados
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incorrectos. Por todo ello, es mejor comenzar a bajas temperaturas (por ejemplo a 1 K) e
ir aplicando incrementos de temperatura cada cierto tiempo hasta llegar a la temperatura
deseada. Una vez alcanzada esta temperatura se deja que el sistema se equilibre (o
termostatice) durante un tiempo y posteriormente se empiezan a recoger datos para su
posterior andlisis. Un factor que hay que tener en cuenta cuando se fija la temperatura de
trabajo es, que si esta no es lo suficiente alta puede llegarse a un punto durante la
trayectoria en el que la molécula quede atrapada en un pozo de potencial, es decir, solo
pueda moverse dentro de un intervalo restringido de energias, de manera que no se

reproduzca su movimiento real.

d) Adjudicacion del intervalo de integracion, ¢. El valor de tiempo &t para el que
se hace cada ciclo de integracion es un pardmetro de gran importancia en todo el célculo
de DM. En un principio se puede pensar que cuanto menor sea éste mas preciso ser el
calculo, sin embargo esto conlleva mucho mas tiempo, por ello es conveniente llegar a un
compromiso entre ambos factores. Un valor minimo sera aquél que nos permita apreciar
los movimientos més réapidos de la molécula que puedan influir en las propiedades que
posteriormente se quieran obtener. Dicho valor minimo serd en nuestro caso, el
determinado por los movimientos vibracionales de los enlaces cuyo tiempo de oscilacién
es del orden de las decenas del femtosegundo (10* s). Es por ello aconsejable que
nuestro &t no supere las unidades de fs. EI minimo lo fijaremos en consecuencia con el

namero de acumulaciones y tanteando con distintos célculos.

e) Duracion de la trayectoria de DM es el tiempo durante el cual se estudia la
molécula. Se define como el producto del nimero de ciclos de integracién, excluyendo
los utilizados en el proceso de termostatizacion, por el intervalo de integracion &t.
Aumentar el numero de ciclos de integracion implica aumentar la fiabilidad de los
resultados, pero también, aumentar el tiempo de calculo. Este tiempo ha de ser el
suficiente para que la molécula pase por todas las conformaciones accesibles, sobre todo
si lo que pretendemos es usar la DM para obtener propiedades de equilibrio.
Conjuntamente con el apartado anterior, se realizaran un nimero determinado de pruebas

y se elegiran los valores méas adecuados.

f)  Obtencion de datos. Una vez que finaliza el periodo de termostatizacion se

empiezan a recoger datos, lo que significa guardar una “imagen” 0 “fotograma” de la
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conformacién adoptada por la molécula cada cierto tiempo para su posterior analisis. En
principio, se podria pensar en guardar las conformaciones obtenidas después de cada ciclo
de integracion, pero las variaciones de una conformacion a la siguiente serian minimas y
los resultados serian ficheros con un ndmero ingente de datos que harian que su analisis
fuera muy largo y tedioso. Nuevamente se llega a un compromiso entre el detalle del
andlisis y la cantidad de datos que se pueden manejar y se suelen recoger datos cada
cierto numero de pasos de integracion, por ejemplo, tomando un “fotograma” cada 250 fs
sidt=1fs.

g) Andlisis de los resultados. Consiste en obtener cobmo varian las magnitudes
conformacionales interesantes para nuestro estudio “de fotograma a fotograma”, es decir,
a lo largo del tiempo, o bien calcular valores en equilibrio dando el mismo peso a cada

una de las conformaciones.

5.4 Simulaciones con disolvente

La mayoria de los procesos quimicos importantes tienen lugar en disolucion y por
tanto, no se conseguiran unos calculos realistas si consideramos las moléculas como
sistemas aislados en el vacio. Para aumentar la precision y la fiabilidad de las
simulaciones, debemos considerar e incluir en los calculos las interacciones que presentan
las moléculas del sistema de estudio con las del disolvente."® Desafortunadamente, cuanto
mas preciso y realista sea la simulacidn con el disolvente, mas seran las horas de calculo
gue se necesitan para abordar el mismo problema.

Entre los diferentes algoritmos para simular procesos en disolucién, nosotros hemos

utilizado en nuestros calculos el denominado como Molecular Silverware.

5.4.1 Molecular Silverware

Es un algoritmo para empaquetar moléculas de forma rapida. Se puede emplear
para solvatar una molécula de soluto con un numero cualquiera de moléculas de
disolvente o para encontrar el mejor ajuste entre dos moléculas. Molecular Silverware®
construye una caja periddica donde va a ir afiadiendo una por una las moléculas de
disolvente a cada uno de los solutos. Cada molécula de disolvente se afiade de tal forma
que su superficie de van der Waals no se superponga con la superficie de van der Waals
de ninguna otra molécula que esté presente previamente. De forma sucesiva, solo se va a

afiadir una molécula cada vez, por lo que el empaguetamiento del disolvente alrededor del
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soluto va a ser muy bueno, aunque mucho mas lento que en otros métodos en los que se
colocan las moléculas de soluto en una caja, donde previamente ya estan presentes todas
las moléculas de disolvente. Ademas, este procedimiento presenta muchas ventajas: se
puede emplear con cualquier disolvente; las energias resultantes del sistema son lo
suficientemente bajas como para que se pueda realizar una dindmica después de una
pequefia minimizacion; las moléculas de disolvente van a rellenar cualquier cavidad

presente en el soluto; etc.

5.4.2 Condiciones Periddicas de Contorno (PBC)

Para evitar efectos no deseados en los limites de la caja de disolvente se suelen
aplicar a los calculos Condiciones Periodicas de Contorno (mas conocidos por sus siglas
en inglés Periodic Boundary Conditions, PBC).>!® Esta técnica consiste en rodear por
todos los lados la molécula de estudio con réplicas exactas del sistema que forma el
disolvente, creando un entorno infinito. En la Figura 5.3 se muestra un esquema en 2
dimensiones, donde la molécula (x) se sitta en la parte central y copias de las moléculas
de disolvente que rodean al sistema se disponen alrededor. Cualquier molécula que sale
de un lado aparece en el otro, consiguiendo asi que se mantenga constante el nimero de

moléculas de disolvente en el sistema de estudio.

k’o o K o

Figura 5.3. Esquema en dos dimensiones que ilustra las Condiciones Periddicas de Contorno. La X
representa la molécula de estudio y las bolitas azules, las moléculas de disolvente.
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5.5 Metodologia utilizada en la simulacién de los diferentes procesos

5.5.1 Inclusion de una molécula huésped en ciclodextrinas hidroxipropiladas
(Capitulo 7)

En las simulaciones de los procesos de inclusion de una molécula huésped en el
interior de la CDs, descritos en el Capitulo 7%%* (del 2,3- naftoato de dimetilo y el 1-
naftoato de metilo con las 2-hidroxipropil a-, -y y-ciclodextrinas, HPCDs), se utiliz6 la
Mecanica Molecular y una metodologia muy similar a la utilizada anteriormente en otros
estudios de complejacién con ciclodextrinas.??® La distancia cut-off o distancia maxima
a la que se tienen en cuenta las interacciones no enlazantes, fue de 8 A y cdmo método de
optimizacion y terminacion se utilizaron los algoritmos de Simplex y gradiente conjugado
(con gradientes de 0.2 y 1.0 kcal-molA™ en el vacio y en agua, respectivamente). Los
calculos en presencia de moléculas de disolvente se realizaron utilizando el algoritmo de
Silverware ?° y se aplicaron condiciones periédicas de contorno (PBC). La permitividad
eléctrica se fijo a €=3.5 (¢=1) para las simulaciones en vacio (agua). Las cargas de las
ciclodextrinas fueron obtenidas por MOPAC.?’ La energia de interaccion se obtuvo como
la diferencia entre la energia de potencial del sistema entero y la suma de las energias de
potencial de cada uno de sus componentes de forma individual.

Para la simulacion se situd cada ciclodextrina hidroxipropilada (HPCD) en un
sistema de coordenadas, como se muestra en la Figuras 5.4 y 5.5. Asi, el centro de masas
de los oxigenos glicosidicos (0) se localizé en el origen del sistema, el eje y se orientd a lo
largo del eje principal de la HPCD vy el z de manera que contuviese uno de los oxigenos
glicosidicos.

Para definir la orientacion relativa entre el macrociclo (molécula anfitrion) y el
cromdéforo (molécula huésped) se emplearon tres parametros:

-d: la proyeccion de oo’ sobre la coordenada y (0’ corresponde al centro de masas
del derivado de naftaleno).

-0: el angulo definido por las posiciones oo 'C9 (C9 pertenece al grupo naftaleno).
-0: el angulo diedro entre los planos yz y el plano que contiene al derivado de

naftaleno.

Los calculos se realizaron teniendo en cuenta dos aproximaciones en el caso de los

complejos con 23DMN/HPCD (polar, P y no polar, NP), tal y como indica la Figura 5.4
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y cuatro en el caso de IMN/HPCD, como se muestran en la Figura 5.5 (polar, P y no
polar, NP, para cada orientacion vertical, V' y horizontal, H). Para obtener la orientacion
mas favorable durante la aproximacion de la molécula huésped a la ciclodextrina, se
realizaron calculos de energia en el vacio de cada una de las estructuras optimizadas
obtenidas al variar los &ngulos & y € y la distancia, d, para todas las aproximaciones
posibles y los tres tipos de ciclodextrinas (a-, B- y yHPCD). Posteriormente, se
analizaron de manera critica los resultados y se determinaron los angulos & y @ éptimos
de menor energia de interaccion para cada una de esas aproximaciones. Estos angulos
Optimos fueron entonces fijados y se fue variando la distancia d a lo largo de la
coordenada y desde +20A hasta -20A a intervalos de 0.5A. Cada estructura generada
durante este proceso de aproximacion fue solvatada (empleado agua como disolvente),
optimizada y posteriormente analizada. Para cada una de ellas se obtuvieron diferentes
pardmetros energéticos y geométricos, como la energia de interaccion, sus contribuciones,

la distancia, d, los angulos & y 0 etc.

Polar (P)

e
Z:W y

No-Polar (NP)

Figura 5.4. Sistema de coordenadas usado en los calculos de Mecanica Molecular, mostrando las dos
posibles aproximaciones del croméforo 23DMN a la HPCD: Polar (superior) y No Polar (inferior).
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I . o
i Cg\r N / H H \ 4
YY 3\ Iy
" HNP 5 .

Figura 5.5. Sistema de coordenadas usado en los calculos de Mecanica Molecular, mostrando las cuatro
posibles aproximaciones del crom6foro IMN a la HPCD: Horizontal Polar (HP) y No Polar (HNP) y
Vertical Polar (P) y No Polar (VNP).

5.5.2 Estructura y procesos de dimerizacion de ciclodextrinas modificadas (Xm-y
NmCDs) (Capitulos 8y 9)

Para el estudio de estos procesos se utilizaron calculos de MM y DM, también
realizados con el programa Sybyl y el campo de fuerzas Tripos. La permitividad eléctrica
fue fijada a €=3.5 y =1 para las simulaciones en vacio y en agua, respectivamente. Las
cargas de las ciclodextrinas fueron obtenidas por MOPAC.? Las optimizaciones se
llevaron a cabo mediante el algoritmo Simplex y el de gradiente conjugado como método
de terminacion con gradiente de 0.2 (3.0) kcal-mol™A™ para los célculos realizados en
vacio (agua). La distancia cut-off también se fijo a 8A. Para los célculos en agua, se

emplearon el algoritmo Silverware® y las condiciones periédicas de contorno.

Estudio conformacional del monémero
La conformacion de cada ciclodextrina viene definida por:
1. Los angulos de torsion (Figura 5.6):
¢. formados por los &tomos C(4)-C(1)-O-C(4").
w: formados por los atomos C(1)-O-C(4”)-C(1°).
x: formados por los atomos C(4)-C(5)-C(6)-O.
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Los angulos de torsion toman valores positivos si cuando miramos desde el primer atomo

hacia el segundo, el &ngulo que forman tiene el sentido de las agujas del reloj.

2. Elangulo de flexion = definido por el oxigeno puente C(1)-O-C(4’).

Ademas, en el caso de las ciclodextrinas de estudio modificadas con un grupo cromoforo
bidentado en las posiciones C(2) y C(3), también es importante definir los angulos de

torsion que forman parte de la “bisagra” que unen el cromoforo a la ciclodextrina.

3. Estos angulos de torsion los definimos como X, son cuatro y estan formados por
los atomos :
X1: C(1)-C(2)-O-CH,.
X2: C(2)-0O-CH,-C*.
X3: C(4)-C(3)-O-CHs,.
X4: C(3)-O-CH,-C¥.

Dichos angulos son comunes a XmCD y NmCD, ya que la secuencia de &tomos que unen

el cromoforo a la ciclodextrina es la misma en ambos casos.

oH o OH

OH

H
° OH

HO

Figura 5.6. Esquema del fragmento de una ciclodextrina indicando los angulos y la numeracién de los
atomos utilizada.

Para establecer cudles eran los angulos de torsién X 6ptimos, se realizaron simulaciones
de Dinamica Molecular de 10 ns en el vacio sobre un trimero de unidades de
glucopiranosa lineales, cuya unidad central contiene el sustituyente unido de forma

bidentada a las posiciones C(2) y C(3) de una misma unidad de glucopiranosa. El total de
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estructuras generadas corresponde realmente a 400 conformaciones diferentes, que
después de minimizarse en el vacio (gradiente 0.2 kcal-mol*A™), se analizaron y
seleccionaron aquellas 20 de menor energia y se utilizaron como conformaciones de
partida para los calculos posteriores.

Para estudiar el comportamiento conformacional del mondmero aislado, se
realizaron trayectorias de Dindmica Molecular a diferentes temperaturas, preferentemente
en el vacio (y algunas en agua). Todos los parametros conformacionales se dejaron variar
durante la trayectoria, excepto los enlaces donde estan implicados los atomos de H que
fueron fijados, es decir que no se dejaron vibrar durante el calculo. Estas vibraciones son
muy rapidas y apenas influyen en los resultados y se consigue ahorrar bastante tiempo de
calculo, sobre todo en presencia de agua como disolvente.

Para el caso de las XmCDs, las trayectorias de DM fueron de 1 ns en el vacio (3 ns
en agua), se realizaron empezando desde 1 K de temperatura y se fue incrementando en
intervalos de 20 K, dejando que el sistema se equilibrase en cada paso durante 400 fs (500
fs), hasta alcanzar la temperatura de interés. Una vez alcanzada esta temperatura se dej6
un periodo de equilibrado adicional de 100000 fs (25000 fs) en el vacio (agua). Este
tiempo de calentamiento y equilibrado se descartd en el analisis. Para la trayectoria se
empled 1 fs (2 fs) de tiempo de integracion y las velocidades del sistema fueron
reescaladas cada 100 fs. Se grabaron las estructuras cada 200 fs (250 fs) para las
trayectorias en el vacio (agua) para su posterior analisis. Las simulaciones de DM,
preferentemente en el vacio, fueron realizadas a varias temperaturas desde 300 K hasta
550 K (400 K) a intervalos de 50 K. Con estas simulaciones a altas temperaturas lo que
conseguimos es barrer un amplio espacio conformacional, evitando que la molécula se
quede atrapada en un pozo de potencial durante las trayectorias. Como indicamos,
también se realizaron algunos célculos en agua que dieron resultados similares a costa de
mas tiempo de célculo.

En el caso de las NmCDs, se siguié un protocolo similar aunque se realizaron DM
en el vacio con una trayectoria de 5ns y las simulaciones de temperatura fueron realizadas
de 350 a 600 K.

Estudio de la dimerizacion de las CDs modificadas
El procedimiento es parecido al utilizado para la inclusiéon de una molécula huésped

en la CD. Para la conformacién de partida de cada CD se empleé una estructura
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monomeérica optimizada no distorsionada. Una de ellas se orienté de manera que el centro
de masas de los oxigenos glicosidicos (llamado como 0) coincidiese con el origen de un
sistema de coordenadas cartesiano. El eje z pasa a través del oxigeno glicosidico unido al
C4 en la unidad de glucopiranosa que esta sustituida por un grupo cromoforo y el eje y
coincidiendo con el eje principal de la CD. La segunda molécula de CD se situa paralela
al plano xz y en el eje y a una distancia donde ambas CDs no interaccionan, tal y como se
muestra en la Figura 5.7. La orientacion relativa de las dos ciclodextrinas viene definida
por:

- d: la distancia entre las dos ciclodextrinas o proyeccion de oo’ en la coordenada

y.

- 6: el angulo diedro entre los planos O(4)oo’ y 0o ’O(4).

- & el angulo 00°’0O(4).

La segunda ciclodextrina puede aproximarse con tres orientaciones diferentes
Ilamadas: cabeza-cabeza (HH, de sus siglas en inglés Head-Head), cabeza-cola (HT, del
inglés Head-Tail) y cola-cola (TT, del inglés Tail-Tail), también indicadas en la Figura
5.7.

En ambos casos, XmCDs y NmCDs, para obtener la orientacion mas favorable se
fue variando el angulo diedro @ desde -180° a +180° de 10° en 10, el &ngulo & desde 50° a
130° de 10° en 10° y la distancia d de 20 A a 6 A a intervalos de 1A. A continuacion, cada
conformacion obtenida en el vacio se optimizé con un gradiente de 0.2 kcal-mol ™A™,

Después de este procedimiento se obtuvieron los valores de @ y ¢ con energia de
interaccion entre CDs mas favorable. Fijado los angulos @ y & se fue variando la distancia
entre los centros de las ciclodextrinas desde 20 a 6 A a intervalos de 0.5A. Cada
estructura generada se solvaté (empleando agua como disolvente y aplicando Molecular
Silverware y PBC) y se optimiz6 usando un gradiente de 1 kcal-mol*A™. Las
conformaciones de minima energia obtenidas fueron optimizadas de nuevo con un
gradiente de 0.5 kcal-mol™A™ y fueron usadas como conformaciones de partida para
realizar simulaciones de DM de 1.0 ns en presencia de agua a la temperatura de 300K,
siguiendo el mismo procedimiento (termostatizacion, etc.) que en el caso del estudio del

mondmero, descrito anteriormente.
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Figura 5.7. Sistemas de coordenadas empleados para simular el proceso de dimerizaciéon usando las
diferentes aproximaciones: cabeza-cabeza (HH), cabeza-cola (HT) y cola-cola (TT) para XmyCDs. Las
diferentes aproximaciones son analogas para el resto de las XmCDs y las NmCDs

De forma similar, en algunos casos estudiamos la posible formacién de trimeros a
partir de los monémeros de XmyCD o NmyCD. Partiendo de la estructura mas favorable
de méxima energia de interaccion del dimero HT se afiadié otra ciclodextrina y se aplicd
un protocolo similar al del estudio del dimero. Posteriormente la estructura de minima
energia obtenida fue optimizada (0.5 kcal-mol™*A™) y se realizaron simulaciones de DM
(1 nsy 1.5 ns para XmyCD y NmyCD, respectivamente) a la temperatura de 300K.
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5.5.3 Inclusion de una molécula huésped en ciclodextrinas modificadas (XmCDs y
mCDs) (Capitulo 10)

La metodologia y procedimientos son muy similares a los descritos en la seccion
5.4.1, para procesos de complejacion de una molécula huésped con las HPCDs. Las
cargas para las moléculas XmCDs, mCDs vy la sonda fluorescente, 2-metilnaftoato (2MN)
fueron obtenidas mediante el programa MOPAC (AM1) tal y como lo hemos usado en otros
trabajos anteriores.?®** Para la optimizacién de la energia se empled también el método
Simplex y el de gradiente conjugado como metodo de minimizacion y terminacion, con
gradientes de 0.2 y 3.0 kcal-mol'1-A™ para el vacio y agua, respectivamente. El sistema
fue solvatado mediante el mismo algoritmo utilizado anteriormente (Silverware) y se
emplearon condiciones periddicas de contorno (PBC).

La estrategia seguida para la obtencién de las estructuras mas favorables es similar a la
descrita anteriormente.”**%31% Se ytilizaron CDs no distorsionadas como molécula
anfitrion de partida, situando el centro de masas de los oxigenos glicosidicos que forman la
ciclodextrina en el centro de coordenadas del sistema, de forma analoga a la Figura 5.4. Al
igual que en el caso del Capitulo 7, los pardmetros que definen la conformacién del sistema
son la distancia d y los &ngulos & y . Se tuvieron en cuenta las orientaciones polar (P) y
no polar (NP) (Figura 5.4) como formas de aproximacion del 2MN a las diferentes CDs.
Se obtuvieron las conformaciones mas favorables en el vacio, mediante el analisis de las
energias de interaccion entre las diferentes CDs y el 2MN, al variar los angulos & (y 6)
en el intervalo 10-100° (0-55°) a intervalos de 10° (5°) y la distancia d desde + 10 A a -6
A aintervalo de 2 A. Fijados los angulos 8y @ mas favorables, se generaron las diferentes
estructuras resultantes de variar la distancia 2MN-CD sobre la coordenada y entre 20 A a
-20 A a intervalos de 0.5 A. Cada una de estas estructuras fue solvatada, optimizada y
guardada para un posterior andlisis. Las estructuras 2MN/CD energéticamente mas
favorables fueron optimizadas de nuevo con un gradiente 0.5 kcalmol'l-A™* y se
emplearon como conformaciones de partida para un célculo de DM de 1ns a la
temperatura de 300K.

El protocolo de DM empleado es similar al utilizado en apartados anteriores®*>*
(un periodo de equilibrado de 25000 fs, paso de integracion de 2fs, las velocidades fueron

reescaladas cada intervalos de 100 fs, los datos se guardaron cada 250 fs, etc.).
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6.1 Descripcion de los instrumentos

6.1.1 Instrumentacion de Fluorescencia

En la mayoria de las medidas realizadas por fluorescencia, tanto de estado
estacionario, como de resolucidn temporal, se utilizaron cubetas de cuarzo cilindricas de 2
mm de paso éptico y 150 pL de capacidad. En ocasiones puntuales, se emplearon cubetas
de cuarzo de seccion cuadrada de 1 cm de paso 6ptico y 3 mL de capacidad.

Es importante sefialar que dependiendo del sistema y sobre todo a las
concentraciones mas altas (que mas absorben), hubo que realizar correcciones debidas al

efecto interno.” Para corregirlo se empled la expresion 6.1:

. A +A
Icorr = Iobs antllog H
6.1

donde Aex Y Aem SoN los valores de la absorbancia a la longitud de onda de excitacion y
emision respectivamente.

Todas las muestras fueron medidas en sus correspondientes portacubetas
termostatizadas mediante bafios de recirculacion (Huber Ministat).

6.1.1.1 Espectrofluorimetro de Estado Estacionario

El instrumento empleado para todas las medidas de fluorescencia en estado
estacionario fue un espectrofluorimetro SLM 8100 AMINCO (Figuras 6.1 y 6.2). Consta
de una lampara de arco de Xendn de 450 W como fuente de excitacion, dos
monocromadores de tipo rejilla hologréafica en el paso de excitacion y uno simple en la de
emision, y como detector un fotomultiplicador Hamamatsu (R928, UV/VIS-Red) sensible
al rojo y refrigerado mediante un sistema Peltier, para incrementar sensiblemente la
relacion sefal/ruido. Los polarizadores tipo Glan-Thompson se situaron para todas las
medidas (excepto anisotropia) en condiciones de angulo magico (polarizador de
excitacion en posicion vertical y polarizador de emision orientado 54.7° con respecto a la

vertical).
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Figura 6.1. Representacion esquematica de espectrofluorimetro SLM 8100 AMINCO.
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Figura 6.2. Imagen y esquema de los diferentes elementos que configuran el espectrofluorimetro SLM

8100 AMINCO.
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La lampara de Xe emite luz de una forma continua que pasa a través del
monocromador de excitacion y selecciona una banda estrecha de longitudes de onda
como haz incidente. Los polarizadores se encargan de girar el plano de polarizacion de la
luz a un angulo determinado. Esta radiacion atraviesa la muestra y la intensidad emitida
se detecta a 90° a una longitud de onda concreta, que es seleccionada mediante el
monocromador de emision. Finalmente, la fluorescencia es detectada en el tubo
fotomultiplicador, analizada y cuantificada mediante los adecuados dispositivos

electronicos.?

6.1.1.2 Espectrofluorimetro de Resolucion Temporal

Las medidas de tiempo de vida de fluorescencia se han realizado en un
espectrofluorimetro de conteo de fotones individuales correlacionados temporalmente
(conocido por sus siglas en inglés Time-Correlated Single-Photon Counting, TCSPC)
FL900 Edinburgh Instruments (Figuras 6.3 y 6.4). El aparato dispone de un doble
monocromador en los pasos de excitacion y emision. Las medidas se tomaron en ausencia
de polarizadores. La fuente de luz del aparato es una lampara de pulsos (nF900) que
consiste en una cavidad llena de gas (en todos los experimentos se empled H, a baja
presion (0.4 atm)) donde se generan descargas de alto voltaje controladas por una célula
tiratron. El ancho de banda en los monocromadores de excitacion y emision se situé a
18 nm. El sistema de deteccion consiste en un fotomultiplicador Hamamatsu R955
subenfriado mediante un sistema tipo Peltier.

De forma puntual, cuando se necesitd una mayor intensidad de emision, se
utilizaron NanoLeds monocromaticos. Los NanoLeds son fuentes de radiacion que usan
una combinacion de Leds (de su siglas inglesas LED: Light-Emitting Diode: ‘diodo
emisor de luz’) y LD (LD: Laser Diode) para generar pulsos opticos del orden del
nanosegundo y picosegundo, pudiendo emitir desde la zona del UV lejano hasta el IR
cercano. Estos dispositivos consumen muy poca energia, son faciles de manipular y no
requieren ningdn tipo de mantenimiento. Aunque, a diferencia de la ldmpara de pulsos,
cada dispositivo solo emite luz de una longitud de onda determinada, la intensidad de
emision del NanoLed es mucho mayor, lo que resulta especialmente Gtil cuando las

muestras presentan una baja fluorescencia.
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El funcionamiento y proceso de andlisis de datos de un TCSPC es algo mas
complejo que el de un espectrofluorimetro de estado estacionario. La base experimental
consiste en la medida del intervalo de tiempo entre el pulso de la lampara y la llegada de
ese pulso al anodo del fotomultiplicador, ajustandose la intensidad para que el pulso sea
debido a la incidencia de un foton sobre el fotocatodo. Dicho intervalo de tiempo se mide
utilizando un convertidor de tiempo en amplitud de voltaje (Time-to-Amplitude
Converter, TAC). El pulso de la lampara inicia el TAC que genera un voltaje, el cual se
incrementa linealmente con el tiempo; cuando un foton, procedente de la muestra, es
detectado en el fotomultiplicador el pulso del &nodo detiene el TAC. En este instante, el
TAC envia un pulso proporcional al tiempo entre ambos eventos a un contador analdgico
digital siendo almacenado como una cuenta en el canal correspondiente a ese tiempo
dentro de un analizador multicanal (Multichannel Analyser, MCA). Este proceso se repite
hasta que un elevado nimero de fotones (generalmente suelen ser 10%) ha sido detectado
en el maximo del perfil de decaimiento. El resultado es una representacion del nimero de
fotones detectados frente al nimero de canales o tiempos, que es proporcional al perfil de
decaimiento temporal de la intensidad de fluorescencia.

Ademas de detectar el decaimiento de la muestra, es necesario obtener el perfil de la
lampara debido a que el pulso de excitacion tiene una cierta anchura, es decir no es
instantdneo. Para ello se medira una disolucion difusora (Ludox) en las mismas
condiciones de la muestra. El decaimiento de la fluorescencia real de la muestra se
obtendra corrigiendo el perfil experimental obtenido, sustrayendo, de alguna manera, la
contribucion perteneciente al decaimiento de la lampara. Este proceso se consigue
mediante un procedimiento matematico llamado deconvolucién.’

El objetivo es obtener una funcion matemética que describa las curvas
experimentales. Si L(t) es el perfil temporal de la lampara y R(t) el decaimiento de
fluorescencia observado, debemos obtener la funcion que describe el perfil real de la
muestra, F(t), a partir de los datos anteriores, sabiendo que R(t) se obtiene por la
convolucion de L(t) y F(t).

R(t) = j:L(t') F(t-t)dt 6.2

siendo t el instante de la excitacion. El pulso de la lampara se puede considerar formado

por un numero elevado de pulsos infinitesimales de tiempo t;j y anchura At, siendo ésta
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mucho menor que el tiempo de decaimiento de la muestra. Cada pulso individual inducira

un pulso de respuesta en la muestra
R;(t)= L(t,)AtF(t-t,) t >t 6.3

Siendo t; el tiempo de la excitacion. La medida de decaimiento sera la suma de

todos estos pulsos individuales.

R(t) = tzt L(t,)F(t-t )At 6.4

t=0

Para deconvolucionar esta curva experimental, se asume a priori una ley matematica que
describa el decaimiento de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo. En la
mayoria de los casos, este decaimiento puede ser descrito a través de una funcién

multiexponencial del tipo:*
4
Ft) = D A eF° 6.5

siendo A; el factor preexponencial que representa la contribucion de la componente de
tiempo de vida 7; a la curva experimental.

Se han propuesto varios métodos para estimar el valor de la funcion F(t) a partir de
la medida de la curva de decaimiento R(t) y del perfil de la lampara L(t). Entre todos
ellos, hemos utilizado el método de minimos cuadrados ya que proporciona buenos
resultados para la mayoria de nuestros objetivos. En este método, conocido el perfil de la
lampara, la integral de convolucién se calcula a partir de valores estimados de A; y 7. El
valor calculado de esta manera se compara con el experimental varidndose los valores de
A; y 1i de manera iterativa hasta obtener el mejor ajuste. La bondad del ajuste se puede
obtener mediante el parametro 2. El valor de % es la suma pesada de los cuadrados de
las desviaciones entre los puntos experimentales y los puntos calculados en la funcién a

ajustar.
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.- 1 o
X = ZR(t) [R(t,)-R(t;)] 6.6

Un buen ajuste se obtiene cuando el valor de ¥ es inferior a 1.3. El rigor del ajuste

también se puede confirmar mediante el analisis de residuales.

6.1.2 Espectrofotometro de Dicroismo Circular

Los experimentos de dicroismo circular se llevaron a cabo en un espectrofotometro
Jasco J-715. Todas las medidas se realizaron con cubetas de cuarzo, de paso de luz entre 1
mm y 10 cm segun el coeficiente de absorcion molar de la muestra empleada y la
concentracion requerida. La termostatizacion se realizd mediante un sistema Peltier para
una regulacion répida y precisa de la temperatura.

Para obtener el espectro de DC es necesario medir AA, es decir, la diferencia entre
la absorbancia de la muestra cuando se le excita con luz circularmente polarizada hacia la
derecha, Ag Yy hacia la izquierda, A.. El esquema bésico del montaje experimental
utilizado se muestra en las Figuras 6.6 y 6.7. Como fuente de radiacion se emplea una
lampara de Xe. La luz emitida se hace converger mediante un espejo y pasa por un
sistema de doble monocromador. Este sistema es indispensable para las medidas de
dicroismo circular, ya que reduce la luz dispersa. El instrumento emplea un conjunto de
prismas con diferente orientacion axial que hace que la luz ademas de monocromatica,
sea linealmente polarizada y oscile en direccidon horizontal. Esta radiacion se modula
mediante un dispositivo llamado modulador electro-6ptico, que basicamente consiste en
un cristal que transmite la luz circularmente polarizada a la izquierda o hacia la derecha
dependiendo de la polaridad del campo eléctrico oscilante al que se vea sometido. Cuando
la radiacion atraviesa la muestra a medir, la intensidad transmitida se detecta mediante un

fotomultiplicador.
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La realizacion de la medida es, a grosso modo, como sigue: se selecciona una
longitud de onda determinada y una cierta polaridad del campo, de forma que el
modulador transmita, por ejemplo, luz circularmente polarizada hacia la izquierda; esta
radiacion atraviesa la muestra y el fotomultiplicador detectard una cierta intensidad, a
partir de la cual se puede calcular A.; se invierte la polaridad del campo, con lo que el
modulador transmite luz circularmente polarizada hacia la derecha y obtenemos, del
mismo modo, Ag; restando ambas magnitudes y representando su diferencia frente a A
tenemos un punto del espectro. Seleccionando otra longitud de onda se repite el proceso y
asi sucesivamente hasta obtener finalmente un espectro de dicroismo circular completo.’
Toda la parte optica del instrumento, se encuentra bajo una atmdsfera inerte de
nitrégeno. Cuando usamos radiaciones proximas al ultravioleta se produce la formacién
de ozono a partir del oxigeno del aire. Debido a que el ozono es un fortisimo oxidante,
podria deteriorar espejos, lentes, etc. reduciendo en gran medida, el tiempo de vida del
instrumento. Por lo tanto, hay que evitar que se produzca eliminandolo del sistema por

medio de una corriente de nitrogeno.

6.1.3 Espectrofotometro UV-Vis

Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro UV-Visible
Pelkin Elmer Lambda 35 de doble haz y doble lampara (deuterio y haldégeno tungsteno,
con cambio automatico) para cubrir todo el intervalo de longitud de onda desde 190 nm a
1100 nm. Las muestras fueron termostatizadas utilizando un bafio termostatico
Thermomix BU.

Este instrumento se empled para la comprobacion de absorbancias, realizacion de
rectas de calibrado, obtencion del coeficiente de absorcion molar e identificacion de
bandas correspondientes a determinadas transiciones electronicas de los sistemas de

estudio.

6.2 Sistemas de estudio y materiales utilizados

6.2.1 Ciclodextrinas (CDs)
Ciclodextrinas Comerciales
Las ciclodextrinas hidroxipropiladas (HPCD) fueron las (2-hidroxipropil)-

ciclodextrinas cuyo grado de sustitucion era de 0.6, y sus pesos moleculares fueron de

89



90

Capitulo 6
Parte Experimental

~1180, ~1400, ~1580 g/mol para a-, p- y yYHPCD respectivamente. El contenido en agua,
que se tuvo en cuenta en la preparacion de las disoluciones, se obtuvo mediante analisis
de Karl-Fisher. Dicho analisis reveld que el contenido en agua era de 7.0%, 7.1% y 6.6%
para la a-, B- y YHPCD respectivamente. Fueron adquiridas a través de Sigma-Aldrich y

utilizadas sin ningun tipo de purificacion adicional.

Ciclodextrinas de Nueva Sintesis

Estas ciclodextrinas fueron sintetizadas y suministradas por el grupo de la Prof.2
Carmen Ortiz Mellet del Dpto. Quimica Organica de la Universidad de Sevilla y del Prof.
José Manuel Garcia Fernandez del Grupo de Sintesis Orgénica y Reconocimiento
Molecular del CSIC (Sevilla). Se tratan de las a-, B- y yCDs permetiladas (serén
nombradas como maCD, mBCD y myCD, respectivamente, a lo largo de la presente
Memoria) y de las mismas permetiladas sustituidas por un ligando bidentado tipo xilileno
(XmaCD, XmBCD y XmyCD) o naftaleno (Nma.CD, NmBCD y NmyCD) en la posicién 2
y 3 de una de las unidades de glucopiranosa situada en la cara secundaria. La sintesis de
estas CDs se realiz6 siguiendo el procedimiento ya descrito en la bibliografia.®’

6.2.2 Moléculas huésped

Las sondas fluorescentes empleadas en el Capitulo 7 fueron un diéster derivado del
acido 2,3-natalenodicarboxilico, el 2,3- naftoato de dimetilo (23DMN) y un monoéster
derivado del &cido 1-naftalenocarboxilico, el 1-naftoato de metilo (1MN); en el Capitulo
10 también se utilizé el 2-naftoato de metilo (2MN). Tanto el 23DMN como los 1IMN y
2MN fueron compuestos comerciales (Aldrich) con una pureza superior al 99% vy se
utilizaron sin ningun tipo de purificacion adicional.

También se realizaron experimentos de complejacién con compuestos modelo de
las ciclodextrinas modificadas, XmCDs y NmCDs. Asi, se utilizaron el 1,2-
bis(metoximetil)benceno (0Xy) y el 1,8-bis(metoximetil)naftaleno (0Ny) para las XmCDs
y NmCDs, respectivamente. También fueron sintetizados y proporcionados por los grupos

de los Profs. Carmen Ortiz Mellet y José Manuel Garcia Fernandez.

6.2.3 Disolventes
Los disolventes empleados fueron:

= Metanol. CH3OH. Aldrich. Pureza >99%. Grado espectrofotométrico.
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= Etanol. C;HsOH. Aldrich. Pureza 99.9%. Grado espectrofotométrico.
= Propanol. C3H;OH. Aldrich. Pureza >99%. Grado espectrofotométrico
= Butanol. C4HgOH. Aldrich. Pureza >99%. Grado espectrofotométrico
= Pentanol. CsH;;OH. Aldrich. Pureza >99%.
= Hexanol. C¢H130H. Aldrich. Pureza >98%.
= Heptanol. C;H;50H. Aldrich. Pureza >98%.
= Cloroformo. CHCI;. Aldrich. Pureza >99%. Grado espectrofotométrico.
= Diclorometano CHCI,. Aldrich. Pureza >99.5%. Grado espectrofotométrico.
= Ciclohexano. CgHj,. Aldrich. Pureza >99%. Grado espectrofotométrico.
= Hexano. CgH14. Aldrich. Pureza >99%.
= Agua. Milli-Q. Desionizada.

6.3 Preparacion de las disoluciones
Experimentos sobre el estudio de complejos de inclusion mediante DC

Para el estudio de complejos de inclusion con ciclodextrinas, las disoluciones de
molécula huésped (sonda cromofoérica) se realizaron en agua desionizada (MilliQ). La
escasa solubilidad del compuesto organico en agua obligd a extremar las condiciones de
disolucion manteniendo la mezcla con agitacion fuerte durante 48 horas. La disolucién
resultante se filtrd utilizando filtros de teflén de tamafio de poro 0.5 um (Millipore). El
resultado fue una disolucion acuosa saturada, que se utilizé posteriormente para preparar
las disoluciones con las diferentes HPCDs. Para la técnica de DC es esencial que los
compuestos absorban, pero dentro de unos limites. Si la intensidad de absorcion es muy
alta se puede llegar a saturar el fotomultiplicador y por tanto, obtener una medida errénea.
Lo ideal, es que la absorbancia de la banda de estudio sea o mas proxima a 1 para una
medida fiable de DC. Para ello, si el £ es muy alto o muy bajo, se puede variar la
absorbancia disolviendo o concentrando la muestra, o también cambiando la longitud del
paso de luz en las cubetas (existe una amplia variedad, desde 0.01 a 10 cm de paso).? Para
nuestros sistemas decidimos usar cubetas de 1 cm de paso optico y diluir la concentracion
del huésped hasta que el valor de absorbancia en el maximo de estudio fuese el apropiado.

Las disoluciones con HPCDs se prepararon por pesada, afladiendo posteriormente 3
mL de la solucion acuosa saturada de sonda previamente preparada segun el
procedimiento expuesto en el parrafo anterior. Estas disoluciones se agitaron a

temperatura ambiente durante 24 horas, mediante pequefios agitadores magnéticos.
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En el estudio comparativo sobre la geometria de los complejos, las cantidades de
HPCDs usadas en cada caso, se tomaron en funcion de las constantes de complejacion
previamente calculadas por fluorescencia, de manera que todas las disoluciones
preparadas contuviesen una fraccion de especie complejada de 0.7. Con esto conseguimos
que la sefial de DCI obtenida dependa Unicamente de la geometria del complejo de
inclusién que se genera y no de la cantidad de complejo formado (ya que en todos los

experimentos es la misma 0.7), ddndonos idea de su estructura tridimensional.

Experimentos sobre el estudio de agregacion de ciclodextrinas modificadas con grupo
xilileno

Las disoluciones fueron preparadas por pesada usando como disolvente agua
Milli-Q y dejando agitar al menos ~24 horas antes de realizar medidas. Los intervalos de
concentraciones para XmaCD, XmBCD y XmyCD fueron 0.051-4.244 mM, 0.047-9.311
mM y 0.0586-13.897 mM respectivamente. El uso de concentraciones mayores a las
preparadas, tiene como resultado la aparicién de precipitado blanquecino. No obstante,
todas las medidas fueron realizadas con disoluciones perfectamente transparentes. Es
importante sefialar, que una caracteristica de las ciclodextrinas metiladas, ya sean XmCD
0 mCD, es que su solubilidad disminuye a medida que aumenta la temperatura
(coeficiente de solubilidad negativo).>**

Para el estudio de la complejacion (heteroasociacion) de oXy (XmCD) con mCD, la
concentracion de oXy (XmCD) se mantuvo constante y se varié la de mCD para cada una
de las disoluciones. En este caso, el intervalo de concentraciones de mCD utilizado estuvo
comprendido entre 0-10 mM vy las concentraciones de oXy y de XmCD se fijaron a ~10

mM y ~0.047 mM respectivamente.

Experimentos sobre el estudio de agregacién de ciclodextrinas modificadas con el grupo
naftaleno

Las disoluciones fueron preparadas por pesadas empleando como disolvente agua
Milli-Q y se dejaron agitar al menos ~24 horas antes de realizar las medidas. El intervalo
de concentraciones fue de 0.005 a 5.0 mM para NmaCD, de 0.002 a 0.4 mM para
NmBCD y de 0.006 a 5.4 mM para NmyCD.

En las disoluciones empleadas para el estudio de complejacion y heteroasociacion

con mCD, se utiliz6 un intervalo de concentraciones mas amplio llegando a 10 mM,



Capitulo 6

Parte Experimental

11 mM y 8 mM para las ma-, mp- y myCDs respectivamente. En todas ellas se mantuvo

constante la concentracion del croméforo, ya fuera oNy (~102 mM) o NmCD (para Nma:-
y NmyCDs fueron de ~0.02 mM y para la NmBCD de ~0.2 mM)

Para los experimentos de dicroismo circular se prepararon disoluciones ~0.2 mM
para los tres tipos de NmCDs en agua, en mezclas de metanol-agua y en diferentes
alcoholes.  Ademas, los compuestos derivados del adamantano, el 1-
adamantanocarboxilato de sodio (AC) y cloruro de 1-adamantilamina (AA) fueron
empleados como moléculas huésped para el estudio sobre la accesibilidad al interior de la
cavidad de las diferentes NmCDs. Estos compuestos fueron afiadidos en exceso a las
disoluciones anteriores (aproximadamente 8 veces mas que la concentracion de NmCD de
~1.6 mM).

Experimentos sobre el estudio de complejos de inclusion con una sonda fluorescente con
ciclodextrinas permetiladas y las mismas modificadas con grupo xilileno

Las disoluciones de la molécula huésped, 2MN se realizaron en agua desionizada
(MilliQ). La escasa solubilidad de este compuesto organico en agua también hizo que se
mantuviera la mezcla durante 48 horas con fuerte agitacion. La disolucion resultante se
filtrd usando filtros de teflon de tamafio de poro 0.5 um (Millipore). El resultado fue una
disolucién acuosa saturada de 2MN (~3x10™ M), que se utilizd posteriormente para
preparar las disoluciones con las diferentes CDs.

Las disoluciones acuosas de molécula huésped con CDs se prepararon pesando la
CD en unos pequefios viales y afiadiendo posteriormente 150 pL de la disolucién acuosa
saturada de 2MN previamente preparada. Estas disoluciones se dejaron agitar a
temperatura ambiente durante 24 horas mediante pequefios agitadores magnéticos.
Después de este tiempo, se trasvaso el contenido de los viales a las cubetas. El intervalo
de concentraciones fue entre 0 y 3.5 mM para las disoluciones con Xma.CD y entre 0 y 10

mM para todas las demas, ya sean Xmp-, XmyCDs o cualquiera de las mCDs.

Experimentos de desactivacion de fluorescencia
El desactivador empleado fue la 2,3-butadiona (diacetil, Aldrich). Se prepararon
disoluciones con una concentracién determinada de CD y se fueron afiadiendo pequefias

cantidades de 2,3-butadiona.
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6.4 Glosario de compuestos utilizados

Estructura

Nombre

Abreviatura

Moléculas Huésped

I
C
\CH3
2,3- naftoato de dimetilo 23DMN
C/CH3
Il
(@]
(@]
Il
c\
CHs
“ 1-naftoato de metilo 1MN
(@]
I
C\CH
“/ : 2-naftoato de metilo 2MN
Cromoforos Modelo
OCH,4
1,2-bis(metoximetil)benceno oXy
H,CO
1,8-bis(metoximetil)naftaleno oNy

H3coi ;)CH3
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Derivados de Adamantano

@ 1-adamantanoc_arbOX|Iato de AC
sodio

CO,Na

@ cloruro de 1-adamantilamina AA

NH,CI

Experimentos de desactivacion

0
HSCJL'TCHS 2,3-butadiona
o)

Ciclodextrinas

(2-hidroxipropil)-ciclodextrina HPCD

per-O-Me-ciclodextrina mCD
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2! 3'-0-(0-xilileno)-per-O-Me-

ciclodextrina XmCD

2'3-0-(1,8-naftaleno)-per-O- NmMCD
Me-ciclodextrina
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Capitulo 7
Estudio de DC

7.1 Introduccion

Este capitulo resume la puesta a punto de un instrumento de dicroismo circular
(JASCO-715) y su aplicacion en el campo de los fendmenos de inclusién. Aunque esta
técnica se haya usado, como veremos mas adelante, en el estudio de fendmenos de
asociacion de ciclodextrinas modificadas, durante la puesta en marcha del mismo, se
estudiaron procesos de complejacion de algunas ciclodextrinas comerciales con derivados
del naftaleno.

En primer lugar se llevd a cabo una exhaustiva busqueda bibliografica de los
fundamentos teoricos de la técnica de Dicroismo Circular Inducido (DCI) y su aplicacion
en el estudio de complejos de inclusion,* centrandonos en las ciclodextrinas, como
molécula anfitrion y en derivados del naftaleno, como moléculas huésped. Los derivados
de naftaleno utilizados son croméforos cuya fotofisica ha sido ampliamente estudiada por
el grupo.® En concreto, se procedié al estudio de la complejacion del 2,3- naftoato de
dimetilo (23DMN)*° y el 1-naftoato de metilo (IMN),** con las 2-hidroxipropil -, B- y
y-ciclodextrinas (HPCD).

7.2 Estudio de complejos de inclusion del 2,3-naftoato de dimetilo con a-,
B-y YHPCDs

7.2.1 Resultados por Fluorescencia 'y Mecanica Molecular

Mediante el estudio por fluorescencia obtuvimos los espectros de excitacion,
emision, medidas de anisotropia, desactivacion (quenching) y decaimiento de tiempo de
vida a diferentes concentraciones de HPCDs y distintas temperaturas.™

Los espectros de emision de los esteres acidos naftaleno mono- o dicarboxilicos,
como el 23DMN, se caracterizan por presentar dos bandas tipicas,” tal y como se
muestra en la Figura 7.1. La relacion de intensidades entre dichas bandas (R) tiene la
particularidad de ser muy sensible a la polaridad del medio. Puesto que la complejacién
en medio acuoso supone un cambio drastico en la polaridad del entorno que rodea al
cromoforo huésped, al pasar del seno de la disolucion al interior de la cavidad mas
hidrofobica, la variacion de R con la [HPCD] afiadida, permite estudiar los equilibrios de

complejacién y obtener constantes de equilibrio y estequiometrias de los complejos
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formados. Ademas, el valor de R cuando la [HPCD]—o0 se denomina R,, y se emplea

para estimar la polaridad en el interior de la cavidad.

Intensidad de emision (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T ™ T T T T T T T T T
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A (nm A (nm
(nm) (nm) A (hm)

Figura 7.1. Espectros de emision del 23DMN en ausencia y presencia de a- (izquierda), B-(medio) y
YHPCD (derecha) a 25°C.

Tomando disoluciones de 23DMN en diferentes disolventes de polaridad conocida
y obteniendo la relacién de bandas de los espectros de emision, se realiza una curva de
calibrado R en funcion de la polaridad () (Figura 7.2.a). Para el 23DMN la funcién de
R(¢) obtenida a 25°C es:

R =0.55+5.32x10™* ¢ + 6.14x10° &° 7.1

Interpolando el valor de R, obtenido para nuestros complejos en dicha curva,
podemos estimar la polaridad del medio que rodea al croméforo en cada tipo de HPCD.

Las medidas de decaimiento de fluorescencia también pueden dar informacion de la
estequiometria y las constantes de formacién. La complejacion implica no sélo cambios
en la polaridad, como se indicé anteriormente, sino también en la microviscosidad del
medio que rodea al cromoforo (Figura 7.2). El tiempo de vida suele ser también sensible a

esa microviscosidad y puede aportar informacion sobre el proceso de inclusion.
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Figura 7.2. Cambios en R y t para el 23DMN en diferentes disolventes a 25°C. Los disolventes fueron:
mezclas de metanol:agua y etanol:agua (%v:v) y de n-alcoholes desde metanol a heptanol. Viscosidad de
los disolventes (en cp) a 25°C indicada entre paréntesis en la grafica c).

La anisotropia (r), obtenida a partir de las medidas de polarizacion de fluorescencia,
es una propiedad que depende de la concentracién de HPCD y de la temperatura. Esta
relacionada con la estructura del complejo, el tamafio relativo de la molécula huésped y la
ciclodextrina, y las posibles interacciones entre ambas, que podrian limitar el movimiento
del huésped dentro de la HPCD. Si se asume que el complejo se mueve como una unidad
rigida, el valor de r deberia ser proporcional al tamafio del complejo. Si, por el contrario,
hay algun tipo de movimiento de la molécula huésped en el interior de la cavidad, el valor
de r disminuiria a medida que aumenta el tamafio de la cavidad.’

Los experimentos de desactivacion también pueden proporcionar informacion sobre
la localizacion de la molécula huésped en el complejo, pues representan una medida de la

accesibilidad del mismao.

La Tabla 7.1 muestra los valores de las constantes de complejacion (K) obtenidas a
varias temperaturas a partir del ajuste de los datos experimentales de R vs [HPCD] a la

ecuacion no lineal:
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~ = Ro* R, K @ [HPCD],

7.2
1+K @ [HPCD],

0 bien en forma lineal:

1 1, 1
K ® (R,—R,) [HPCD],

7.3

Tabla 7.1. Constantes de asociacion K y los valores de R,, para 23DMN/oHPCD, 23DMN/BHPCD vy
23DMN/yHPCD a diferentes temperaturas.

23DMN/oHPCD 23DMN/BHPCD 23DMN/yHPCD
Teo)l kD R., K(M™) R., K(M™ R,
5 211+23 |0.780+0.004] 1670 +88 [0.693+0.001| 61+15 |0.834+0.016
15 | 166+24 |0.782+0.006] 1283 +63 [0.686+ 0.001| 55+16 |0.825+0.012
25 | 164+34 |0.786+0.008] 1084 +66 [0.683+0.001] 86+18 |0.831+0.006

35 150+39 |0.789+0.011] 1020+ 50 |0.681 +0.001] 108 +£14 |0.828 + 0.004
45 152 £55 |0.831+0.011] 829+47 |0.677+0.001] 114+18 |0.822+0.004

Los valores de K obtenidos por ambos métodos fueron muy similares y la
Tabla 7.1 indica el valor medio de ambos. Se observa que la molécula huésped 23DMN
forma complejos con a-, B- y YHPCDs con estequiometria 1:1, siendo las constantes de
estabilidad del complejo 23DMN/BHPCD a todas las temperaturas (K=1084 + 66 M™ a
25°C) bastante mayores que para el complejo formado con aHPCD (164 + 34 M™ a 25°C)
0 con yHPCD (86 + 18 M™ a 25°C). De los mismos ajustes se obtuvo R.,, que a 25°C es
de 0.79, 0.68 y 0.83 para los sistemas 23DMN/aHPCD, 23DMN/BHPCD vy
23DMN/yHPCDs, respectivamente. Sustituyendo el valor de R, en la Ecuacién 7.1
obtenemos que la constante dieléctrica para el medio que rodea al 23DMN en las
ciclodextrinas o-, - y YHPCDs, es de 58, 41 y 63 respectivamente. Estos valores son
similares a los calculados con otra sonda fluorescente (2MN) para estas mismas o-, 3- Y
yHPCDs (51, 44 y 56 respectivamente)? y denotan un entorno y localizacion muy
parecidos para la molécula huésped en las diferentes HPCDs.
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Figura 7.3. (Superior) Cambios en el promedio pesado del tiempo de vida medio <t> con la [fHPCD] y la
temperatura para 5 °C (H); 15°C (@); 25°C (A); 35°C (V) y 45 °C (). (Inferior) variacion del tiempo
de vida medio <t> con [aHPCD] (0), [BHPCD] (O) y [YHPCD] (/) a 25°C. El ajuste de las curvas a los
datos experimentales se realizé aplicando la Ecuacion 7.5 a partir de los valores de ® obtenidos del estado
estacionario.

Tanto para el 23DMN libre, como para las disoluciones de 23DMN con a-, B- y
yHPCDs obtuvimos los perfiles de decaimiento de tiempo de vida a diferentes
temperaturas. Los resultados indicaron un decaimiento monoexponencial para el 23DMN
libre, caracterizado por un tiempo de vida de alrededor de ~5 ns que apenas cambia con la
temperatura; y un decaimiento biexponencial para las disoluciones de 23DMN/HPCDs,
con dos componentes, una de un tiempo de vida corto (~5 ns), correspondiente al
cromaforo libre y otra mucho mas lenta, cuyo valor depende de la HPCD empleada y de
la temperatura. La Figura 7.3 muestra la variacion del promedio pesado del tiempo de
vida medio relativo al del cromoforo libre con la [HPCD] para la BHPCD a varias
temperaturas y para los tres sistemas 23DMN/HPCDs a 25°C. El promedio pesado (o0
simplemente promedio del tiempo de vida) de un perfil de decaimiento de fluorescencia
que se ajusta a una multiexponencial (Capitulo 6, Ecuacion 6.5) se define mediante la

expresion:
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Zn:Aiz'iz
(r) =5—
;Airi

7.4

donde A, es el factor preexponencial de la componente de tiempo de vida 7z de la funcién
multiexponecial a la que se ajusta el decaimiento de la intensidad de fluorescencia. En el
caso de dos componentes, obviamente n=2; si el decaimiento es monoexponecial, como
el cromoforo 23DMN libre, <t>=ry.

Las curvas que se representan en la Figura 7.3, se obtienen del ajuste de los
resultados experimentales a la Ecuacion 7.5, con los valores de ® obtenidos de los datos

de estado estacionario, para un complejo de estequiometria 1:1:

1+ = K @ [HPCD],
SR 75

1,  1+K @ [HPCD],

Las constantes de complejacion son muy similares a las obtenidas a partir de los
datos de R, siendo a 25°C 180+17, 930435, 115+24 M™ para la complejacion de 23DMN
con a-, B- y YHPCDs respectivamente. A esta misma temperatura, los valores de 1., son
6.7, 7.4 y 6.5 ns respectivamente. Del mismo modo que para el pardmetro R, también se
obtuvo la dependencia del tiempo de vida del cromoforo libre con la polaridad y
microviscosidad (Figura 7.2.c y d). El incremento del tiempo de vida con el aumento de la
[HPCD], al igual que t.>1o, €sta relacionado con un aumento de la viscosidad y una
disminucion de la polaridad del medio que rodea al croméforo, que se da a medida que se
produce la complejacion. Seguramente el valor mas alto de 1., obtenido para el
23DMN/BHPCD, es consecuencia de la alta microviscosidad del entorno que rodea al
cromoforo, al situarse incluido en una cavidad con una relativa baja polaridad.

Mediante la ecuacion de van’t Hoff, usando las K obtenidas a partir de los valores
de R a diferentes concentraciones y temperaturas, es posible calcular parametros
termodinamicos (Tabla 7.2). Los procesos de inclusion del 23DMN con las o- y BHPCDs
se ven favorecidos entalpicamente (AH® < 0), mientras que con la YHPCD el cambio es
desfavorable, (AH® > 0). Valores negativos indican fuerzas atractivas tipo van der Waals

0 puentes de hidrogeno huesped-HPCD. Valores desfavorables son consecuencia de un
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fuerte debilitamiento de esas interacciones atractivas, por ejemplo, porque el tamafio de la

cavidad aumente, como sucede en el caso de la yHPCD.>*?

Tabla 7.2. Valores de la entalpia y entropia obtenidos a partir de las K (Tabla 7.1).

Complejo AH® (kJ-mol™) AS® (3K .mol™)
23DMN/aHPCD -8+28 +16+9
23DMN/BHPCD -12.0+18 +18+4
23DMN/yYHPCD +14+3 +84+11

La cuantia de la penetracion y de las interacciones de las ciclodextrinas con la
molécula huésped, estdn muy relacionadas con el valor del término entropico. Los
cambios producidos en la complejacién son normalmente debidos al balance de dos

contribuciones:>*?

1. Una desfavorable, debida a la pérdida de grados de libertad rotacionales y
traslacionales al formarse el complejo. Esta contribucién desfavorable se hace mayor
cuanto mas restringido sea el movimiento del huésped en el interior de la cavidad.

2. Una favorable, correspondiente a la pérdida de moléculas que solvatan, de
manera ordenada, la molécula huésped y el interior de la cavidad de la HPCD. Esta
contribucion aumenta a medida que el huésped penetra méas en la cavidad.

Los valores AS® > 0 para los tres casos indican una inclusién del 23DMN en la
cavidad de las HPCDs. De los tres tipos de HPCDs, la inclusion del 23DMN en yHPCD
es fuertemente positiva haciendo que el proceso esté gobernado entrépicamente.

En la Figura 7.4 se muestra las representaciones de Stern-Volmer realizadas para
los diferentes sistemas. Las graficas no son lineales para el intervalo de concentraciones
empleado, por lo que no se pueden obtener las constantes bimoleculares o de Stern-
Volmer de manera sencilla. No obstante, los resultados sugieren, l6gicamente, una mayor
accesibilidad del quencher al 23DMN libre; mientras que en los complejos, el huésped
tiene mayor accesibilidad cuando se compleja con la aHPCD, luego con BHPCD vy

finalmente con yHPCD.
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Figura 7.4. Representaciones de Stern-Volmer de intensidad de fluorescencia a 25°C usando diacetil como
desactivador para disoluciones en agua de 23DMN (+), 23DMN/eHPCD (1), 23DMN/BHPCD (O) vy
23DMN/YHPCD (A). Todas las disoluciones fueron realizadas a una [HPCD] que tuviera una fraccion del
0.75 de huésped complejado.

En la Figura 7.5 se indica la variacién de anisotropia con la [HPCD]. Los valores de
r a concentracion infinita, [HPCD]—>w, nos proporcionan la anisotropia del complejo, r..
El orden de r., que siguen estos sistemas es: r., (23DMN/yHPCD) > r., (23DMN/aHPCD)
> r,, (23DMN/BHPCD) > r (23DMN).

Figura 7.5. Variacion de r con [oHPCD] (1), [BHPCD] (O), [yYHPCD] (A) a 25°C.
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Seguramente la penetracion del 23DMN en la cavidad de la aHPCD (la mas
pequefia) no sea del todo completa (notese el alto valor de la polaridad que rodea al
23DMN vy la accesibilidad del quencher), si lo comparamos con el complejo con BHPCD
y YHPCD. Si el 23DMN estuviese situado parcialmente en el exterior y sujeto a fuertes
interacciones con la aHPCD haria que el 2MN/aHPCD se moviera como un todo,
explicando el valor relativamente alto de r.. En el caso de 23DMN/yHPCD vy
23DMN/BHPCD, la inclusion seguramente sera completa y el aumento de r se debe al
aumento del tamafio de la cavidad.

Se realizaron calculos de Mecanica Molecular (MM) en el vacio y en agua para las
aproximaciones del 23DMN de forma polar y no polar, con cada uno de los tres tipos de

HPCDs (detalles y protocolos del célculo descrito en el Capitulo 5).

4 ~“'\' rx’ / \Y‘J
T PRI
/\
_____ Py />_‘§/____ s /\ / .
\/,\ /K/ \ﬁ >
Ly -l 1l ' L\‘
g 4
R \/\( Y’% f
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23DMN/aHPCD (1) 23DMN/atHPCD (2)
_Ad - g );‘7ﬁ
SOUTY
»ﬁz \x/\r SANAAAA
“SCY )
2 ’L’\)r 7/\" YA
ﬁ-/“‘:!f‘; o - w/"g”" T’J’\.
23DMN/BHPCD (3) 23DMN/YHPCD (4)

Figura 7.6. Estructuras méas favorables obtenidas a partir del calculo de MM para los complejos (1:1)
23DMN con oHPCD (1 y 2), BHPCD (3) y yHPCD (4). Flecha punteada indica la direccion del eje
principal de la HPCD. Flecha continua indica la transicion electrénica By, (eje més largo del naftaleno).

Estas simulaciones teoricas aportan informacion sobre las fuerzas responsables de
la complejacion y la posible geometria de los complejos formados. Los resultados
muestran que la inclusién del 23DMN en la HPCDs es un proceso favorable y son las
fuerzas de van der Waals las principales responsables de la complejacion, mientras que
las interacciones electrostaticas, son practicamente despreciables. En el caso de la

aHPCD, el reducido tamafio de la cavidad obliga a que una parte del croméforo 23DMN
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quede fuera de la HPCD vy expuesto al disolvente. Este hecho no se observa cuando el
23DMN se compleja con los otros dos tipos de HPCDs, donde el huésped se sitta en el
interior de las B- o YHPCD y queda totalmente protegido del medio exterior. Las
estructuras mas favorables obtenidas para los diferentes complejos se muestran en la

Figura 7.6.

7.2.2 Medidas de Dicroismo Circular

El espectro de absorcién para la molécula huésped 23DMN se caracteriza por
presentar tres bandas principales, situadas aproximadamente a 245, 282 y 320 nm (Figura
7.7), que se denominan, segun la notacion de Platt,*® 'By, 'Ly 'Ly respectivamente. Tal
y como se muestra la Figura 7.7, el momento de la transicién de la banda ‘B, esta
polarizado a lo largo del eje mayor del grupo naftaleno y las transiciones para las bandas
'La y 'Ly son mé&s o menos paralelas al eje menor de dicho grupo y, por tanto,

perpendiculares a la'By,.***°

Absorbancia (u.a.)

200 225 250 275 300 325 350
A (nm)

Figura 7.7. Espectro de absorcion del 23DMN en agua a 25°C, indicando mediante la notacién Platt, la
situacion de cada una de las transiciones observadas. Superpuesta, la estructura del 23DMN mostrando las
direcciones de cada uno de sus momentos electrdnicos de la transicion.

La Figura 7.8 presenta los espectros de DCI a 25°C para el 23DMN libre y para las
disoluciones en agua de 23DMN/HPCDs. El espectro esta comprendido en el intervalo de
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longitudes de onda que corresponde a la banda mas intensa en absorcion, la transicion
!By. Para el 23DMN en ausencia de HPCD, como se esperaria al ser un compuesto
aquiral, no se observa ningun tipo de banda, siendo la sefial obtenida practicamente cero
en todo el espectro. En los espectros de DCI para 23DMN/BHPCD y 23DMN/yHPCD, se
muestra una banda positiva, mas intensa para el complejo con fHPCD que con yHPCD.
En el caso de la disolucion 23DMN/aHPCD se obtiene una banda muy débil de signo

negativo.

23DMN/BHPCD

0 (mdeQ)

34
2;/23DMN/7HPCD

1 23DMN/aHPCD
14 |

T T T T T T T T 1
220 230 240 250 260 270

A (nm)

Figura 7.8. Espectro de dicroismo circular de 23DMN libre y 23DMN en presencia de a-, B- y YHPCD en
agua a 25°C (preparadas con una [HPCD] para que la fraccién de complejo formado en cada disolucién sea
0.7) para la banda de absorcién ‘B,

Si por el contrario estudiamos el DCI para la transicién 'L, (~275 nm) aparece una
pequefia banda negativa solo observable a altas concentraciones de 23DMN vy para la
disolucion con BHPCD.

Como indicamos anteriormente (Capitulo 4), el signo de DCI varia en funcion de la
mayor o menor inclusion y de la orientacion del cromoforo dentro de la cavidad. Si el
momento de la transicién electronica esta polarizado paralelamente al eje principal de la

ciclodextrina, la banda obtenida en el espectro es positiva. En caso contrario, si la
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transicion es perpendicular a dicho eje, la banda observada tiene signo negativo. Es
importante mencionar que estas reglas se invierten si el cromoforo estd parcialmente
colocado fuera de la ciclodextrina (si es paralelo, el signo es negativo; si es perpendicular,
el signo es positivo). Por otro lado, la intensidad esta relacionada con el mejor o peor
ajuste del cromoforo dentro de la cavidad.

El signo positivo en el espectro para los complejos de B- y yYHPCDs indica que el
23DMN se encuentra situado en el interior de las HPCDs y orientado de forma axial, es
decir, con el eje mayor del grupo naftaleno paralelo al eje principal de la ciclodextrina. La
diferencia en intensidades sugiere que el cromdforo penetra mas y su movimiento esta
mucho mas impedido para la BHPCD. Que el signo se invierta para esta ciclodextrina
cuando se analiza la banda 'L, (momento de transicién a lo largo del eje menor del
naftaleno) corrobora lo anteriormente mencionado. La disminucién en intensidad en el
espectro de la yYHPCD es resultado del incremento en el tamafio de la cavidad, lo que
conlleva un peor ajuste del cromoéforo en su interior y, por tanto, un mayor movimiento
de éste.

El espectro de DCI respalda completamente las estructuras generadas por MM,
representadas en las conformaciones 3 y 4 de la Figura 7.6, y los valores de entalpia,
entropia, anisotropia y desactivacion de fluorescencia obtenidos. Como se veia
anteriormente, el 23DMN en la yHPCD estd acompafiado por un cambio entélpico
desfavorable, (AH® > 0), lo que indica que las interacciones entre la molécula huésped y
la anfitriona son débiles produciendo un peor ajuste del cromoforo dentro de la cavidad.
En el caso de la BHPCD, la sefial de DCI es la mas intensa, lo que perfectamente coincide
con el valor mas negativo de AH® de las tres HPCD, como muestra la Tabla 7.2. El
23DMN en el interior de la cavidad experimenta fuertes interacciones con la BHPCD, lo
que provoca un mejor ajuste y dificulta el movimiento del croméforo en su interior.

La banda negativa y de baja intensidad obtenida para 23DMN/aHPCD, también
estd de acuerdo con las estructuras 1 y 2 representadas en la Figura 7.6 para este
complejo. Aungue la orientacién del cromo6foro proporcionaria un signo positivo de DCI
si estuviese situado en el interior de la cavidad, el tamafio mas reducido de la aHPCD
hace que éste no penetre totalmente en la misma, explicando asi el cambio de signo y la
baja intensidad del DCI.

Como indicamos previamente (Capitulo 4), la sefial dicroica también depende de la

cantidad de complejo formado, por tanto, si se realiza un estudio de la intensidad en
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relacién con la concentracion se pueden obtener constantes de asociacion. De los tres
tipos de ciclodextrinas, la que da una sefial mas intensa y es mas sensible al grado de
complejacién es la BHPCD. La gréafica obtenida de la representacion de la intensidad de la
banda dicroica frente a concentracion de ciclodextrina (Figura 7.9) se puede ajustar a una
ecuacion no lineal similar a las empleadas para fluorescencia.

Consideremos el equilibrio de complejacion del 23DMN y la BHPCD con

estequiometria 1:1:

23DMN+BHPCD == 23DMN: BHPCD 7.6

la constante de complejacién toma la forma:

« — [23DMN:BHPCD]

[23DMN][BHPCD] .

Supongamos que la concentracion de 23DMN es constante mientras que la de
BHPCD varia de tal forma que siempre [BHPCD] >> [23DMN] y que por lo tanto, se
puede considerar [BHPCD] = [BHPCD].

La sefial de DCI obtenida es proporcional solamente a la cantidad de especie
complejada, ya que la cantidad de huésped libre al no dar DC, no va a influir en la
intensidad de la banda. Como consecuencia, tomando como pardmetro cuantitativo la
intensidad de la banda de DCI a ~240 nm, la elipticidad, 0, a esa longitud de onda vendra

dada por:

0 = 0,=x [23DMN:BHPCD] 7.8

donde x es una constante de proporcionalidad que va a depender del tipo de complejo
formado, del coeficiente de extincion molar del cromdforo, de la respuesta del aparato,
etc.

En ausencia de BHPCD se obtiene una elipticidad nula de la Ecuacion 7.8:

0,=0 7.9
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cuando [BHPCD]p—> o0, es decir cuando todo 23DMN se encuentra complejado, la

Ecuacion 7.7 queda como:

0, =k [23DMN], 10

donde [23DMN]p es la concentracion inicial de 23DMN.
Sustituyendo las Ecuaciones 7.7 y 7.10 en la 7.8 y reorganizando los términos, se

obtiene:

o 0. K [BHPCD],
1+ K [BHPCD],

7.11

Los datos experimentales se ajustan muy bien a la Ecuacion 7.11, como indica la
curva de la Figura 7.9, obteniéndose una K = 910 + 50 M para 23DMN/BHPCD a 25°C.
Este resultado se acerca de forma razonable a los obtenidos por las diferentes técnicas de
fluorescencia. Recordemos que los valores de K derivados mediante las medidas de
estado estacionario y tiempo de vida son 1084 + 66 M™y 930+35 M™, respectivamente a

esa misma temperatura.
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Figura 7.9. Variacion de la intensidad de elipticidad (medida en el maximo de la banda 'By) respecto a la
concentracion de [BHPCD] a 25°C. La curva roja indica el ajuste no lineal de la Ecuacién 7.11.
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7.3 Estudio de complejos de inclusion del 1-naftoato de metilo con a-, B-
y YHPCDs

7.3.1 Resultados por Fluorescencia y Mecanica Molecular

Siguiendo una metodologia similar al estudio con 23DMN, hemos realizado
medidas de estado estacionario y decaimiento de fluorescencia. A partir del analisis de la
relacion de intensidades entre las dos bandas caracteristicas del espectro de emision

(Figura 7.10), se determina que la relacion entre el R y € obtenida en este caso es:

R=0.68+1.1x102%¢ + 1.8x10™ & 7.12

Las representaciones mediante el método de variaciones continuas®® (Job’s plo?)
indican una estequiometria 1:1 para los tres tipos de sistemas, de forma analoga al
ejemplo anterior de complejacién del 23DMN con HPCDs. De igual forma, se
determinaron las K y los valores de R., a diferentes temperaturas (Tabla 7.3). Los valores
de las constantes de complejacion (K) a 25°C del 1MN con las a-, - y YHPCD fueron 76
+ 11, 587 + 25 y 156 + 11 M™ respectivamente, siendo en los dos primero casos menores
que con el croméforo 23DMN. El valor de R, a 25°C es de 1.04, 0.99 y 1.19 para
IMN/oHPCD, 1IMN/BHPCD y 1MN/yHPCD, respectivamente. A partir de estos valores
y mediante la Ecuacién 7.12 hemos determinado que la polaridad que rodea al croméforo
en la cavidad de a-, B- y YHPCD es de 47, 39 y 49 respectivamente. Estos valores se

aproximan bastante a los obtenidos con el 23DMN.

2.2

. 8 .
2.0 J Kol
= S
1.8+ 79 g
’ /'
1.6 = 61 o
e &°
R 1.4 . ~ o
. N 5_ ’
Im m] \7 o
1.24 o e
-’ 4 ol
1.0 gl,’ OI’I
g R
08 e 34 é/
.8 o ‘
oo? P
- . BeRet
0.6 4 2+
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
e
e

Figura 7.10. Variacion de R (izquierda) y t (derecha) para el 1MN en diferentes disolventes a 25°C. Los
disolventes fueron: mezclas de metanol:agua y etanol:agua y de n-alcoholes desde metanol a heptanol.
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Tabla 7.3. Constantes de asociacion K y los valores de R, para IMN/oHPCD, IMN/BHPCD vy
IMN/YHPCD a diferentes temperaturas.

1MN/eHPCD 1MN/BHPCD 1MN/yHPCD
TeC)| KM R, K(M™ R. K(M™ R,
5 139+19 | 1.12+0.04 | 681+37 |0.981+0.005] 143+13 | 1.20+0.02
15 | 103+11 | 1.07+0.03 | 643+28 |0.976+0.006] 135+11 | 1.20+0.02
25 76+11 | 1.04+006 | 587+25 |0.985+0.005] 156+11 | 1.19+0.01

35 91+12 1.21+0.04 | 496+23 |0.991+0.003] 146+14 | 1.16+0.03
45 50+7 1.12+0.05 | 438+33 |0.984+0.011] 124+10 | 1.19+0.01

Las medidas de decaimiento de fluorescencia se realizaron para el 1IMN vy
1MN/HPCDs a diferentes temperaturas (Figura 7.11). El perfil de decaimiento del 1IMN
aislado es monoexponencial y varia de ~7.8 ns a 5°C a ~7.2 ns a 45°C. Los complejos
1IMN/HPCDs poseen un perfil biexponencial, con una componente lenta que encaja
perfectamente con el tiempo de vida del 1MN aislado y otra componente mas rapida,

cuya contribucion aumenta con la concentracion de HPCD, atribuida al complejo.
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Figura 7.11. (Superior) Cambios en el promedio pesado del tiempo de vida <t> con la [BHPCD] y la
temperatura para 5°C (H); 15°C (@®@); 25°C (A); 35°C (V) y 45 °C (). (Inferior) variacion del tiempo
de vida medio <t> con [aHPCD] (OJ), [BHPCD] (O) y [YHPCD] (/) a 25°C. El ajuste de las curvas a los
datos experimentales se realizé aplicando la Ecuacion 7.5 a partir de los valores de ® obtenidos del estado
estacionario.
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Ademas, también analizamos la dependencia del t con la polaridad y viscosidad del
cromoforo aislado, observando que t aumenta cuando &£>30, pero se mantiene
practicamente constante para €<30, tal y como indica la Figura 7.10. Los resultados
mostraron que para este cromoforo no hay ninguna dependencia clara de t (ni de R) con
la viscosidad. La disminucion del <t> observada para el complejo IMN/HPCD, respecto
al cromo6foro IMN libre, o de <t> con la concentracion de HPCDs en la Figura 7.11, se
justifica de forma clara debido a la disminucion en la polaridad del medio que rodea al
1MN al formarse el complejo. EI 1IMN pasa de un entorno acuoso con una polaridad de
e~78 al interior de una cavidad que se caracteriza por £~40-50.

Desde el punto de vista termodindmico y a partir de la ecuacion de van’t Hoff se
concluyé que la complejacién de IMN con a- y BHPCD tenfa AH° < 0 mientras que
yHPCD, muestra AH? cercano a cero, tal y como aparece en la Tabla 7.4. Al igual que con
23DMN, los complejos de 1IMN con a- y BHPCDs se ven favorecidos entalpicamente,
mientras que en el caso de la yHPCD, el valor es practicamente cero. Como indicamos
anteriormente, una variacion de entalpia mas favorable (mas negativa) esta relacionada
con un aumento en las interacciones de tipo van der Waals, lo que se traduce en una
mejor inclusion del cromdforo en la HPCD. Estas interacciones parecen disminuir a

medida que aumenta el tamafio de la cavidad.

Tabla 7.4. Valores de la entalpia y entropia obtenidos a partir de las K (Tabla7.3).

Complejo AH® (kJ-mol™) AS° (3Kt mol™)
1IMN/cHPCD -16+4 -17+14
1MN/BHPCD —T7+2 +30+7
1IMN/YHPCD +0+1 +42+4

La variacion de entropia es negativa cuando 1MN forma complejo con «HPCD y
positiva cuando lo hace con - y yYHPCD. La AS® < 0 en el primer caso es caracteristica de
complejos donde el cromdéforo se encuentra parcialmente colocado fuera de la HPCD. En
el caso de la - y YHPCD el signo muestra que la inclusion ha sido favorable y que 1IMN
ha penetrado en el interior de la cavidad.

La Tabla 7.5 recoge los valores obtenidos mediante los experimentos de

desactivacion de la fluorescencia e indican que la accesibilidades es mucho mas facil,
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obviamente, en el 1MN libre que cuando éste se encuentra complejado. La interaccion de

la especie desactivante con el cromoforo es ligeramente mayor cuando forma el complejo
1MN/aHPCD, que cuando lo hace con las otras HPCDs.

Tabla 7.5. Parametros de Stern-Volmer para IMN y IMN/HPCDs a 25°C.

Sistema <2>g=0 (NS) Ksy (M™) kg x 10° (Mts™)
1IMN 7.6 16.8+0.4 22+0.1
1IMN/aHPCD 5.7 7.0+0.1 1.4+0.0
1IMN/BHPCD 5.6 54+0.1 1.2+0.0
1MN/YHPCD 6.1 6.7+0.1 13+00

La variacion de anisotropia (Figura 7.12) sigue la secuencia, r.,1MN/aHPCD
(=0.039) > r.,,IMN/BHPCD (=0.034) > r,,IMN/yHPCD (=0.029) >> roiun. En el

complejo IMN/aHPCD el conjunto parece comportarse como un bloque donde el

cromoforo interacciona con aHPCD pero no penetra del todo dentro de la cavidad,

explicando asi el valor tan alto de anisotropia para este sistema. La disminucion de r con

el aumento en el tamafio de la HPCD podria indicar que cuanto mas grande es la cavidad

de la CD, mayor es la penetracion del IMN, o bien que quizas el movimiento del 1IMN

podria estar menos impedido cuanto mayor es la cavidad.

2
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. gele;
I 00251 O,Q@ lMN/aHPFEP_____,:::A
0.020 o T
_ ( g
. ; B AT
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0010—- ," é;é@:’
0.005 - @%
0.000 4
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Figura 7.12. Variacion de r con [aHPCD] (1J), [BHPCD] (O), [yHPCD] (A) a 25°C.
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Para las simulaciones tedricas se siguieron los mismos procedimientos que para el
23DMN. Los analisis de MM permitieron proponer como conformaciones mas estables
las mostradas en la Figura 7.13. Las estructuras para el complejo del 1MN con oHPCD
indican que, aunque el huésped no entra totalmente en la cavidad, cuando el eje menor del
grupo naftoato se encuentra paralelo al eje principal de la ciclodextrina (2), la inclusion
del IMN es ligeramente mayor que cuando se dispone de forma perpendicular (1). Sin
embargo, en el caso de los complejos con B- y yYHPCDs el cromdforo penetra totalmente
en la cavidad, con la orientacion del grupo naftoato mas o menos perpendicular al eje del

macrociclo.

: o e AR T
\lﬂ?‘r\/% Hee, NJ J &
-.;r"\,-,"'\ (k “/\»_\ {
______ f/F > ___.~..r »'._ ‘_j‘_.p
\/"?’T\’\»&:’-'f \Y/\/Y\ ‘“}"1
IMN/aHPCD (1) IMN/aHPCD (2)

1IMN/BHPCD (3) IMN/AHPCD (4)

Figura 7.13. Estructuras méas favorables obtenidas a partir del célculo de MM para los complejos (1:1) de
1MN con a- (1 y 2), B- (3) y YHPCDs (4). Flecha punteada indica la direccién del eje principal de las
HPCDs. Flecha continua indica la direccion de la transicion electrénica 'L, (eje mas corto del naftaleno).

Tanto el 1IMN como el 23DMN van a estar, de forma parecida, incluidos
parcialmente en la cavidad de aHPCD debido al reducido tamafio de ésta. En el caso de la
BHPCD y yHPCD la inclusion del 1MN va a ser completa, al igual que sucedia con el
23DMN, pero es importante advertir que la disposicion de los dos huéspedes dentro de las
HPCDs no es la misma. Si comparamos las Figuras 7.6 y 7.13 para el 23DMN y 1MN
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vemos que las transiciones sefialadas en cada figura son By, y 'L, respectivamente, que

son perpendiculares entre si.

7.3.2 Medidas de Dicroismo Circular
En este caso, el espectro de DC lo medimos para la banda de absorcién L, (que
tiene un cierto solapamiento con la 'Ly) situada a 294 nm (320nm)** cuyo momento de la

transicion esta dirigido a lo largo del eje menor del naftaleno (Figura 7.14).

Absorbancia (u.a.)

200 225 250 275 300 325 350

A (nm)

Figura 7.14. Espectro de absorcion del IMN en agua a 25°C, indicando mediante la notacion Platt, la
situacion de cada una de las transiciones observadas. Superpuesta, la estructura del IMN mostrando las
direcciones de cada uno de los momentos electrénicos de la transicién.

La Figura 7.15 corresponde a los espectros de DCI para 1MN libre y IMN/HPCDs
a 25°C. Cuando 1MN se compleja tanto con a-, como con B- y YHPCD se obtiene, en
todos los casos, una banda de signo positivo que varia en intensidad segun el tipo de
HPCD. La sefial es mucho mas intensa para la yHPCD que para la BHPCD y solo para el
sistema con la aHPCD aparece una ligera banda positiva de poca intensidad.

La gran intensidad que alcanza la banda correspondiente al complejo 1IMN/yYHPCD
sugiere una gran penetracion y un buen ajuste del croméforo, cuyo movimiento parece
estar mas restringido. La disminucién de intensidad a medida que lo hace el tamafio de la

cavidad, posiblemente estara producida por una peor inclusion del croméforo en la
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BHPCD y atn mas en el caso de la aHPCD. Estos resultados estarian de acuerdo con los
valores de entropia donde AS° < 0 para el caso del complejo IMN/aHPCD indicando que
la inclusién no es completa y AS® > 0 para IMN/BHPCD y 1MN/yHPCD donde la
penetracion del croméforo es mas profunda. Ademas, esta misma tendencia queda
respaldada por desactivacion de fluorescencia, donde tanto Ksy como kg indican una
mayor accesibilidad del 1IMN en el aHPCD que para el resto de HPCDs; y por

anisotropia, donde r aumenta conforme disminuye el tamafio de la ciclodextrinas.

451 1MN/AHPCD
4.0 4
35;
30;
25;

2.0+

0 (mdeg)

] 1IMN/BHPCD
1.5+

0.5

1MN/aHPCD

0.0 T T =

260 280 300 320 340
A (nm)

Figura 7.15. Espectro de dicroismo circular de IMN libre y IMN en presencia de a-, B- y YHPCD en agua
a 25°C (preparadas con una [HPCD] para que la fraccion de complejo formado en cada disolucion sea 0.7)
para la banda de absorcion *L,.

Los datos experimentales también quedan apoyados por las estructuras
proporcionadas por MM, donde el eje menor del grupo naftaleno (direccion del momento
de la transicién correspondiente a la banda 'L,) se encuentra paralelo al eje principal de la
HPCD para el caso de la IMN/BHPCD y 1MN/yHPCD, dando sefiales positivas de DCI.
Para IMN/aHPCD la sefial es tan baja como resultado de la disposicion del cromoforo, el
cual se encuentra parcialmente incluido en el interior de la cavidad. No obstante, ambas

conformaciones propuestas por MM, Figura 7.13 (1) y (2), estarian de acuerdo con la
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seflal positiva obtenida por DCI. Aunque la transicién de 'L, se orienta de forma
perpendicular en la estructura de la Figura 7.13 (1) hay que observar que el 1IMN se
encuentra situado mucho mas hacia fuera que en la conformacion (2). Esto da lugar a que
las transiciones perpendiculares al eje principal de la ciclodextrina den también sefiales
positivas, ya que como se indico con anterioridad, cuando el croméforo se encuentra en el
exterior de la cavidad, las reglas de dicroismo se invierten.

La eleccion de la banda en el analisis en DCI no se da de forma arbitraria. Si para el
estudio de 23DMN se escogia la banda !By y ahora para el 1IMN es la 'L, es debido a que
dichas transiciones dan la sefial méas intensa en el espectro de DCI en cada uno de los
casos. Como se explicd anteriormente, las disposiciones mas intensas son aquellas cuyo
momento de la transicion del cromdéforo es paralelo al eje principal de la ciclodextrina. La
orientacion del 23DMN en el interior de la cavidad de HPCD es perpendicular a la
disposicion que adquiere el IMN y, por tanto, las bandas de mayor intensidad de DCI en
cada uno de los sistemas no van a ser las mismas. En el caso de 23DMN, es la transicion
!B, la que posee el momento de la transicion electrénica paralelo al eje principal del

macrociclo, mientras que para el IMN la que tiene esa orientacion es la L.

7.4 Conclusiones

Mediante la técnica de DC se han podido explicar de forma sencilla la estructura
de diferentes complejos de inclusion de dos moléculas huésped derivados del naftaleno
con HPCDs. Los resultados no solamente han respaldado los datos experimentales
obtenidos por fluorescencia, sino también han coincidido de forma muy precisa con las
predicciones tedricas. Estos experimentos demuestran la gran validez de esta técnica para

el estudio estructural de sistemas huésped/anfitrion con CD.
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8.1 Introduccidn

Las ciclodextrinas modificadas con grupos cromoforos han sido ampliamente
estudiadas debido a su potencial capacidad de actuar como sensores quimicos™™ y antenas
moleculares.®” La sustitucién del croméforo puede realizarse en la cara primaria 0
secundaria, aunque la mayoria de las ciclodextrinas modificadas encontradas en la

810 estan sustituidas en posiciones primarias, debido al hecho de que son mas

bibliografia
faciles de sintetizar. Es importante destacar que sus propiedades van a depender en gran
medida de la localizacion de ese cromdforo, siendo muy diferentes las propiedades de la
ciclodextrina si la sustitucion se produce en la cara primaria o secundaria.**

Dentro de las ciclodextrinas sustituidas en la cara primaria cabe destacar la

81215 que ha estudiado las propiedades

investigacion realizada por el grupo de A. Harada,
conformacionales de ciclodextrinas modificadas con grupos cinamoil e hidrocinamoil en
disolucion acuosa mediante técnicas de 2D RMN. Los resultados mostraron que mientras
que la 6-O-hidrocinamoil-B-ciclodextrina formaba complejos intramoleculares, donde
cada grupo 6-hidrocinamoil se introducia dentro de su propia cavidad, la -O-
hidrocinamoil-a-ciclodextrina era capaz de forma complejos intermoleculares débiles. El
grupo de T. Kaneda®'® ha analizado procesos de asociacion intermolecular de la o-
ciclodextrina permetilada sustituida con azobenceno y el de A. Kaifer’® la pCD
modificada con grupos violdgenos, en los dos casos los sustituyentes se encuentran

situados en la cara primaria. Y. Inoue*"*®

y sus colaboradores han publicado la formacion
de estructuras diméricas intermoleculares de tipo cabeza-cabeza (HH) y cabeza-cola (HT)
para las p-nitrobenzoil y p-hidroxibenzoil-BCDs. De forma analoga, Y. Liu*® y col. han
descrito la formacion de dimeros tipo cabeza-cola (HT) en disolucién acuosa del 6-O-(4-
formilfenil)-BCD, como proceso previo a la formacion de estructuras mas complejas
como son los sistemas supramoleculares lineales a modo de polimero. Otro ejemplo de
agregacion de mayor tamafio lo describe el grupo de K. Yannakopoulou,® el cual ha
publicado la sintesis y el estudio, tanto en disolucion como en estado solido, de BCDs
modificadas con o-, m-, p-acido aminobenzoico. En estos sistemas se observa que en
disolucion ninguno de ellos presenta inclusion ya fuera de tipo inter- o intramolecular,
simplemente el croméforo gira y se coloca de forma paralela a la cavidad primaria de tal
forma que solo interacciona con los H de esta cara. Por el contrario, en estado sélido se

observa que el p-aminobenceno-pCD forma inclusion por la cara secundaria con otra
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ciclodextrina diferente, formando una cadena de polimero con unidades monoméricas no
covalentemente enlazadas. Segun J.W. Park, las propiedades de las ciclodextrinas
modificadas van a depender de las caracteristicas de los conectores que unen el fluoréforo
con la ciclodextrina: conectores flexibles entre el grupo y la ciclodextrina favorecen los
procesos de autoinclusion, mientras que conectores cortos y rigidos benefician los
procesos de asociacion intermolecular. Ejemplos de este ultimo caso son la BCD
modificada con naftaleno® y aCD modificada con azobenzeno.”” En ambos sistemas se
forman dimeros del tipo cabeza-cabeza (HH) con los sustituyentes parcialmente incluidos
en la cavidad de la CD vecina, donde se establecen interacciones mutuas favorables.

Ejemplos de este tipo de estudios sobre ciclodextrinas que contienen grupos
cromaforos sustituidos en la cara secundaria son muy escasos. Ademas, debido a la alta
rigidez de las posiciones secundarias, los procesos de autoinclusién van a ser mucho
menos favorables. J.W. Park? y col. realizaron un estudio comparativo entre B-CDs
modificadas con derivados de violdgeno unidos a la cara primaria o secundaria, y
explicaron que cada tipo de ciclodextrina mostraba un comportamiento totalmente
diferente. EI grupo que tenia el sustituyente en posicion primaria daba procesos de
autoinclusion, mientras que aquellas BCDs modificadas en la cara secundaria mostraban
procesos de asociacion intermolecular, produciendo dimeros de tipo cabeza-cabeza (HH).
El grupo de A. Harada** también ha sintetizado derivados de estilbeno con aCD en la cara
secundaria. A través de la fotoirradiacion se controla la isomerizacion cisstrans del
estilbeno y se observa que el trans-estilbeno-aCD produce asociaciones de tipo dimero,
mientras que el isdmero cis formaba un ensamblado supramolecular donde los
sustituyentes no estan total o parcialmente incluidos en las ciclodextrinas, sino que se
colocan en el exterior mediante interacciones de empaquetamiento w-n dando lugar a una
estructura tipo hélice.

Una familia muy particular de ciclodextrinas modificadas son aquellas donde el
sustituyente esta unido a dos posiciones. Dentro de este grupo podemos encontrar dos
tipos de CDs. Por una parte, las que se denominan ciclodextrinas de doble cavidad, donde
el sustituyente forma un puente entre dos unidades de ciclodextrina.?® Por otra, aquellas
donde el sustituyente estd unido a dos posiciones pero dentro de la misma ciclodextrina,
preferentemente en la misma unidad de glucopiranosa, llamadas ciclodextrinas
tapadera.?® En este caso la movilidad del sustituyente se encuentra muy restringida, lo

que tiene como ventaja aumentar su capacidad para discriminar entre diferentes
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moléculas huésped en procesos de inclusion. En los ejemplos descritos en la bibliografia

sobre ciclodextrinas con grupos cromdforo que actian a modo de tapadera de la cavidad,
éstos se encuentran sustituidos en la cara primaria.

Los grupos de la Prof.2 Carmen Ortiz Mellet y del Prof. José Manuel Garcia
Fernandez han sintetizado por primera vez ciclodextrinas sustituidas con un grupo
cromoforo que actia como tapadera y que se encuentra unido a las posiciones 2 y 3 (cara
secundaria) de la misma unidad de glucopiranosa, a modo de bisagra bidentada.?” En
concreto, las primeras de estas ciclodextrinas sintetizadas son los derivados permetilados
de las a-, B- y yCDs donde el grupo cromoforo xilileno se encuentra enlazado a la CD es
esas posiciones.

Estas CDs pueden ser potencialmente utiles como discriminadoras de moléculas
huésped y modificar sensiblemente la termodinamica de complejacion de las mismas.
Pero ademas, estudios preliminares por *H RMN sobre una de ellas, la 2',3'-O-(o-
xilileno)-per-O-Me-B-CD en agua deuterada mostraron un equilibrio conformacional, en
el que el grupo xilileno estaba implicado, que dependia fuertemente de la temperatura. En
este equilibrio, el grupo xilileno presenta dos disposiciones: en una de ellas éste parece
bloquear la cavidad de la cara secundaria (denominada conformacion tapadera) y en la
otra, el cromoforo se encuentra algo méas alejado de la misma (abierta). El proceso de
autoinclusion parece no darse en esta clase de ciclodextrinas, pero comparando los
espectros de RMN a varias temperaturas y concentraciones, también se observa la
presencia de fenémenos de autoagregacion en forma de dimeros. Ambos procesos,
equilibrio y autoagregacion, deberian influir y competir con la propia complejacion.?’

Por este motivo realizamos el estudio sobre la termodinamica de la homo- y
heterodimerizacion, la simulacién de los procesos de complejacion y dimerizacion y el
estudio del comportamiento conformacional en disolucién acuosa de las 2'3'-O-(o-
xilileno)-per-O-Me-a-, -B- y y-CDs (Xma.CD, XmBCD y XmyCD, respectivamente) que
se describe en este capitulo. Para ello se emplearon técnicas de fluorescencia, Mecanica
Molecular (MM) y Dinamica Molecular (DM). El promedio de tiempo de vida de
fluorescencia, <t>, es una propiedad muy sensible al proceso de asociacion, a partir del
cual pudimos obtener las constantes de dimerizacion, Kp. Con estos resultados y
mediante la ecuacion de van't Hoff, tambien se dedujeron los parametros termodinamicos

AH? y AS°. Los calculos por MM y DM se utilizaron para analizar el comportamiento
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conformacional de las CDs monoméricas aisladas, la estructura de los dimeros formados

y las fuerzas responsables del proceso de dimerizacion.?®?°

Constantes de dimerizacion (ver Anexo | para el desarrollo completo)

Para el proceso de dimerizacion dado por el equilibrio:
2XmCD =2 (XmCD), 8.1

la constante de dimerizacidon Kp viene expresado como:

_ [(XmCD),]

8.2
°  [XmCDJ

Las concentraciones de monémero y dimero en funcion de la concentracion inicial

de CD, [CD]o, en el equilibrio se pueden obtener como:

(4K, [XmCD], +1) — /8K, [XmCD], +1

[(XmCD),]= 8K,

8.3

J8K,[XmCD], +1 -1
4K,

8.4

[XmCD] =

Por otra parte, la intensidad de fluorescencia observada en una disoluciéon de XmCD
puede describirse como la suma de las contribuciones debidas a la fluorescencia del

monomero y del dimero:

I=lmeo + I(XmCD)2 = Pyme [XmCD] + 2¢(XmCD)2 [(XmCD)z] =

8.5
= ¢XmCD [XmCD] + 2¢(chD)2 Ko [XmCD]2

donde éy.co Y Bxmep), SON constantes de proporcionalidad que relacionan la intensidad

de fluorescencia (por unidad de cromoforo) con la concentracion de XmCD libre y
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(XmCD), . Estos parametros dependen de las condiciones instrumentales, el rendimiento
cuantico y la absortividad molar a la longitud de onda de excitacion.

Reorganizando la Ecuacion 8.5 y sustituyendo en ella las Ecuacion 8.4 y 8.3, se

obtiene la Ecuacion 8.6 que relaciona la intensidad de emision de fluorescencia y la

concentracion inicial de ciclodextrina [ XmCD]y, tal como:

8.6

(4K,[XmCD], +1) — /8K, [XmCD], +1 (8K ,[XmCD], +1 -1)
I = Ginco), 1K + Pmeo 4K
D D

que puede ser reescrita como:

(8K, [XmCD], +1 -1)
4K,

8.7

I = ¢(XmCD)2 [XmCD]o - (¢(XmCD)2 - ¢XmCD)

De forma analoga, se puede relacionar el promedio de tiempo de vida <t> con la

[XmCD]y mediante:

_ 2TXmCD + (¢(XmCD)2/¢XmCD) T (xmcD), (\/SKD[XmCD]O +1 _1)

8.8
2+ (¢(XmCD)2/¢XmCD) (\/SKD[XmCD]o +1 _1)

(7)

donde 7, .y son los tiempos de vida de la especie libre y del dimero,

T(xmcD),

respectivamente.

8.2 Resultados y discusion
Espectros de absorcion

El espectro de absorcion del croméforo xilileno aislado (0Xy) en agua presenta
tres bandas estrechas cuyos maximos estan situados aproximadamente a 260, 264 y
270 nm (Figura 8.1, superpuesta). Las tres XmCDs muestran el mismo espectro de
absorcion pero ligeramente desplazado hacia el azul en torno a 2 nm. Ademas, a medida
que aumenta la concentracion de las XmCDs, aparece una nueva banda a 288 nm, que es

considerablemente intensa a altas concentraciones.
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Intensidad (u.a.)

240 270 300 330 360
A (nm)

[XmaCD], (mM)

424 [Xm[?;CD]0 (mM)
3.96
2.64
1.18
0.61
0.41

9.31
5.15
2.86
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Figura 8.1. Espectro de emisién a diferentes concentraciones de XmaCD (izquierda) y XmBCD (derecha)
en agua a 25°C. Superpuesto se encuentra el espectro de absorcion y emision de oXy en agua a 25°C.

Espectros de emision de fluorescencia

Los espectros de emision fueron obtenidos excitando el grupo croméforo xilileno
(Xy) a 260 nm. Para los tres tipos de ciclodextrinas y a cualquier temperatura, solo
muestran una banda centrada a 288 nm (Figura 8.1). Si se aumenta la concentracion de
XmCD, la intensidad de fluorescencia aumenta, aunque este incremento va a variar segin
el tipo de XmCD empleada y temperatura del experimento. Como es de esperar, a medida
gue aumenta la temperatura, disminuye la fluorescencia para cualquiera de los tres tipos
de XmCDs. Todas las representaciones de la intensidad de fluorescencia, que fueron
corregidas teniendo en cuenta el efecto interno segun la Ecuacion 6.1 (Capitulo 6), frente
a la concentracién de XmCD (o absorbancia) dan ajustes lineales en todo el intervalo de
concentraciones empleado. Segun la Ecuacion 8.7, esto se traduce en que

wnco = Pxmen), » €S ecir, que el rendimiento cuantico de fluorescencia de las XmCDs no

varia al pasar de la forma monomérica a la dimérica (Figura 8.2). De aqui se deduce que
la intensidad de fluorescencia no es sensible a la formacion de dimeros y que, por tanto,
no se puede emplear como parametro para obtener las constantes de asociacién. Para
ninguna de las tres XmCDs se observo un ensanchamiento de la banda de emision hacia

el rojo, siendo esto indicativo de la ausencia de excimeros.
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Figura 8.2. Variacién de la intensidad de emisidn corregida, frente a la absorbancia a diferentes
concentraciones de XmaCD (izquierda), XmpCD (centro) y XmyCD (derecha) en agua a 25°C.

Decaimiento de tiempo de vida de fluorescencia

Las medidas de decaimiento de tiempo de vida a las diferentes concentraciones y

temperaturas fueron realizadas recogiendo en el maximo de la banda de emision del

grupo Xy (288 nm) y excitando a 260 nm.
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Figura 8.3. a) Decaimiento de fluorescencia para varias disoluciones de XmpCD/agua a 25°C. b) Cambios
con la temperatura de las fracciones (100 x f;) de las diferentes contribuciones asociadas a: monémero (O),
dimero () y dispersion de luz (X) para una disolucion de [XmBCD]= 3.724 mM. c¢) Variacion en la
relacion dimero/mondmero con la [XmBCD] y la temperatura.
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En la Figura 8.3 (a) se muestran los decaimientos para algunas concentraciones de
XmBCD. Todos los perfiles de decaimiento de fluorescencia para los tres tipos de XmCD,
fueron ajustados a la suma de tres exponenciales, correspondientes a tres componentes
diferentes, cada una de ellas caracterizada por un tiempo de vida:

a) Una de tiempo de vida corto, aproximadamente entre 0.05-0.3 ns, cuya
contribucion aumenta con la temperatura y disminuye con la concentracion (Figura 8.3.b).
Esta componente rapida se puede atribuir a la dispersion de luz (scattering) de la muestra
y/o del disolvente y es importante tenerla en cuenta sobre todo a las concentraciones méas
bajas y/o a las temperaturas mas altas (cuando la fluorescencia estd mas desactivada
térmicamente). Este fendmeno es debido a que el cromoforo Xy posee una baja eficiencia
cuéntica y que ademas las cubetas cilindricas empleadas muestran una cierta sefial umbral
innata debido a posibles reflexiones en la superficie (stray light).

b) Una componente de tiempo de vida intermedio, aproximadamente entre 3-
6 ns, cuyo valor es parecido para los tres tipos de XmCDs. Su contribucién aumenta con
la temperatura y disminuye con la concentracion, como se indica en las Figura 8.3.b y
8.3.c. Esta componente esta relacionada con la especie no asociada 0 monémero XmCD.

C) Una de tiempo de vida largo, que puede ser atribuida al dimero (XmCD),,
con un valor entre 6-20 ns. Su contribucién aumenta con la concentracion y disminuye
con la temperatura. Esta tendencia con la temperatura estaria de acuerdo con el hecho de
que la dimerizacion se trataria de un proceso favorecido entalpicamente, tal y como

muestra la Figuras 8.3.b y 8.3.c.

0 1 2 3 4 0 2 4 6 8 10 0 5 4 & 8 10 12 14
[XmaCD], (mM) [XmBCD], (mM) [XmyCD], (mM)

Figura 8.4. Variacién del promedio de tiempo de vida <t> en funcién de la concentracion para
XmaCD/agua (izquierda), XmBCD/agua (centro) y XmyCD/agua (derecha) a diferentes temperaturas 5 °C
(O); 15°C (O); 25°C (A); 35°C (V) y45°C (0).
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La Figura 8.4 muestra la variacion de los promedios de tiempos de vida (<t>),
obtenida segun la Ecuacion 7.4 (Capitulo 7), en funcion de la [XmCD] para los diferentes
tipos de XmCDs y temperaturas. Las lineas continuas muestran el ajuste de los datos
experimentales a la Ecuacion 8.8. Para el calculo de <t> no se tuvo en cuenta la

componente rapida debida a la dispersion de luz. Ademas en el ajuste, se ha asumido que

Bunco = PBxmcoy, » tOMando en la Ecuacion 8.8 ¢y, /Pumco =1 -

la concentracion de XmCD como consecuencia de la

El <t> aumenta con
dimerizacion, ya que, el tiempo de vida del dimero es mayor que el del monémero, y su

contribucion al promedio de tiempo de vida aumenta conforme aumenta la concentracion.
La magnitud del incremento depende del tipo de CD, siendo mayor para XmaCD, que
para XmBCD y que XmyCD (ver Figura 8.5). Una mayor variacion no se traduce en

mayores constantes, sino todo lo contrario. De hecho, como veremos Kp sigue el orden

inverso, siendo Kp xmycp > Kp xmpeo >Kp,xmaco (Ver Tabla 8.1).
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Figura 8.5. <t> vs [XmCD] para disoluciones acuosas de XmoCD (L), XmBCD (O) XmyCD (A) a 25°C.

Dependencia del rendimiento cuantico y del tiempo de vida con la polaridad del medio

(¢) y la microviscosidad (n)

Para entender mejor los cambios de intensidad de fluorescencia y de <t> durante la

dimerizacion, hemos estudiado el comportamiento en disolucion del cromoforo xilileno

aislado (oXy). Para ello, analizamos las variaciones que experimentan el rendimiento
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cuantico (¢) y el tiempo de vida (t) del compuesto modelo 0Xy con la polaridad (¢) y la
microviscosidad (n) del medio. El procedimiento consistié en obtener los espectros de
emision y perfiles de decaimiento de fluorescencia en diferentes disolventes (agua y
n-alcoholes, desde metanol hasta heptanol) de manera que cubriesen el mayor rango

posible de polaridades, € y viscosidades, n.
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Figura 8.6. Variacion del rendimiento cuantico (@) y el tiempos de vida (t) con la polaridad (g) y
microviscosidad (n) para oXy en agua y diferentes disolventes n-alcoholes (desde metanol a heptanol) a
25°C.

Todos los espectros de emision mostraron la banda caracteristica del oXy y que el
decaimiento de fluorescencia era monoexponencial para cualquiera de los disolventes
empleados. En la Figura 8.6, se representan la variaciones de ¢ y t con € y 1. Los
resultados muestran un aumento de t con la polaridad del medio y con la viscosidad,

mientras que ¢ practicamente no depende de estas propiedades. La formacion del dimero

deberia implicar una disminucion en la polaridad y un aumento en la microviscosidad del
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medio que rodea el grupo Xy. Los resultados obtenidos estarian totalmente de acuerdo
con el hecho de que las eficiencias cuanticas del dimero y del monomero sean parecidas,

ymco = Pxmep), Y QUE <> aumente con la [XmCD] debido a que 7,cp) > Txmep - D

hecho, la mayor o menor variacion en esta Ultima propiedad segun el tipo de XmCD, se
puede relacionar con la polaridad y la microviscosidad del entorno alrededor del Xy. Ya

QUE Tixmucn), > Taxmpeny, > Foxmyeny, » S€ PUede deducir que se produce un aumento en la

polaridad y una disminucién de la microviscosidad con el tamafio de la XmCD, hipétesis
bastante razonable. Estudios de complejacion de CDs con 2-metilnaftoato, sonda
fluorescente sensible a la polaridad del medio donde se encuentra, revelaron que la
polaridad en el interior de las CDs naturales aumenta considerablemente a medida que

aumenta el tamafio de la cavidad.*
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Figura 8.7. Medidas de dispersion de luz estética (a 632 nm) realizadas para dos disoluciones de XmBCD a
varias temperaturas.

Como indicamos anteriormente, la baja eficiencia cuantica del croméforo Xy
(Poxyragua=0.029 a 25°C) y el uso de cubetas cilindricas de pequefio paso, hacen que la
componente asociada a la dispersion de luz sea importante, sobre todo a las

concentraciones mas bajas y/o a las temperaturas mas altas. La principal razon de esta
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contribucion tan alta es la baja solubilidad de la muestra, especialmente a las temperaturas
mas altas. Un caracteristica de las XmCDs, que ademas comparten con las ciclodextrinas
metiladas,®* es que el coeficiente de solubilidad en agua es negativo, es decir, su

solubilidad disminuye con la temperatura. Muchas investigaciones®**

apuntan a que esta
disminucion de la solubilidad con la temperatura es debida a las moléculas de agua de
hidratacion que se disponen alrededor de los grupos metilos. Al aumentar la temperatura,
este ordenamiento se rompe favoreciendo la asociacion de las ciclodextrinas mediante
efecto hidrofobico. Medidas de dispersion de luz esttica (a 632 nm) realizadas para
disoluciones de XmCDs en agua a diferentes temperaturas y concentraciones, apoyan
estos resultados obtenidos por decaimiento de fluorescencia. La Figura 8.7 muestra la

dispersion Rayleigh para dos disoluciones de diferente concentracion de XmpCD.

Termodinamica del proceso de dimerizacion
Mediante el ajuste de la Ecuacién 8.8 a los datos experimentales del promedio de
tiempo de vida (<t>) en funcion de la concentracion de XmCD a cada temperatura, se

obtuvieron las constantes de dimerizacion (Ko), 7ymep, Y Zxmeo » F€COQidos en la

Tabla 8.1.
70-
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Figura 8.8. Representaciones de van’t Hoff obtenidas mediante las Kp recogidas en la Tabla 8.1 para
XmoCD (O), XmBCD (O) y XmyCD (A).

A partir de las Kp, se dedujeron los valores de los parametros termodinamicos AH°

y AS? mediante la representacion lineal de van’t Hoff, tal y como muestra la Figura 8.8.
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Los parametros termodinamicos para cada una de las XmCDs estan recogidos en la Tabla
8.2. Las gréaficas son razonablemente lineales, teniendo en cuenta los errores que
acompafian a los valores de Kp. No obstante, la pequefia curvatura hacia abajo observada

estaria de acuerdo con AC) negativas para los tres tipos de XmCD. AC; <0 son tipicas de

moléculas apolares que se encuentran inicialmente en un medio acuoso y pasan a medios
més hidrofébicos, como puede ser el interior o el entorno de la cavidad de las CDs,**® lo

que respaldaria el proceso de dimerizacion.

Tabla 8.1. Constantes de asociacion Kp, obtenidos mediante el analisis de decaimiento de

Txmep Y T(xmep),
tiempos de vida a diferentes [XmCD], y temperaturas.

XmaCD
T(°C) Ko(M™) Txnco (NS) Z(xmeoy, (NS)
5 221 +109 44 0.9 35+ 6
15 184 + 88 4.4 07 34t 6
25 177 + 80 43 £ 06 305
35 72 +£55 52 * 06 35+ 14
45 46 + 30 45+ 03 41 * 15
XmBCD
T(°C) Ko(M™) Tymep (NS) Z(xneo), (NS)
5 262 + 80 48 £ 03 16.2 = 0.9
15 239+ 74 46 03 142 + 0.8
25 200 + 74 44 £ 02 12.3 = 0.9
35 122 +72 43 % 02 109 * 137
45 77 + 60 43 * 03 9.0 = 24
XmyCD
T(°C) Ko(M™) Tymep (N5) Z(xmeoy, (NS)
5 529 + 135 58 £ 1.0 93+ 05
15 4421 87 53 105 81t 03
25 248 1 75 48 £ 0.3 70 £ 04
35 86 1 50 45 £ 0.2 71X 08
45 64 1 83 43 T 0.1 56 + 0.6
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La asociacion esta favorecida entalpicamente para las tres XmCDs y aunque AH°
es muy similar en XmoaCD y XmBCD, para XmyCD la variacion de entalpia es mucho
més negativa. Como indicamos anteriormente, valores de AH’<0 se asocian a
interacciones intermoleculares del tipo van der Waals o puentes de hidrégeno.*®

En cuanto al valor y el signo del AS® durante el proceso de dimerizacion es el
resultado del balance de dos efectos contrapuestos:

- La peérdida de grados de libertad que acompafia a cualquier asociacion y
contribuye de forma desfavorable, disminuyendo la entropia.

- La ruptura del ordenamiento de agua de hidratacion que se forma alrededor de
las CDs y en el interior de la cavidad, que contribuye aumentar la entropia.

Durante la asociacién de las XmCDs, no parece compensarse el primer efecto,
siendo la dimerizacion, por tanto, un proceso entropicamente desfavorable. Cabe destacar
que una molécula huésped que penetra totalmente en la cavidad de la ciclodextrina
presenta AS?>0.%°% Este hecho podria sugerir que el ligando Xy no debe encontrarse

totalmente incluido para ningun tipo de las XmCDs.

Tabla 8.2. AH® y AS® del proceso de dimerizacién para sistemas XmCD/agua

Sistema AH® (kJ-mol™) AS° (3-K*-mol™)
XmaCD -30+7 - 6023
XmBCD —23+4 ~34+15
XmyCD —-100 £ 22 —-43x7

No se han encontrado referencias bibliogréaficas donde se describan pardmetros
termodinamicos del proceso de dimerizacion de CDs, aungue los signos y las magnitudes
de los mismos estan de acuerdo con complejos huésped-anfitrion con estequiometrias
mayores que 1:1 o para asociaciones mas complejas formadas por varias moléculas de

huésped y CDs.*>*

Polarizacion de fluorescencia

La anisotropia (r) de un croméforo en un disolvente concreto esté relacionada con
la difusion rotacional de dicho cromdéforo en ese medio. La agregacion o complejacion
son fendmenos que implican valores altos de anisotropia, debidos a la relativa baja

difusién rotacional de estos sistemas si los comparamos con las moléculas libres. Los
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resultados obtenidos muestran un incremento de r con la concentracion, pero también con
la temperatura. El primero de estos datos estaria de acuerdo con el incremento en la
formacion de dimeros (XmCD),, que tiene una difusion rotacional menor que la especie
monomeérica, XmCD. Sin embargo, al tratarse la dimerizacibn de un proceso
entalpicamente favorecido, deberia disminuir la fraccion de dimero conforme aumenta la
temperatura, y por consiguiente, r también deberia descender. Existe un factor que no
hemos tenido en cuenta, el scattering o luz dispersa que se encuentra 100% polarizado y
contribuye a aumentar los valores de anisotropia. Todo ello hace que cualquier conclusion
deducida del analisis de los datos de anisotropia no sea demasiado fiable. De hecho, la
disminucion de la solubilidad de las XmCDs con la temperatura y consecuente aumento

de la luz dispersada, es probablemente el causante de ese aumento en la anisotropia.

Desactivacion de fluorescencia

Los sistemas oXy y XmCD en disolucion acuosa fueron también estudiados
mediante desactivacion de fluorescencia a varias temperaturas, empleando como
desactivador la 2,3-butadiona (diacetilo). Este compuesto orgénico ha sido utilizado
anteriormente en estudios de complejacion de ciclodextrinas con derivados del naftaleno,
mostrando que el equilibrio huésped-anfitrion (1:1) no se ve alterado por la presencia de
la butadiona.’®** Para poder comparar los resultados obtenidos, las medidas se realizaron
usando una fraccion de dimero del ~22% para cualquiera de las disoluciones de XmCDs.
Los resultados muestran representaciones de Stern-Volmer <t>y-¢/<t> lineales en todo el
intervalo de concentracién del diacetilo (0-7x102 M). Las constantes de desactivacion
bimolecular, k; a 25°C para las disoluciones acuosas de oXy, XmaCD, XmBCD vy
XmyCD fueron de 2.5x10°, 1.3x10° 1.3x10°% 2.0x10° M™s™, respectivamente. Estos
resultados demuestran que, como era de esperar, el acceso del desactivador es mucho mas
favorable en el cromo6foro cuando se encuentra de forma libre, 0Xy, que cuando se
encuentra unido a una ciclodextrina y dentro de las XmCDs, es la XmyCD la que dispone
el grupo Xy mas accesible al desactivador. Este hecho solo puede ser debido a diferencias
estructurales del dimero de XmyCD en disolucién con respecto a sus homdélogas, como
por ejemplo, a que la estructura del complejo (XmyCD), sea algo mas abierta. En ningln
caso esto puede ser atribuido a la cantidad de dimero formado, ya que en todos los

experimentos existe la misma fraccién de XmCD complejada.
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La variacion de kq con la temperatura se representa en la Figura 8.9. El valor
aumenta para todas las XmCD por debajo de 25°C (en el caso de XmyCD esta tendencia
se mantiene a temperaturas superiores), lo que estaria de acuerdo con una disminucion de
la cantidad de dimero (al ser AH’<0) y una mayor accesibilidad del grupo Xy en el
monomero. Este resultado también se esperaria en un proceso de desactivacion dinamica
controlado por la difusion de las especies y cuya eficiencia aumentaria a medida que
disminuye la viscosidad del medio. Para temperaturas superiores a 25°C, se produce un
cambio en esta tendencia observandose una disminucion de kg, lo que seguramente esta
causado por la agregacion de las Xma- y la XmpBCDs. De forma experimental se observa
que la solubilidad a las temperaturas mas altas (superiores a 25°C) aumenta a medida que
aumenta el tamafio de la XmCD, lo que explicaria este diferente comportamiento de cada

XmCD en los experimentos de desactivacion.
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Figura 8.9. Variacion de la constante bimolecular de desactivacion (k;) para XmoCD (), XmBCD (O),
XmyCD (A) y oXy (x) con la temperatura.

Estudio de procesos de heterodimerizacion

Para valorar la influencia que tiene el grupo Xy en la asociacion intermolecular y
poder determinar cual va a ser la orientacion mas probable de la XmCD en el dimero, se
realizaron experimentos de heterodimerizacion de las XmCDs con las mCDs (cada

XmCD con su mCD semejante) y de complejacién de oXy con las mCDs en un intervalo
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de temperatura de 5° a 45°C. La Figura 8.10 muestra los resultados obtenidos por tiempo
de vida de fluorescencia. En ninguno de los casos se observa variacion de la sefial de
fluorescencia de XmCD con la concentracién de mCD, lo que indica que no se produce la
heterodimerizacion a ninguna temperatura. Por otra parte, el cromdforo oXy tampoco
forma complejos ni con mBCD ni con myCD, mientras que si lo hace con maCD. Para
esta Ultima mCD, los resultados indican que el 0Xy se debe disponer en el interior de la
cavidad dando lugar a un complejo de inclusion de estequiometria 1:1. La constante de
complejacion deducida a partir del andlisis de los resultados experimentales es
relativamente baja (K~140 M™ a 25°C). De estos resultados, y a pesar de que la CD més
pequefia es capaz de complejarse con el 0Xy, se puede deducir que la penetracion de este
grupo Xy dentro de la cavidad de otra XmCD al formarse el dimero es bastante
improbable. Ello se debe, no solo a la poca afinidad del grupo oXy para formar complejos
con las mCD, sino también a que el Xy en las XmCDs esta unido a una unidad de
glucopiranosa con cadenas relativamente cortas a modo bisagra, haciendo que su
inclusion en otra XmCD vecina deba resultar estéricamente bastante impedida. Estos
experimentos, ademas, demuestran que la formaciéon de dimeros requiere la presencia
cooperativa de dos grupos Xy, ya que ninguna XmCD forma heterodimeros con su

correspondiente mCD.
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Figura 8.10. Variacion de <t> para diferentes sistemas XmaCD (izquierda), XmBCD (centro) y XmyCD
(derecha) a 25 °C. Los sistemas son: solo XmCD (OJ); oXy (< 10®° M, fija) afladiendo concentraciones
variables de mCD (A); y XmCD (~0.047 M, fija) afiadiendo concentraciones variables de mCD (O).
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Estudio tedrico: Mecanica y Dinamica Molecular
Comportamiento conformacional del monémero XmCD

Examinando las distribuciones de probabilidad sobre cada angulo de torsion ¢ vy wi
para cada uno de los mondémeros de las XmCDs obtenidas del anlisis de trayectorias de
Dinamica Molecular (DM) de 1 ns en el vacio a diferentes temperaturas, se observa que la
presencia de los grupos metilos y del sustituyente Xy en la cara secundaria, no modifica
significativamente la forma de estas distribuciones con respecto a las CDs naturales.*?
Aungue ambos angulos prefieren adoptar conformaciones proximas al estado trans de
0+60° (fijado el estado trans a 0°), w; puede visitar alguna vez el estado cis (180°)
responsable de la distorsién del macrociclo.*? El estado cis orienta los grupos -CH,-O-
CHs; de dos unidades de glucopiranosas contiguas en direcciones opuestas, hacia dentro y
fuera de la cavidad de la CD respectivamente. Cuando se alcanza esta conformacion en el
angulo y mas cercano a la glucopiranosa que contiene el cromoforo Xy, provoca que este
grupo se disponga de tal forma que parcialmente bloquea la entrada de la cavidad de la
CD, dando lugar a una estructura tipo “tapadera”. Por el contrario, si el angulo y se
encuentra en su posicion natural trans, el grupo Xy se encuentra mas alejado de la
cavidad secundaria y la conformacion mas favorable es de tipo “abierta”. Los resultados
también muestran que a cualquier temperatura la XmyCD se muestra mas flexible que la
XmBCD vy ésta mas que XmaCD. Los angulos de torsion alrededor del grupo éter (-C(3)-
O-CH,-C¥- y C(2)-O-CH,-C’*-) que describen la rotacién alrededor de los enlaces que
unen el benceno del grupo Xy con la CD, apenas cambian durante la dinamica desde la
primera estructura optimizada de partida. Esto se traduce en que estos angulos apenas
influyen en que la XmCD adopte una conformacion abierta o tapadera y que los
verdaderos responsables de esas dos disposiciones son los angulos ¢ y wi, especialmente
este Ultimo. Mediante el analisis de la DM también se obtuvo la distribucion de distancias
entre el centro de masas del anillo benceno del grupo Xy y el centro de masas de cada
macrociclo (Figura 8.11 para XmaCD y XmBCD, y Figura 8.12 para XmyCD). Esa
distancia se puede relacionar con la presencia de conformaciones abierta o tapadera. De
hecho, los puntos “isoprobables” que aparecen para XmaCD y XmBCD demuestran la
existencia de un equilibrio conformacional tapaderaz abierta. La forma de esta
distribucion indica que el sustituyente Xy prefiere localizarse a distancias mayores de
~5.5 A para XmaCD y ~7.5A para XmpCD en las conformaciones abiertas y que a

medida que aumenta la temperatura, la fraccion de moléculas de XmaCD y XmBCD que
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presentan la conformacion tapadera aumenta ligeramente. Se puede concluir que la
conformacion abierta es mas estable que la tapadera y que el equilibrio, por tanto, esta
maés desplazado hacia la conformacion abierta. En el caso de la XmyCD (Figura 8.12), la
distribucion muestra un Gnico méximo a todas las temperaturas. La distancia media
aumenta con la temperatura, lo que puede ser debido a la alta flexibilidad de este
macrociclo comparado con XmaCD y XmBCD. El analisis no presenta ningin punto
isoprobable, lo que pone de manifiesto que el equilibrio esta claramente desplazado hacia
una unica conformacion predominante, la abierta. Por otro lado, para ninguna de las tres

XmCD hay indicios de autoinclusion del grupo Xy.
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Figura 8.11. Funcion de distribucion de la distancia (en A) entre el centro de masas del benceno del grupo
xilileno y el centro de masas del macroanillo de oxigenos puente de la CD para XmaCD (superior) y
XmpBCD (inferior). Superpuestas aparecen las historias de estas distancias a 300 K (negro) y 500K (gris) y
dos conformaciones tipo “tapadera” (izquierda) y “abierta” (derecha) para XmpCD (analisis de la
trayectoria de DM a 500 K).
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En las Figura 8.11 y 8.12 se representan a modo de ejemplo dos conformaciones
limite tapadera y abierta para el caso de la XmBCD y algunas de esas conformaciones
para el caso de la XmyCD. Los resultados sugieren que la inclusién de moléculas huésped
a traves de la cara secundaria puede ser factible a la temperatura de nuestros
experimentos. La complejacion huésped-anfitrion competira con el equilibrio dimero =
mondmero, que debido a las constantes de dimerizacion tan bajas, estara desplazado hacia
la forma mondémero. A su vez el mondmero se encontrard en su conformacion maés
abierta, tal y como indicamos en el equilibrio tapadera-z abierta, facilitando asi la
entrada del huésped a la cavidad. La representacion de todos estos procesos competitivos
se resume en el Esquema 8.1. Todos estos resultados estan de acuerdo con el estudio de
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Figura 8.12. Historia de la distancia (en A) entre el centro de masas del anillo bencénico del grupo xilileno
y el centro de masas de los oxigenos puente del macroanillo de la CD para XmyCDs a 300 K (negro) y 500
K (gris) (superior). Varias conformaciones tipo “tapadera” y “abierta” obtenidas de estas trayectorias se
disponen superpuestas. Las funciones de distribucién para esta distancia en la misma CD a diferentes
temperaturas (inferior). La media de las distancias fueron: 6.9 +0.8 A; 7.7£0.7 A; 7.5+1.1 A; 7.820.7 Ay
7.9+0.6 A a las temperaturas de 350, 400, 450, 500 y 550 K respectivamente.
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La presencia de agua en los céalculos de DM hace que los cambios conformacionales

y estructurales de la CD sean mas realistas pero mucho mas costosos en tiempo de CPU,
requiriendo ademas trayectorias méas largas de DM para realizar un barrido razonable del
espacio conformacional. Sin embargo, el analisis de las trayectorias de 3 ns en presencia

de agua para los mismos sistemas, mostro resultados similares.

Mondmero

tapadera abierta

Esquema 8.1. Representacion esquematica del equilibrio conformacional del monémero y del proceso de
dimerizacion para XmCD.

Estudio del proceso de dimerizacion

La Figura 8.13 muestra los cambios de la energia de interaccion durante el proceso
de dimerizacion en funcién de la distancia entre los centros de masas de dos XmCDs para
cada uno de los tres tipos de aproximaciones que “a priori” se pueden presentar: cabeza-
cabeza (HH), cabeza-cola (HT) y cola-cola (TT) (Esquema 8.2).

70 Cx

HH HT TT

Esquema 8.2. Representacion esquematica de las posibles conformaciones del dimero (XmCD),: cabeza-
cabeza (HH) (izquierda), cabeza-cola (HT) (medio) y cola-cola (TT) (derecha).

La conformacién abierta fue la estructura optimizada de partida para la realizacién
de todos los célculos. Aunque los tres tipos de conformaciones HH, HT o TT del dimero
tienen valores de energia muy diferentes, todos muestran interacciones favorables en la

conformacion de minima energia de interaccion. Las fuerzas responsables de estas
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disposiciones son principalmente interacciones atractivas de tipo van der Waals, lo que
estarfa de acuerdo con el valor obtenido para AH’<0. Las interacciones electrostaticas

apenas cambian con la dimerizacion y son menos significativas a cualquier distancia entre
ciclodextrinas.
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Figura 8.13. Variacion de la energia de interaccion cuando una segunda XmCD se aproxima a la XmCD
con diferentes orientaciones: HH (M), HT (O), y TT (A), para XmoaCD (superior), XmpBCD (medio) y
XmyCD (inferior). Las abreviaturas y flechas indican las conformaciones de minimos de energia de
interaccion cuyos parametros geomeétricos y energéticos se recogen en las Tablas 8.3, 8.4y 8.5.
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Tabla 8.3. Energia de interaccién y las contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™), asi
como algunos parametros geométricos para las estructuras de minima energia de interaccion (min) y para
las conformaciones con mayor separacion XmCD-XmCD () para XmaCD en las aproximaciones HH, HT
y TT. € permanece cerca de 90°.

Parametros HHmin | HH. | HTmin | HTw | TTmin TT .
Distancia (A) 10.0 19.9 13.4 19.9 14.0 19.9
Distancia Xy1-Xy2 (A) 6.9 12.6 13.6 19.9 23.2 29.3
0 (°) 80.5 78.6 -21.2 -22.6 915 90.9
Einteaccion (KJ-mol™) -55.9 0 -12.4 0 -20.3 0
electrostatica -3.4 0 2.8 0.0 4.6 -0.0
van der Waals -52.5 0 -15.2 -0.0 -24.9 0
Einter Xy2-XmCD1 -12.2 0.0 -4.9 0 0 0
electrostatica -0.7 0 2.4 0.0 0 -0.0
van der Waals -115 0 -7.3 -0.0 0 -0.0
Einter Xy1-XmCD?2 -17.4 0.0 0 0.0 0.0 0
electrostatica -1.1 0 0 -0.0 0.0 -0.0
van der Waals -16.3 0 0.0 0 0 0
Einter Xy1-Xy2 -0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0
electrostatica 1.1 0
van der Waals -1.7 0

Tabla 8.4. Energia de interaccion y las contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™), asf
como algunos parametros geomeétricos para las estructuras de minima energia de interacciéon (min) y para
las conformaciones con mayor separacién XmCD-XmCD () para XmBCD en las aproximaciones HH, HT
y TT. € permanece cerca de 90°.

Parametros HH min HH, HT1in| HT2min | HT & TT nin TT.
Distancia (A) 9.6 18.5 11.9 14.9 19.9 13.8 19.8
Distancia Xy1-Xy2 (A) 6.4 121 14.3 16.7 211 23.9 29.6
6 (°) -22.8 -22.8 -74.8 -74.3 -74.9 17.6 16.4
Einteraccion (kJ-mol™) -31.0 0.0 21.2 -3.9 0.0 -20.7 -0.0
electrostatica 8.6 0.1 0.9 3.8 0 12.2 -0.0
van der Waals -39.5 -0.0 -22.0 -1.7 -0.0 -32.9 0
Einter Xy2-XmCD1 0.7 0.1 0 0 0 0 -0.0
electrostatica -2.0 0.1 0.0 0 -0.0 0 -0.0
van der Waals 2.8 -0.0 0.0 0.0 0 -0.0 0
Einter Xy1-XmCD2 -0.9 0.1 -4.9 -3.1 -0.0 0 0
electrostatica -6.1 0.1 -5.7 1.8 -0.0 0 0
van der Waals 5.2 -0.0 0.8 -4.8 -0.0 0 0.0
Einter Xy1-Xy2 -3.3 0.1 0 0 0 0.0 0
electrostatica -0.72 0.1 0 0.0 -0.0 0 0.0
van der Waals -2.6 -0.0 0.0 0 0 -0.0 0
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Tabla 8.5. Energia de interaccién y las contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™), asf
como algunos parametros geomeétricos para las estructuras de minima energia de interacciéon (min) y para
las conformaciones con mayor separacion XmCD-XmCD () para XmyCD en las aproximaciones HH, HT
y TT. € permanece cerca de 90°.

Parametros HH nin HH., HT min HT o TT min TT.
Distancia (A) 12.1 20.0 12.0 19.9 13.8 19.8
Distancia Xy1-Xy2 (A) 4.5 9.3 12.3 20.2 24.6 30.6
0 (°) 30.2 30.3 18.8 18.6 13.8 90.9
Einteraccion (kJ-mol ™) -12.6 -0.0 -43.3 -0.0 -21.6 0
electrostatica 3,9 0.2 2.0 0.0 6.0 -0.0
van der Waals -16.5 -0.2 -45.3 -0.0 -27.6 0
Einter Xy2-XmCD1 9.2 -0.0 -11.6 -0.0 0 0
electrostatica 1.2 0.2 -5.4 0.0 0 -0.0
van der Waals 8,0 -0.2 -6.2 -0.0 -0.0 0
Einter Xy1-XmCD?2 -5.5 -0.0 0 0 0.0 0
electrostatica 2.6 0.2 0 0.0 0 0
van der Waals -8.1 -0.2 -0.0 0 0.0 0
Einter Xy1-Xy2 5.0 -0.0 0 -0.0 0.0 0
electrostaticas 5.1 0.2 0 0 0 0
van der Waals -0.0 -0.2 -0.0 0.0 -0.0 0

(XmBCD),

Figura 8.14. Conformaciones de minima energia para los dimeros HH (Xma.CD); (superior) y HH-
(XmBCD), (inferior) obtenidas mediante MM (izquierda) y DM (derecha).
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Para Xma.CD y XmBCD, la disposicion del dimero més favorable es HH. La Figura
8.14 muestra las conformaciones de minima energia para los dimeros HH. Para ambas
XmCDs, los grupos Xy cromoforo adoptan una conformacion abierta y se colocan
relativamente cerca uno de otro (6.9 y 6.4 A para XmaCD y XmBCD, respectivamente)
pero no son capaces de alcanzar configuraciones tipo sandwich, lo que estaria de acuerdo
con la ausencia de bandas exciméricas en el espectro de emision (ver Figura 8.1). Este
tipo de disposicion, donde los cromoforos Xy se encuentran situados entre las dos
ciclodextrinas interactuando pero sin producirse una penetracion en el interior de la
cavidad de la ciclodextrina vecina, respaldaria que el compuesto modelo 0Xy no forme
complejo de inclusion con la mBCD. A pesar de que oXy si que lo forma con maCD, el
grupo Xy unido a la cara secundaria en forma de bisagra bidentada es bastante compacto
y alcanzar la cavidad de la XmCD vecina al formarse el dimero implicaria grandes
repulsiones entre los anillos de los macrociclos. Ademas, el hecho de que ninguna de
estas dos XmCDs forme heterodimeros con mCDs, también apoyaria la disposicion HH
como la més favorable frente a las HT y TT. Aunque la inclusién de los grupos Xy no se
da, si que la disposicién entre las cavidades de las XmCDs proporciona una proteccion de
los grupos cromoforos frente al disolvente, lo que estaria de acuerdo con los experimentos
de desactivacion de fluorescencia.

La Figura 8.15 muestra la variacion en la energia de interaccion obtenida del
andlisis de las trayectorias de DM de 1.0 ns para las conformaciones HH, HT y TT de
(XmaCD), y (XmBCD),, partiendo de las estructuras de los dimeros de mas favorable
energia de interaccion obtenidos por MM. Se observa claramente que para las dos
XmCDs la disposion HH es la mas estable, de hecho, los dimeros en forma HT y TT, se
disocian durante la trayectoria. Las estructuras de minima energia de interaccién
obtenidas por DM son muy similares a las que se obtuvieron por MM (Figura 8.14).

Como se muestra en la Figura 8.16, al igual que para los otros dos tipos de XmCD,
la conformacion HH es la mas favorable para (XmyCD), y el dimero TT es muy inestable
y se rompe rapidamente. Sin embargo para XmyCD, la disposicion HT también muestra
interacciones favorables a lo largo de la mayor parte de la trayectoria, aunque se disocia
en la ultima etapa de la misma. Una disposicion HH estaria de acuerdo con muchas de las
evidencias experimentales donde los dimeros (XmyCD), se forman de manera espontanea
en disolucion y con el hecho de que no se den los heterodimeros XmyCD/myCD. No

obstante, la estructura del tipo HT respaldaria los experimentos de desactivacion de
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fluorescencia, donde el grupo Xy es mucho mas accesible en (XmyCD), que en sus
andlogos (XmaCD), y (XmBCD),. En la Figura 8.17 se muestran las estructuras de
minima energia obtenidas por MM para los dos tipos de dimeros HH y HT (XmyCD),
usadas como conformaciones de partida para las simulaciones de DM, y las

conformaciones de minima energia de interaccion obtenidas por este Ultimo método.
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Figura 8.15. Historias de las energias de interaccion para las diferentes conformaciones del dimero HH, HT
y HT para (XmaCD), (izquierda) y (XmBCD), (derecha) obtenidas del analisis de la trayectoria de DM de

1.0 ns en presencia de agua a 300K: Ej, (negro), Ejx Xy1-XmCD2 (gris claro), Ejy Xy2-XmCD1 (gris
oscuro) and E;Xy1-Xy2 (simbolos negros).
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Debido a la presencia de dimeros HT, se podria pensar en la formacion de
estructuras tipo oligdmeros compuestas por un numero elevado de unidades de XmyCD
donde todas las XmyCD tuviesen orientacion HT. Para comprobarlo, aplicamos célculos
que combinan MM y DM sobre un trimero con orientacion HT (mas detalles sobre el
procedimiento en el Capitulo 5, apartado 5.4.2). En la Figura 8.18 se representan las
energias de interaccion entre pares de XmyCD vecinas en el trimero, es decir entre las
XmyCDs numerol-2 y entre las 2-3. Las interacciones de las XmyCDs 1 y 2 son
favorables durante toda la trayectoria, mientras que después del primer tercio, para las
XmyCDs 2 y 3 la interaccion entre ellas practicamente desaparece. De esto se concluye
que el dimero si que es favorable, pero la adicion de una tercera XmyCD no estabiliza el

sistema y la tendencia es a disociarse.
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Figura 8.18. Historias de las energias de interaccién para un trimero (XmyCD); con sus unidades XmyCD
dispuestas de forma HT para una trayectoria de DM de 1ns a 300K. Energias de interaccién: (izquierda)
XmyCD(1)-XmyCD(2) (negro), Xyl-XmyCD2 (gris claro); (derecha) XmyCD(2)-XmyCD(3) (negro) y
Xy2-XmyCD3 (gris claro). Otras interacciones como Xy-XmyCD o Xy-Xy son despreciables.
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8.3 Conclusiones
Se han utilizado diferentes técnicas de fluorescencia de estado estacionario y
tiempos de vida, junto a simulaciones de MM y DM en el estudio de los procesos de
dimerizacion de las 2',3-0-(0-xilileno)-per-O-Me-a.-, -B- y y-CDs en agua.

El promedio de tiempo de vida obtenido de los ajustes de los perfiles de
decaimiento de fluorescencia han permitido obtener las constantes de dimerizacion, Kp, a
diferentes temperaturas. Las constantes de dimerizacion son relativamente bajas y siguen
la tendencia Kp (XmyCD)> Kp (XmBCD)> Kp (XmaCD). Los parametros
termodinamicos se calcularon a partir de Kp empleando representaciones lineales de van’t
Hoff. Para todas las XmCDs, el proceso de dimerizacion esta gobernado entalpicamente,
pero desfavorecido entropicamente. El valor de AH’<0 es tipico de fuerzas de van der
Waals e interacciones electrostaticas, mientras que AS’<0 corresponde a la pérdida de
grados de libertad rotacionales y traslacionales que tiene lugar durante la asociacion. Por
otro lado, la desactivacion de fluorescencia indica que el grupo Xy se encuentra mas
accesible en el caso de la XmyCD, que en la XmaCD y XmBCD, pudiendo ser debido a
que (XmyCD), se disponga en una estructura mas abierta. Ademas, ninguna de las tres
XmCDs forma heterodimeros y solamente maCD forma un débil complejo de inclusién
con el cromoforo oXy; de ello se concluye que es necesaria la presencia de dos
cromaforos para la formacion del dimero.

Los céalculos por MM y DM de los monémeros XmCD en el vacio y en agua,

permitieron demostrar la presencia de un equilibrio del tipo tapadera—=> abierta, entre

dos formas de los mondmeros, para el caso de la XmoaCD y XmpCD. Este equilibrio esta
claramente desplazado hacia la forma abierta. MM y DM también aportan informacion
sobre la geometria y estabilidad del dimero. Los resultados tedricos obtenidos estan de
acuerdo con las conclusiones experimentales, indicando que el dimero mas estable debe
tener preferentemente una disposicion tipo HH. En esta conformacién, los grupos Xy se
encuentran proximos e interaccionando favorablemente, pero sin formar estructuras tipo
sandwich y sin penetrar en la cavidad de la XmCD vecina. En el caso del dimero
(XmyCD), la disposicion HT también es posible y se encuentra respaldada por los datos
de desactivacion de fluorescencia. La presencia de estructuras formadas por asociaciones

de mas de dos unidades HT orientadas parece ser energéticamente poco favorable.
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9.1 Introduccion

El grupo naftaleno tiene una relativa alta eficiencia cuéntica de fluorescencia y es
particularmente atractivo para numerosas aplicaciones, por ejemplo, como dispositivos
fotoquimicos® y sensores fluorescentes moleculares.”” Por este motivo, se han venido
realizando numerosos estudios sobre las propiedades estructurales, fotofisicas, etc., de
una nueva familia de ciclodextrinas modificadas con grupos naftaleno. El grupo de
A. Ueno®™ fue uno de los pioneros en estudiar este tipo de sistemas, centrandose en el
efecto que el macrociclo tenia en los cambios conformacionales. Los sistemas de estudio
fueron ciclodextrinas modificada con dos grupos 2-naftilacetilo unidos en la cara
primaria. Observaron mediante técnicas de dicroismo circular y fluorescencia, que en
presencia de moléculas huésped, cuando se trataba de BCD, se producia un equilibrio
conformacional entre una forma donde solo uno de los dos grupos naftaleno se
encontraba incluido, y otra, donde los dos naftalenos se situaban fuera, a modo de
tapadera. Esta ultima conformacion, era mas abundante a medida que aumentaba la
concentracion de huésped. Cuando la ciclodextrina modificada era del tipo yCD, se
producia la autoinclusion de los dos cromoforos naftaleno de forma simultanea en el
interior, aunque al igual que en el caso anterior en presencia de moléculas huésped, los
dos croméforos se disponen hacia fuera a modo de tapadera.’ B. Valeur y sus
colaboradores,***® han estudiado las propiedades fotofisicas de la BCD modificada con
varios grupos 2-naftiloxi sustituidos en una o en las dos caras como modelos para estudiar
la transferencia de energia entre los diferente naftalenos y sus aplicaciones como antenas
moleculares. Garcia-Garibay y McAlpine®****® han descrito la sintesis y los cambios
conformacionales de la 3-O-(2-metilnaftil)-BCD, donde, ademés del movimiento del
croméforo dentrosfuera con respecto a la ciclodextrina, se observan procesos de
asociacion del tipo monémerosdimero. La variacion del desplazamiento quimico en los
espectros de RMN con la concentracion, indicaron una constante en el equilibrio
monémerosdimero de 5000+500 M™ a 25°C.* De forma analoga a lo que sucedia con
otros cromoforos descritos en el capitulo anterior, la longitud, la posicion y el tipo de
sustituyentes que unen el grupo naftaleno a la ciclodextrina también van a afectar al
comportamiento de todo el sistema.** Por ejemplo, la 6-O-mono-2-naftoato-BCD posee el
grupo 2-naftoil directamente unido a la ciclodextrina en la cara primaria y se observa que

tiende a formar dimeros; mientras que en la 6-[(N-2-naftoil-2-aminoetil)amino]-6deoxi-
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BCD, el grupo cromodforo se une a la ciclodextrina por una cadena relativamente mas
larga y prefiere autoincluirse.*®> Se ha observado, comparando la misma ciclodextrina
sustituida en la misma posicion del macrociclo y por el mismo cromoforo,
comportamientos diferentes si el naftaleno esta unido en la posicion 1 o en la 2. Por
ejemplo, derivados de la amino-BCD con un grupo naftaleno unido a la ciclodextrina
mediante un grupo amida, revelaron que si la sustitucion se realiza en la posiciéon 1 del
naftaleno, presenta una excelente respuesta fluorescente cuando se compleja con diferente
tipos de alcoholes; en cambio, si la sustitucion es en la posicion 2, no se observa apenas
cambio en la fluorescencia con la inclusién de esos mismos alcoholes.*®

El grupo de J. W. Park ha trabajado en la sintesis de ciclodextrinas modificadas con
varios tipos croméforos en la cara primaria, '’ destacando la 6-O-(2-sulfonato-6-
naftil)-BCD y —yCD. Estas ciclodextrinas forman dimeros de tipo cabeza-cabeza (HH)
aunque con constantes de dimerizacién muy diferentes, siendo 9700+2500 M™ y 140450
M™ a 25°C para el caso del tipo BCD' y yCD.? respectivamente. Y. Liu y sus
colaboradores® han publicado la sintesis de PCDs permetiladas modificadas en su cara
primaria con un derivado del naftaleno y de la quinoleina. Los resultados obtenidos por
dicroismo circular y ROESY demuestran que ambos cromoforos estan auntoincludios
dentro de la cavidad de la ciclodextrina, pero son movidos hacia fuera cuando se
compleja con compuestos derivados de la sales biliares.

Todos los sistemas mencionados anteriormente disponen el croméforo derivado del
naftaleno unido a una Unica posicion de una glucopiranosa de la ciclodextrina,
mayoritariamente situada en la cara primaria. Es importante destacar que aunque los
ejemplos de derivados de naftaleno unidos a BCD son muy numerosos, los ejemplos con
vyCD son realmente escasos Y, a dia de hoy, no conocemos ningun estudio para derivados
de la aCD.

Los grupos de los Profs. Ortiz Mellet y Garcia Fernandez también han sintetizado
a-, B- y y-ciclodextrinas permetiladas sustituidas con un grupo cromoforo naftaleno, de
forma parecida al grupo de xilileno, en las posiciones 2 y 3 de la cara secundaria de la
misma unidad de glucocopiranosa. El grupo naftaleno tiene mayor volumen y mayor
superficie hidrofobica, con lo que seguramente los equilibrios conformacionales que

implican al croméforo (tapadera—= abierta) y a la ciclodextrina (dimero = monémero)

presentes en los derivados de xilileno de las a-, B- y y-ciclodextrinas permetiladas

estudiados en el Capitulo 8, se veran alterados substancialmente. Pero ademés, como
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indicamos anteriormente la “a prori” mayor eficiencia cuantica de fluorescencia y la alta
absortividad molar del grupo naftaleno comparado con el xilileno, van a permitirnos
cuantificar esos procesos de manera mas efectiva por las técnicas de fluorescencia y
dicroismo circular. Asi pues, en este capitulo se van a utilizar técnicas de fluorescencia,
dicroismo circular y Mecénica y Dindmica Molecular para estudiar el comportamiento en
disolucion de ciclodextrinas derivadas del naftaleno 2',3'-O-(1,8-naftaleno)-per-O-Me-a-,
-B- y y-CDs (Nma.CD, NmpBCD* y NmyCD, respectivamente), donde el grupo croméforo
se encuentra unido en las posiciones 2 y 3 de una misma unidad de gluocopiranosa
situada en la cara secundaria. Se van a obtener constantes de dimerizacion, parametros
termodinamicos de proceso de asociacion e informacion sobre las conformaciones que
esta CD modificada puede adoptar en disolucion acuosa y en diferentes disolventes de
distinta polaridad. La termodinamica de complejacion del cromdforo modelo aislado
(oNy) con las CDs permetiladas (mCD) y la heteroasociacion de NmCD con sus
homologas mCDs también van a ser estudiadas.

En estudios previos de RMN sobre la NmBCD?! se observé en el espectro de *H
RMN en agua deuterada a 25°C, que el cromoforo se encontraba situado relativamente
cerca de la cara secundaria de la ciclodextrina. Ademas, no se mostraba ninguna variacion
significativa del desplazamiento quimico del protén con la temperatura (5°-50°C) y con la
concentracion (1.42-22mM), indicando que habia mayoritariamente una especie en estas
condiciones. La presencia de picos cruzados en el espectro de NOESY (Figura 9.1) entre
los protones del grupo aromatico y de los grupos metoxi de la cara secundaria de la
ciclodextrina, indicaba que éstos se encontraban situados proximos en el espacio, lo que
estaria de acuerdo con la presencia de asociaciones en forma de dimeros del tipo cabeza-
cabeza (HH).

Al igual que sus analogas con xilileno, este tipo de ciclodextrinas también presentan
solubilidades negativas. Se ha observado que a temperaturas superiores a 50°-60°C
(dependiendo de la concentracion) aparece un ensanchamiento del espectro de RMN, lo
que seguramente indica la presencia de la especie monomérica (mas insoluble que el
dimero) cuya contribucion aumentaria con la temperatura. Estos resultados apoyarian que
el proceso de asociacion esta caracterizado por una AH’<0.

La forma del espectro de *H RMN en cloroformo deuterado (1.5mM a 25°C) difiere
totalmente del observado en D,0O e indica que el anillo de naftaleno se encuentra mucho
més alejado de la cavidad de la ciclodextrina y expuesto al disolvente. Este espectro
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tampoco cambia al variar la temperatura o la concentracion y no se observa la presencia

de ningun precipitado.
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/ r3.3
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Figura 9.1. Ampliacion del espectro de 2D NOESY (400MHz, D,0, 298K) de NmBCD donde se muestra la
interseccion entre los protones del grupo aromatico y de los grupos -OCHj; de la cara secundaria.

Ademas, se evalud la capacidad del NmBCD a concentraciones donde existe
mayoritariamente en forma de dimero, para formar complejos de inclusion con derivados
del adamantano: el carboxilato-1-adamantano (AC) y amina-1l-adamantano (AA). Los
resultados de RMN mostraron que con la adicién de cualquiera de las especies de
adamantano (hasta mas de 10 veces concentracion de adamantano que de NmBCD) no se
producia ninguna variacion en el desplazamiento quimico del NmBCD, lo que indicaria
que la complejacion con estas especies no se produce. Estos datos difieren de los
obtenidos con XmBCD y con mBCD, que forman complejos de estequiometria 1:1 con
AC con unas constantes de 443+2 M™ y 965+15M™ a 25°C, respectivamente.?? Esto
demuestra la existencia de agregados (dimeros) muy estables de NmBCD y cuyo acceso a

la cavidad estaria impedido.

9.2 Resultados y discusion
Espectro de absorcion
Los espectros de absorcion para NmCDs presentan dos bandas intensas cuyos

maximos se encuentran situados a 220 nm y 290 nm, y una banda mucho mas débil a
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320 nm. En la Figura 9.2 se muestra el espectro de absorcion para una disolucion de

NmBCD en agua (para NmaCD y NmyCD los espectros son analogos). Las disoluciones

de cualquiera de las NmCDs en agua presentan espectros de absorcion similares al

observado para el compuesto modelo del croméforo aislado oNy, aunque el méaximo se
encuentra ligeramente desplazado hacia el azul alrededor de 5 nm.

Por comparacion del espectro de absorcion con compuestos similares derivados del

naftaleno,” las bandas centradas a 220, 290 y 320 nm se pueden asignar a las transiciones

electronicas "By, ‘L. y 'L, (segin la notacién de Platt®),

respectivamente. Las
orientaciones de los momentos de la transicion para cada una de estas transiciones
electrénicas se representan en el esquema superpuesto de la Figura 9.2 y practicamente

son paralelos al eje mayor (*By) y al eje menor del grupo naftaleno (*L, y *Ly).

Absorbancia (u.a.)

200 220 240 260 280 300 320 340 360
A (nm)

Figura 9.2. Espectro de absorcion de NmBCD en agua a 25°C. Superpuesta, la estructura de la NmpCD
mostrando las direcciones de los momentos de las diferentes transiciones electrénicas.

Espectros de emisidn de fluorescencia

Los espectros de emision se obtuvieron excitando el grupo naftaleno a 295 nm.
Como muestra la Figura 9.3, cada espectro presenta una doble banda con maximos
localizados a ~335 y ~342 nm y un hombro a ~355 nm. La intensidad de fluorescencia
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aumenta conforme aumenta la concentracion de NmCD, mientras que la relacion entre las
intensidades de las diferentes bandas apenas varia. Estos resultados, sumados al hecho de
que no se observa ningun ensanchamiento de la banda de emision hacia el rojo,
demuestran la ausencia de excimeros intermoleculares entre los naftalenos de las NmCD
para cualquiera que fuera la concentracion y temperatura.

La representacion de la intensidad de fluorescencia corregida, teniendo en cuenta el
efecto interno, frente a la concentracion inicial de NmCD, [NmCD]o, a 25°C muestra una
linea recta para todo el intervalo de concentraciones usado y para los tres tipos de NmCDs
(superpuestas en la Figura 9.3), lo mismo que sucedia con las CDs modificadas con
grupos xilileno estudiadas anteriormente. Este hecho estd de acuerdo con

Pinmep), = Pumep » €8 decir, que el rendimiento cudntico de fluorescencia no cambia

durante el proceso de dimerizacion.

1 (corr)
1 (corr)
I (corr)

00 05 10 15 20 000 015 030 045
[NmaCD], (mM) [NmBCD], (mV)

00 03 06 09 12
[NmyCD], (mM)

T [NmaCD] T [NmBCD] T [NmyCD]

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)

320 340 360 380 400 320 340 360 380 400 320 340 360 380 400

L (nm) A (nm) L (nm)

Figura 9.3. Espectros de emision a varias [NmCD],. Superpuestas, las representaciones de la intensidad de
emisién corregida en funcion de [NmCD]. NmaCD (izquierda), NmBCD (centro) y NmyCD (derecha) en
agua a 25°C.

Decaimiento de tiempo de vida de fluorescencia
Las medidas de decaimiento de tiempo de vida a diferentes concentraciones y
temperaturas fueron realizadas recogiendo en el maximo de la banda de emision (342 nm)

y excitando el cromoforo naftilo a 295 nm. Al igual que para los derivados de
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ciclodextrina con grupos xilileno, los perfiles de decaimiento de fluorescencia fueron

ajustados a tres exponenciales para todas las concentraciones y temperaturas. La

componente de vida corta (~0.2 ns) es debida a la dispersion de luz originada. Las

componentes del tiempo de vida intermedio (~12 ns) y més lento (~30 ns) se atribuyeron
a las especies monomérica, NmCD, y dimérica, (NmCD)s, respectivamente.

- el
; ] E 5 E O
L & 9 £ °l goli " © N
| 80 OD% ! H !
1 a E i O H
bog= 601 0 Do 60 :
o A E :
. o : | :
=T 'S a0l
; 0] ‘e u P i u i
' of . o | 201 g |
H T T T T T T T E i Y .E | ] |
! 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 ! i !
| [NmCD], (mM) 0/"':.;, _
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Figura 9.4. Variacion en las fracciones de dimero y monémero con la [NmCD]y: NmaCD (CJ), NmBCD
(O) y NmyCD (A\). Simbolos rellenos representan la fymcp y 10s huecos fymcp)e-

Como muestra la Figura 9.4, de forma general para las tres NmCDs, la fraccion de
la componente intermedia correspondiente al monémero, fymep, disminuye a medida que
aumenta la concentracion de NmCD, mientras que la componente dimérica, fnmcp)e,
aumenta con [NmCD)]. Las diferentes tendencias en las gréaficas son seguramente debidas
a los diferentes valores de las constantes de dimerizacion, Kp. Para la NmaCD y NmBCD,
Kp deben ser muy grandes, ya que practicamente el 100% de la fraccion de dimero se
alcanza a muy bajas concentraciones de [NmCD] (>0.10 mM), de manera que incluso a la
concentracion mas baja medida, la fraccion de dimero es superior a la del monémero. Por
el contrario, en caso de la NmyCD, a bajas concentraciones la fraccion de mondmero es
superior a la de dimero y apenas varian en el intervalo [NmyCD]=0-0.30 mM. No
obstante, a mayores concentraciones en el intervalo de 0-6mM se produce la disminucion
de fnmep Y el aumento de finmep)2 de forma mucho mas progresiva y haciendo incluso que
a las concentraciones mas altas medidas, la fraccion del dimero apenas llegue a 0.5. Con
seguridad, todo esto serd consecuencia de una Kp mucho menor para la NmyCD que para

las otras dos NmCDs.
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30
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10
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Figura 9.5. Variacion del promedio del tiempo vida <t> en funcién [NmCD],, para las disoluciones

acuosas de NmaCD (superior), NmBCD (medio) y NmyCD (inferior) a diferentes temperaturas 5 °C ([J);
15°C (O); 25 °C (A\); 35 °C (V); 45 °C (©).
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Tabla 9.1. Constantes de asociacion Ko, Tycp Y 7(nmepy, OPtenidas mediante el analisis de decaimiento de

fluorescencia a diferentes [NmCD], y temperaturas.

NmaCD
T(°C) 103 x Kp(M™) Tymep (NS) T xmcp), (NS)
5 736 + 282 6 + 37 29+ 0.4
15 684 + 174 5 +24 28.2+0.3
25 776 + 305 3+52 27.4+0.6
35 512 + 920 3.9+16.0 25.9+0.3
45 423 + 625 2.4+13 24.7+0.3
NmpCD
T(°C) 10° x Kp(M?) Tymep (NS) T(xmepy, (NS)
5 216 + 202 265+ 1.6 32.4+0.2
15 137 + 127 26.1+1.2 30.8+0.2
25 92 + 58 255+ 0.6 29.8+0.2
35 78 + 44 24.0+0.6 28.9+0.2
45 69 + 34 228+0.6 27.8+0.2
NmyCD
T(°C) Ko(M™) Tymep (NS) Txmep), (1)
5 135 * 42 13.2 0.1 25.4% 1.8
15 239 + 45 12.6 £0.1 255+ 0.9
25 401 + 84 123+ 01 244 % 08
35 508 + 92 120+ 0.1 238+ 0.7
45 579 + 128 115+ 0.1 229+ 0.7

Estudio termodinamico del proceso de dimerizacion

La variacion del promedio de tiempo de vida (<t>) en funcién de la [NmCD] y el
ajuste obtenido mediante la Ecuacion 8.8 (Capitulo 8), permiti6 obtener las constantes de
dimerizacion. Del mismo modo que para el caso de la XmCDs, en el calculo de <t> no se
tuvo en cuenta la componente rapida debida a la dispersion de luz y como se demostro

anteriormente a través de los espectros de emision, @y.cp), = #umco POr 10 que

Bmeoy, ! Punco =1 para todos los ajustes de la Ecuacion 8.8.
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En la Figura 9.5 se indica como para todas las NmCDs, <t> aumenta con la
[NmCD], debido al incremento en la proporcion de dimero que tiene un mayor tiempo de
vida. Sin embargo, mientras que para la NmaCD y NmBCD se alcanza un valor constante
de <t> a relativas bajas concentraciones, para NmyCD se observa una curva mucho
menos pronunciada, indicando que la Kp va a ser mucho mas baja para este sistema,

como sefialamos anteriormente. La Tabla 9.1 recoge los constantes de dimerizacion vy el
valor de TyuepY Tnmep), Para los diferentes tipos de NmCDs.
También se obtuvieron los pardmetros termodinamicos, AH y AS® a partir de las

representaciones lineales de van’t Hoff (Figura 9.6). Dichos pardmetros se encuentran

recogidos en la Tabla 9.2.

140
120
T | ( O
2 100-
X go- O NmacD
NS O NmCD
4 | /A NmyCD
= 60
X 40- A
20 T T T T T
3.1 3.2 3.3 3.4 35 3.6

10°T (K™Y

Figura 9.6. Representaciones de van’t Hoff obtenidas a partir las K recogidas en la Tabla 9.1 para
NmaCD (O), NmpCD () y NmyCD (A).

A pesar de los errores que acompafan a los valores de Kp, las gréficas son lineales
en todo el intervalo de temperaturas empleado. Los valores de AH indican que los
procesos de dimerizacién para NmaCD y NmBCD, respaldando los datos obtenidos por
RMN, son exotérmicos y muy similares a los obtenidos para sus equivalentes
XmCDs.?*® Valores de entalpia negativos son tipicos de especies hidrofébicas cuyos
procesos de asociacion estan favorecidos por fuerzas atractivas tipo van der Waals.? Por
el contrario, la dimerizacion de NmyCD es endotérmica, siendo consecuencia

probablemente del fuerte debilitamiento de esas interacciones atractivas debido al
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aumento del tamafio y flexibilidad del macrociclo.?”*® Por otro lado, los tres tipos de
NmCDs estan caracterizados por valores de entropia positivos, al contrario que para sus
homologas XmCDs, cuya variacion era negativa. El gran tamafio del grupo naftaleno y su
alto carécter hidrofébico probablemente hace que la contribucion de entropia debida a la
ruptura de las capas de hidratacion que rodea al naftaleno cuando se produce la
dimerizacion, sea mucho mayor que en el caso del grupo xilileno de las XmCDs,*?

haciendo que las AS° sean favorables para todos los procesos de dimerizacion.

Tabla9.2. AH?y AS° del proceso de dimerizacion para sistemas NmCD/agua.

Sistema AH® (kJ-mol™) AS° (3-K*-mol™)
NmaCD -10.1+£3.9 +77 £ 13
NmBCD -21.3£2.7 +25+9
NmyCD +27.0 £ 3.6 +139+£ 12

Anisotropia

Se realizaron estudios de anisotropia variando la [NmCD] y la temperatura. De
forma general para los tres tipos de NmCDs, a las concentraciones més bajas (< ~0.1 mM)
la anisotropia disminuye de forma muy pronunciada a medida que la concentracion
aumenta. Es importante sefialar que en este intervalo de concentraciones tan bajo, las
muestras poseen un alto grado de dispersién de luz. Sin embargo, por encima de estas
concentraciones se observa la conducta esperada, es decir, un aumento (disminucién) de r
con la concentracion (temperatura). Estos resultados estarian de acuerdo con un aumento
(disminucion) en la formacion de la especie dimero con la concentracion (temperatura),
cuya difusion rotacional es menor que la del monémero. No obstante, debido al uso de
cubetas cilindricas y a que las concentraciones usadas para los experimentos son
relativamente bajas, cualquier conclusidon obtenida del analisis de estas medidas no es

demasiado fiable, como sucedia en el estudio de sus homologas XmCDs.

Desactivacion de fluorescencia
Como consecuencia de la gran diferencia de Kp entre los tres tipos de NmCDs, los
experimentos de desactivacion de fluorescencia tuvieron que realizarse utilizando la

misma concentracion. Sin embargo, para obtener una mayor informacion sobre la
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accesibilidad del cromoforo y por tanto sobre la estructura de los dimeros formados,
decidimos hacer medidas a dos concentraciones bien diferenciadas: ~0.26x10? y ~0.26
mM. Las fracciones de NmCD en forma de dimero para las disoluciones acuosas de
NmaCD, NmBCD y NmyCD de concentraciones ~0.26x10? mM (~0.26 mM), son
respectivamente: 0.32 (0.87), 0.15 (0.76) y ~0 (0.08). Las representaciones de Stern-
Volmer <t>4-o/<t> son lineales en todo el intervalo de concentracion del diacetilo (0-0.1

M), utilizado como quencher o desactivador.

Tabla 9.3. Constantes bimoleculares de desactivacion (kq) para NmaCD, NmBCD, NmyCD y oNy en agua
a 25°C.

Kq x10° (M5
Sistema Nma.CD NmBCD NmyCD oNy
[NmCD]~0.26mM 011+001 | 0.09£0.01 | 0.48+0.03
3.0£0.2
[NmCD]~0.26:x10?mM | 1.7+0.4 1.6+0.5 2.4+0.2

La constante bimolecular, kg, a 25°C para el compuesto modelo oNy y las NmCDs a
las dos concentraciones de estudio aparecen en la Tabla 9.3. Como era de esperar, la
mayor constante bimolecular se muestra para el cromoforo libre (oNy). Los resultados
para todas las NmCDs a ambas concentraciones muestran una accesibilidad del
desactivador mucho menor al grupo oNy, lo que sugiere que el cromdforo se encuentra
mucho menos accesible cuando esta formando parte del dimero que en su forma libre.
Este hecho seguramente es debido a que los croméforos se encuentran situados y
apantallados entre las dos ciclodextrinas (del tipo HH) o que, al menos uno de ellos, se
localiza cerca de la cavidad de la ciclodextrina vecina (tipo HT). No obstante, NmyCD
posee una kg bastante mayor indicando que el cromoforo Ny se dispone de forma mucho
mas accesible al medio a cualquiera de las dos concentraciones. Esto se debe seguramente
a las diferencias en las Kp, ya que para la misma concentracién, existe una mayor
fraccion de mondmero NmyCD (en el mondémero el cromoforo Ny se encuentra mucho
mas accesible que en el dimero) que en el caso de Nma.CD o de NmBCD. Sin embargo, si
comparamos el valor de kq para el oNy y el de la NmyCD a la menor concentracion,
donde practicamente no existe dimero, los resultados parecen indicar que incluso el grupo

Ny de la especie monémerica de las NmCDs es menos accesible que en el oNy libre.
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Como también era de esperar, para la misma NmCD, kq disminuye con la fraccion

de dimero formado. Ademas la relacion entre kq a altas y bajas concentraciones sigue esta
tendencia de Kp, indicando que la variacion de kq con la concentracion es mucho mas
grande para NmaCD y NmBCD (~16 veces mayor entre las dos concentraciones) que

para NmyCD (solo ~5 veces mas).

Dependencia del rendimiento cuantico y del tiempo de vida con la polaridad del medio
(¢) y la microviscosidad (n)

De modo similar a como hicimos con las XmCDs modificadas con xilileno, para
explicar los cambios que tienen lugar en los rendimientos cuanticos (¢) y tiempos de vida
de fluorescencia (t) durante la asociacion, hemos analizado la influencia que tienen la
polaridad (¢) y la microviscosidad () del medio que rodea al grupo croméforo naftilo
(Ny) de las NmCDs sobre los parametros ¢ y 1. Para ello, estudiamos las caracteristicas
fluorescentes del compuesto modelo aislado, oNy, en diferentes disolventes (agua,
diferentes n-alcoholes y mezclas de n-alcoholes) a 25°C. Los resultados, representados en
la Figura 9.7, muestran una ligera disminucion del tiempo de vida t (correspondiente a un
perfil de decaimiento monoexponencial) con g, para £>50, y un aumento con n. Por el
contrario, apenas se observa para el rendimiento cuéntico, ¢, ninguna tendencia especial
al cambiar las propiedades del medio (¢=0.08+0.06) como sucedia con el grupo xilileno.

La formacion de dimeros fisicamente debe implicar una disminucién en la polaridad
del medio, desde practicamente el valor para el agua (s~78) hasta un medio no demasiado
apolar (probablemente £>50), y un aumento aparente de la microviscosidad que rodea al

cromoforo, lo que estaria de acuerdo con @ymcp), = Pumep ( Fnmeny, /Pumeo =1) Y con
T(umepy, > Tnmep Y POr tanto, el aumento de <t> observado durante la dimerizacion.

Por otro lado, también se obtuvieron los promedios del tiempo de vida <t> a 25°C
para cada una de las disoluciones acuosas de Nma-, NmB- y NmyCDs con la misma
concentracion (~ 0.2 mM), donde las fracciones de dimero eran respectivamente 0.85,
0.74 y 0.07, asi como en diferentes disolventes a esa misma concentracion y temperatura.
La Figura 9.8 muestra una disminucion de la relacion de fracciones de dimero y
monémero y del <t>, al disminuir la polaridad del disolvente. Este resultado es
consecuencia del desplazamiento del equilibrio y consiguiente disociacion del (NmCD),

en la especie monomérica (especie cuyo tiempo de vida es menor), debido al
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debilitamiento de las interaccion hidrofébicas entre CDs a medida que el medio se va
haciendo menos polar. Cabe destacar que para NmyCD, la variacion de <t>y la relacién
dimero/monoémero con la € es muy pequena. Debido al valor tan bajo de Kp, a la
concentracion usada la fraccion de dimero en la disolucion acuosa de NmyCD apenas
representa el 7%. Una disminucion en la polaridad conlleva una ruptura del dimero y una
disminucion del <t>, pero apenas perceptible por la gran cantidad de monémero presente

en la disolucion.
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Figura 9.7. Variaciéon del rendimiento cuantico (¢) y el tiempos de vida (t) con la polaridad (g) y
microviscosidad (n) para oNy en agua, diferentes disolventes n-alcoholes (desde metanol a heptanol) y
mezclas agua:alcohol a 25°C.

Por otro lado, es muy conocida la afinidad que tienen los derivados de adamantano
por la cavidad de las BCD, siendo capaces de formar complejos de inclusion de
estequiometria 1:1 de gran estabilidad (K~10* M™) en disolucién acuosa.**** Procesos
como la autoinclusién de grupos unidos a la CD, la dimerizacion, que describimos en este
y otros capitulos de la Memoria, o la complejacion con otras moléculas huésped, pueden
competir con esta fuerte complejacién con adamantano.’* Asi pues, la presencia de
derivados de adamantano aporta informacion sobre la estabilidad de los dimeros

formados, ya que ambos procesos compiten de manera directa. Para llevar a cabo el
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experimento de competicién, afiadimos el derivado 1-adamantanocarboxilato de sodio
(AC) a las disoluciones 0.2 mM de NmPBCD, hasta obtener una concentracion de
[AC]~1.6 mM (8 veces superior a la [NmBCD]). Los resultados representados en la
Figura 9.8 muestran que la adicion de este exceso de AC apenas produce cambios en <t>,
ni en la relacion entre las fracciones de dimero y mondmero para cualquiera de los

disolventes utilizados.

Aunque la afinidad de los derivados de adamantano con las a- y yCDs es menor que
para la BCD,****% decidimos realizar el mismo experimento para comprobar si se
producia algun cambio en las propiedades de fluorescencia de las Nma-y NmyCDs.
Ademas, aungue en el caso de la NmaCD las Kp son altas, para NmyCD la dimerizacion
es un proceso menos favorecido, pudiendo ser posible que se rompiera el dimero en
presencia del derivado de adamantano. Seguimos el mismo protocolo que para la NmpBCD
y al igual que en ésta, no se observd ningun cambio en el equilibrio en presencia de AC,

sea cual sea el disolvente utilizado (Figura 9.8).
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Figura 9.8. Cambios en la fraccion de fluorescencia dimero-monémero (izquierda) y en el promedio del
tiempo de vida (derecha) con la polaridad para disoluciones de NmCDs 0.2 mM a 25°C al medir en
diferentes disolventes: agua, metanol:agua (20:80 y 50:50 v/v), etanol y butanol; Idem para la misma
disolucién afiadiendo AC hasta alcanzar una concentracion 1.6 mM.

Estudio de los procesos de heterodimerizacion y complejacion
Para evaluar el papel del grupo Ny en la asociacion intermolecular también se

realizaron experimentos de heteroasociacion de las NmCDs y su correspondientes mCDs,

ademaés de complejacion del croméforo aislado oNy con las diferentes moi-, mp3- y myCD.
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Los experimentos de heteroasociacion de NmCD con mCD se llevaron a cabo
manteniendo constante la concentracion de NmCD (0.02 mM para las Nma.CD y NmyCD
y 0.2 mM para NmBCD) y variando [mCD] en el intervalo indicado en la Figuras 9.9 y
9.10.
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Figura 9.9. Variacion del promedio de tiempo de vida <t> para una concentracion fija de NmBCD
(izquierda) y oNy (medio) en funcion de la [mBCD] a diferentes temperaturas: 5 °C ([1); 15 °C (O); 25 °C
(A); 35 °C (V); 45 °C (<). Las concentraciones de NmBCD (0.2 mM) y oNy (3x10™° mM) se mantuvieron
constantes en todos los experimentos. (Derecha) Estudio comparativo de <t> para diferentes sistemas a
25°C.

Para el sistema NmBCD/mBCD, no se observa ningiin cambio sustancial en los
valores de <t> a cualquiera de las temperaturas estudiadas (Figura 9.9, izquierda). Esto es
debido a que en la concentracion de estudio del NmBCD (0.2 mM), aproximadamente el
75% del NmBCD se encuentra en forma de dimero e incluso la adicién de un gran exceso
de mBCD (mas de 70 veces la concentracion de NmpCD) no fuerza la disociacion de
(NmBCD),. EI mismo comportamiento ocurre con la NmaCD donde, a la concentracién
del experimento (0.02 mM), el 63% se dispone formando dimeros y el exceso de maCD
llega a alcanzar unas 400 veces (Figura 9.10, izquierda). Estos resultados refuerzan la
idea de que los grupos naftilos son los responsables de la alta estabilidad de los dimeros y
que seguramente la disposicion de las ciclodextrinas sea cabeza-cabeza (HH), de igual
forma que en las XmCDs.?>? Por el contrario en el caso de la NmyCD, si que se observa
una disminucion del tiempo de vida con la concentracion de myCD (Figura 9.10,

izquierda). El valor de Kp en este caso es mucho mas pequefio que para las otras NmCDs,
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y la fraccion de dimero (a 0.02 mM) presente es muy baja (~1%). La variacion del tiempo
de vida observada es seguramente debida a la formacion de heterodimeros en presencia
de myCD, que para este sistema, parecen formarse mas facilmente. Este hecho indicaria
que posiblemente la estructura mas estable podria ser del tipo cabeza-cola (HT) mejor que
la cabeza-cabeza (HH). Es importante recordar que para la XmyCD la estructura tipo HT
era posible y justificaba algunos resultados experimentales, como los de desactivacion de

fluorescencia.?®
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Figura 9.10. (Izquierda) Relacion entre el promedio del tiempo de vida <t>/<ty> para una concentracion
fija de [NmCD] ([NmaCD] y [NmyCD]~0.02 mM y [NmBCD]~0.2 mM) en funcion de la [nCD] para
NmoaCD/maCD (O), NmBCD/mBCD (1) y NmyCD/myCD (A). (Derecha) Variacion del <t> del
croméforo aislado oNy (~ 10° M, fija) afiadiendo concentraciones variables de maCD (O), mBCD (O) y
myCD (A).

Para el estudio de la complejacion de oNy con mpBCD y con myCD, los
experimentos demuestran que apenas se produce cambio apreciable en el tiempo de vida
ni a altas concentraciones, ni variando de temperatura, por lo que probablemente no se
complejan o si lo hacen, las constantes de complejacién deben ser muy bajas. Solamente
para ma.CD, al igual que ocurria con XmaCD,?*se observa una variacion del tiempo de
vida apreciable, tal y como se muestra en la Figura 9.10 (derecha). Esto puede indicar que
la ma.CD tiene una cavidad éptima o dispone de interacciones favorables para la inclusién
del oNy, lo que favoreceria la dimerizacion de NmaCDs, traduciéndose asi en Kp
bastante mas alta que para el resto de NmCDs. No obstante, aunque se vea favorecida la
inclusion del croméforo oNy, hay que tener presente que en la NmaCD, el grupo Ny se

encuentra unido al macroanillo por cadenas relativamente cortas a modo de bisagra. Por
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ello, creemos que la asociacion de dos Nma.CDs no implica la inclusion de los Ny en las
cavidades vecinas, debido al fuerte impedimento estérico de los macrociclos al

aproximarse.

Medidas de dicroismo circular

Como se indic6 anteriormente (Capitulo 4), la magnitud y el signo del espectro de
dicroismo circular de un grupo cromdéforo unido a una ciclodextrina, nos aporta
informacion sobre la localizacion de ese grupo con respecto a la ciclodextrina y, por tanto,
sobre las posibles conformaciones que el sistema va a poder adoptar.

Para el caso de la NmBCD en disolucion acuosa 0.2 mM, donde mas del 70% de
ciclodextrina se encuentra en forma de dimero (NmBCD), a 25°C, la sefial de DC (Figura
9.11, medio, linea azul) presenta una sefial intensa de doble signo en el intervalo de
longitudes de onda de la transicién By, y una sefial positiva pero débil en zona de la L.
La banda de doble signo es tipica del fendmeno del Acoplamiento Excitonico (AE) y
tiene lugar cuando dos cromoforos, que presentan altos coeficientes de absorcion molar,
se encuentran proximos en el espacio. En el caso de la NmaCD en disolucion acuosa 0.2
mM (~85% de dimero formado a 25°C), la sefial de AE no solamente aparece en la regién
!By, sino también en la 'L, indicando que los croméforos Ny en el dimero formado se
encuentran muy cercanos y que este sistema es muy estable en disolucion. Estos
resultados respaldarian que la disposicion mas favorable en agua para los dimeros
(NmBCD); y (NmaCD);, seria tipo HH. Estos sistemas estarian fuertemente estabilizados
preferentemente por interacciones cooperativas entre grupos naftilos, tal y como se habia
predicho para sus analogos (XmBCD), y (XmaCD),.?

Por otro lado, estudiamos el efecto que tiene el medio en los cambios
conformacionales y estructurales de las NmCDs. Para ello, se midieron las sefiales de DC
de las NmCDs en distintos disolventes de diferente polaridad (la misma concentracion y
disolventes que los usados en el apartado Dependencia del rendimiento cuantico y del
tiempo de vida con la polaridad del medio (¢) y la microviscosidad (n) Figura 9.8) y se
observaron cambios drasticos en la sefial de DC. En el caso de la NmBCD, mientras que
la banda de la transicion 'L, decrece a medida que lo hace la polaridad del disolvente, la
sefial del AE disminuye desde la disolucion en agua hasta la de metanol, y en disolventes
de menor polaridad se produce una Unica banda de DC. Algo similar sucede en el caso de

la NmaCD para el AE de los dos intervalos de longitudes de onda de estudio. Esto estaria
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de acuerdo con el hecho de que cuando el entorno de la NmBCD y NmaCD se hace mas y
maés hidrofébico, la interaccion entre los grupos naftilos se hace cada vez mas débil,
haciendo que el equilibrio se desplace hacia la especie monomérica. Conclusiones
similares se obtuvieron mediante experimentos de fluorescencia, de manera que la
cantidad de dimero formada aumentaba con la polaridad del medio (Figura 9.8). Ademas
también respaldaria el hecho de que el proceso de dimerizacion de NmCD en agua
estuviese acompafiado por AS®>0, donde el efecto hidrofébico del grupo Ny en medio
polar juega un papel fundamental.

En el caso de la NmyCD, el porcentaje del dimero a las concentraciones empleadas
es bastante bajo (~7%), aunque el hecho de que el espectro cambie con la polaridad del
medio es sinbnimo de que se esta produciendo algun tipo de cambio estructural. La
ausencia de AE vy el signo negativo en ambas bandas, podria indicar una disposicion del
tipo HT. Segdn las reglas de Kodaka, ambas transiciones serian perpendiculares al eje del
macrociclo, siempre y cuando el cromdéforo estuviese dispuesto dentro del entorno de la
cavidad de la ciclodextrina. Ademas, las bajas Kp obtenidas apoyarian el hecho de que
este sistema no se estabilice por interacciones hidrofébicas entre los grupos croméforos,
ya que la aproximacion HT no facilitaria esta disposicién. La formacion de heterodimeros
en presencia de myCD también estaria de acuerdo. Como vimos anteriormente, en el caso
de su analoga XmyCD, la disposicién HT también era favorable.”

Es interesante resaltar que los tres tipos de sistemas presentan un espectro de
dicroismo circular bastante parecido en disolventes no polares: una banda positiva y
relativamente intensa para la transicién B, y otra banda también positiva, pero bastante
mas débil, para la transicion !L,. Estas sefiales estarian de acuerdo con la existencia de
una especie monomeérica donde el grupo naftaleno se encontrase interactuando con el
macroanillo pero fuera y relativamente paralelo a la cavidad, de acuerdo con las reglas de
Kodaka.?*38°

Al igual que para las medidas de fluorescencia, ninguna de las bandas del espectro
de DC para las diferentes NmCDs en cualquiera de los disolventes empleados se vieron
afectadas por la adicion de AC. Esto puede ser debido a que bien porque, cualquiera que
sea la temperatura de medida (25° y 45°C), la complejacion de AC con NmCD en
disolventes polares no puede competir con la fuerte dimerizacion; o bien, porque en
disolventes hidrofobicos no se forma ningin complejo, tal y como también se dedujo de

las medidas de tiempos de vida de fluorescencia (Figura 9.8).
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Figura 9.11. Espectro de absorcion en agua (linea punteada) y de dicroismo circular (lineas continuas) de
[NmCD] ~ 0.2 mM de NmoCD (superior), NmBCD (medio) y NmyCD (inferior) para diferentes
disolventes a 25°C.



Capitulo 9

Estudio de CDs con Naftaleno

Intentamos obtener la Kp a 25°C, a partir de la variacion de la sefial de la banda 'L

de espectro de DC de NmBCD/agua con la concentracion. Desafortunadamente, debido al

bajo coeficiente de absorcion molar de esta banda, no se pudieron obtener sefiales de DC

fiables a concentraciones inferiores a 0.25 mM y obtener asi los suficientes datos como

para calcular la constante de dimerizacion. Para concentraciones de NmpBCD superiores a

0.25 mM, la intensidad de DC varia muy poco debido a que a estas concentraciones

practicamente el 100% del NmBCD se encuentra complejado y el plateau de la curva casi

se ha alcanzado (Figura 9.5 medio). No obstante, los datos experimentales obtenidos se

ajustan de forma razonada a la Ecuacion 8.8 usando como Kp el valor obtenido
previamente por medidas de fluorescencia a 25°C.

Estudios tedricos: Mecanica y Dinamica Molecular
Comportamiento conformacional del monémero NmCD

Hemos realizado simulaciones de Dinamica Molecular (DM) de 10 ns en el vacio a
diferentes temperaturas sobre las 10 conformaciones mas estables para la NmpCD (Figura
9.12). En estas 10 conformaciones el sustituyente naftaleno (Ny) se puede encontrar en
dos tipos de disposiciones: una “abierta” y otra “totalmente abierta” (para mas detalles
sobre la obtencion de estas conformaciones remitirse al Capitulo 5). Del analisis de estas
trayectorias se obtuvieron las distribuciones de probabilidades para los angulos de torsion
& Y wi, donde se observa, como es habitual en las CDs, que dichos angulos tienden a
adoptar conformaciones proximas al estado trans de 0+60° aunque w; puede visitar
esporadicamente el estado cis (180°), responsable de la distorsién del macrociclo.*® A
cualquier temperatura, el anillo de NmpBCD es mucho menos flexible que su homdlogo
XmBCD debido al mayor tamafio del sustituyente. Esto hace que las distribuciones de los
angulos apenas se ensanchen con la temperatura. Por otra parte, aunque los angulos que
describen la rotacion alrededor del enlace éter que une el grupo naftilo al macroanillo de
CD cambian durante la trayectoria, esta variacién no origina cambios importantes en las
conformaciones abierta y totalmente abierta de la NmBCD de partida. Es decir, la
apertura o cierre del croméforo no va a depender apenas de estos angulos, sino mas bien

del angulo w; del macrociclo.
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1 (totalmente abierta) 2 (abierta) 3 (abierta) 4 (abierta) 5 (totalmente abierta)

6 (totalmente abierta) 7 (totalmente abierta) 8 (abierta) 9 (totalmente abierta) 10 (abierta)

Figura 9.12. Las diez estructuras mas estables obtenidas después del proceso de minimizacién (de mayor a
menor estabilidad).

La distribucion de distancias entre los centros de masas del grupo Ny y de la
NmpBCD presenta un unico maximo a cualquier temperatura, tal y como muestra la Figura
9.13. La distancia media solo aumenta ligeramente con la temperatura y la distribucion no
muestra ningln punto isosbéstico que pudiera indicar un equilibrio tapadera = abierta,
como anteriormente se observé con las XmCDs.? En este caso el sistema es mucho mas
rigido y por tanto no existe mucha variacién de las conformaciones de partida, lo que
deberia contribuir a una mayor estabilizacion del dimero (NmBCD)s,.

A partir del andlisis de la trayectoria de DM realizada a dos temperaturas diferentes
(350 y 600K) en el vacio para la conformacién mas estable abierta (2), se obtuvieron las
distribuciones de los angulos entre el eje del macrociclo y la direccién de los momentos
de las transiciones electrénicas ‘B, y !, indicadas en la Figura 9.14. La conformacion

elegida para realizar la simulacion fue abierta debido a que, seguramente sea ésta la que
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origine principalmente la sefial de dicroismo circular inducido, ya que es menos probable

que el grupo Ny produzca una sefial dicroica intensa en una conformacion totalmente

abierta, en la cual se encuentra mucho mas alejado de la cavidad. La distribucién presenta

un méximo en 89 + 19° (26 + 23°) para las transicion By (‘La) a 350K, mientras que

600K, debido a que se barre un mayor espacio conformacional, las distribuciones son méas

anchas, desplazando el méximo de By a 99 + 28° o incluso haciendo que la distribucion

sea bimodal con dos maximos a 27 + 24° y a 107 + 38° para el caso de L, (y también
'L

b)-
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Figura 9.13. Distribuciones de probabilidad de la distancia (en A) entre el centro de masas del grupo naftilo

y el centro de la NmBCD a diferentes temperaturas para la conformacion totalmente abierta (1) (izquierda)
y abierta (2) (derecha).

Es importante recordar que los experimentos de RMN en cloroformo deuterado, en
el que la NmBCD mayoritariamente estd en forma de monémero, también estarian de
acuerdo con la presencia de una conformacién con disposicion del grupo Ny tipo
abierta.?”> Ademas, esta distribucion de angulos también apoyaria los resultados deducidos
de los experimentos de dicroismo circular en disolventes no polares (la especie
mayoritaria es el mondmero). Los resultados mostraron una sefial intensa y positiva para
la transicion ‘B, y de baja intensidad para la banda ‘L. (y también 'L,) que estaria de
acuerdo con una conformacion donde el croméforo se sitla fuera de la cavidad, pero de

forma perpendicular al eje del macrociclo, segun las reglas de Kodaka.?**3°
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Figura 9.14. Distribucion de probabilidad para los angulos formados por el eje principal de la NmpBCD vy el
momento de la transicién electrénica By, (simbolos rellenos) y *L, (simbolos abiertos) del grupo croméforo
Ny obtenidos del analisis de una trayectoria de DM de 10 ns para la conformacion abierta (2) a 300K
(circulos) y 600 K (cuadrados).

Para el caso de la NmaCD y de la NmyCD, siguiendo los mismos protocolos se
realizaron DM de 10 ns partiendo de la conformacién tipo abierta, similar a la
conformacién abierta (2) de la NmpBCD. Decidimos partir de esta disposicion ya que era
la que mejor respuesta daba a los resultados experimentales de fluorescencia y DCI
obtenidos previamente para la NmBCD. La Figura 9.15 muestra las distribuciones de
probabilidad para la distancia entre los centros de masas de la ciclodextrina y del grupo
cromoforo Ny para la NmaCD y la NmyCD. Del mismo modo que en la NmBCD, se
observa un Unico maximo a todas las temperaturas, demostrando de nuevo la ausencia de
un equilibrio conformacional tapaderasabierta. La NmaCD presenta una distribucién
bastante mas estrecha debido a que, por su tamafio, se trata de un macrociclo mucho mas
rigido y sus movimientos estan mucho mas restringidos. La NmyCD por el contrario
presenta una mayor flexibilidad, haciendo que los picos de la distribucion sean mas
anchos y exhibiendo una mayor libertad conformacional. Si comparamos las

distribuciones de probabilidad de los tres tipos de ciclodextrinas con los valores de Kp
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obtenidos, podemos observar que cuanto mas flexible sea la CD y mayor sea la libertad

de movimiento del cromo6foro Ny unido a la misma, menor es la estabilidad del dimero

formado.
1.0 1.0
| —o— 300k
0.9 —— 300K 0.9 4 350K

{ —=—350K
0.8 —0— 400K

Probabilidad
Probabilidad

0 2 4 6 8 10 12 14
Distancia (A) Distancia (A)

Figura 9.15. Distribuciones de probabilidad de la distancia (en A) entre el centro de masas del grupo Ny y
el centro de las ciclodextrinas Nmoa.CD (izquierda) y NmyCD (derecha) a diferentes temperaturas.

También se obtuvieron las distribuciones de los angulos entre el eje del macrociclo
y las direcciones de los momentos de las transiciones electrénicas 'By y ‘L., representadas
en la Figura 9.16. Los valores medios obtenidos a 600K para la transicién *By fueron de
64 + 120 (73 + 13°) y para la 'L, de 31 + 12° (38 + 17°) para la NmaCD (NmyCD). Estos
valores aunque son ligeramente mas bajos, siguen estando muy proximos a los obtenidos
para la NmpCD.

Esta disposicion de los angulos también concuerda con las conclusiones obtenidas
por DCI en los disolventes méas apolares, donde la especie monomérica es la mayoritaria.
El hecho de que las sefiales (dos bandas positivas) en los disolventes mas apolares (como,
por ejemplo, butanol en la Figura 9.11), y que los angulos entre las transiciones

electronicas y el eje principal del macrociclo obtenidos de forma tedrica, sean parecidos
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para las tres NmCDs, demostraria que seguramente la estructura del monomero es similar

en los tres sistemas.
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Figura 9.16. Distribuciones de probabilidad para los angulos formados por el eje principal de la NmCD y el
momento de la transicién electrénica By, (simbolos rellenos) y *L, (simbolos abiertos) del grupo croméforo
Ny para la NmaCD (rojo) y NmyCD (negro) obtenidos del andlisis de una trayectoria de DM de 10 ns a
600K.

Estudio del proceso de dimerizacion

La Figura 9.17 muestra los cambios producidos en la energia de interaccion en
funcion de la proyeccion sobre el eje y de la distancia entre los centros de masas de las
dos NmBCD durante el proceso de dimerizacion, para las conformaciones més estables de
NmBCD totalmente abierta (1) y abierta (2), para los tres tipos de aproximaciones HH,
HT y TT, obtenidos mediante Mecanica Molecular (MM). Aungue son cuantitativamente
diferentes, sea cual sea el tipo de aproximacién, todas muestran energias de interaccién
favorables; no obstante, la aproximacion HH parece mas estable energéticamente. Esta
disposicion estaria de acuerdo con la sefial de acoplamiento excitonico observada en el
espectro de DCI en agua y que, para que tenga lugar dicho fendbmeno se requiere que los
dos grupos cromdforos Ny se sitden proximos en el espacio. También coincidiria con los

resultados de los célculos recientemente realizados por de C. Jaime y K. J. Naidoo** sobre



Capitulo 9

Estudio de CDs con Naftaleno

una BCD modificada con un grupo 2-metilnaftaleno substituido en la posicion 3 de una
Unica unidad de glucopiranosa. Dichos resultados indican que la disposicion maés
favorable es la HH, aunque en esta conformacion, debido a la mayor libertad del grupo
cromoforo unido en una unica posicion, los grupos naftilo se insertan mutuamente en la

cavidad de la ciclodextrina vecina.
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Figura 9.17. Variacion de la energia de interaccion cuando una segunda NmpCD se acerca a la NmgCD
(coordenada y en A) mediante diferentes tipos de aproximaciones: HH (OJ), HT (®), y TT (A), para las
conformaciones més estables totalmente abierta (1) (superior), y abierta (2) (inferior). Las flechas indican
las conformaciones de minimos de energia de interaccién, cuyas estructuras se encuentran representadas.

Las interacciones atractivas de tipo van der Waals son las mas importantes para
cualquier tipo de dimero y conformacion de partida, aunque al contrario que la XmpCD,
la contribucidn electrostatica contribuye significativamente a la estabilizacién del dimero
para la orientacion HH. Estos resultados también apoyan el hecho experimental de

AHC<0, tipico de interacciones atractivas tipo van der Waals (y/o electrostaticas).
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Los resultados de MM para las NmaCD y NmyCD se muestran en la Figura 9.18.
En los dos casos se partio de las conformaciones tipo “abierta” empleadas en el estudio
previo del monémero. Los resultados indican que la aproximacién més favorable en
ambos casos es la de tipo HH, aunque el resto de las orientaciones también tienen
energias de interaccion favorables. No obstante, la aproximaciéon HT para la NmyCD

posee una energia bastante negativa y muy proxima a la HH.

6 8 10 12 14 o 16 18 20
Distancia (A) F

interaccion

f~—<'§z:% o 6 8 10 12 14 16 18 20
Distancia (A)

Figura 9.18. Variacion de la energia de interaccion cuando una segunda NmCD se acerca a la NmCD
(coordenada y en A) mediante diferentes tipos de aproximacion: HH (OJ), HT (@), y TT (A), para NmaCD
(superior), y NmyCD (inferior). Las flechas sefialan las conformaciones de minima energia de interaccion,
cuyas estructuras se encuentran representadas.

Las Tablas 9.4, 9.5 y 9.6, recogen los parametros geométricos mas significativos,
las diferentes contribuciones a la energia de interaccion y aquellas que implican a los
grupos naftilos, para las diferentes aproximaciones de NmCDs en las conformaciones de
minima energia de interaccion. Excepto para la aproximacion TT donde la interaccién

Ny-Ny obviamente apenas existe, las contribuciones para las tres NmCDs son favorables.
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Las estructuras de minima energia de interaccion se encuentran superpuestas en las
Figuras 9.17 y 9.18. Dichas estructuras se optimizaron de nuevo y se utilizaron en las

simulaciones de DM.

Tabla 9.4. Energia de interaccion, contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™) y algunos
pardmetros geométricos para las estructuras (1) y (2) del dimero de NmBCD correspondientes a las
estructuras de minima energia de interaccidn para las aproximaciones HH, HT y TT obtenidas por MM.
Entre paréntesis se indican los resultados para las estructuras de minima energia de interaccion obtenidos

del andlisis de las trayectorias de 1ns de DM en presencia de agua como disolvente.

Parametros HH(1) HT(2) TT() HH(2) HT(2) TT(2)
Distancia CD-CD (A) | 9.6 (9.8) 10.1(10.0) | 13.8(13.3) 8.7(9.6) 11.0(11.2) | 13.3(13.9)
Distancia Ny1-Ny2 (A) | 4.9 (5.1) 8.5(10.3) 21.8(19.5) 6.8(7.5) 10.6(10.4) | 22.5(24.0)
0() 11.2(182) | 0.1(-1334) | 13.4(26.4) | 403(25.6) | 0.3(-1715) | 19.3(14.7)
Einteaccion (KJ'mol ™) | -64.2(-108.9) | -31.4(-67.2) | -17.8(-31.8) | -55.0(-93.7) | -45.8(-51.6) | -21.7(-25.8)
electrostatica -11.0(-17.5) | -2.8(-4.4) | +5.0(+4.3) | -20.8(-11.1) | -3.3(+5.4) 2.0(-1.3)
van der Waals | -53.1 (-91.4) | -28.5(-62.8) | -22.9 (-36.1) | -34.3(-82.7) | -42.5(-57.0) | -27.0(-24.5)
Eier Ny2-NMCD1 | -49.9 (-44.5) | -0.2(-6.9) 0 (0) -37.3(-17.3) | -4.3(-13.5) 0 (0)
Eier Ny1-NMCD2 | -41.8 (-61.0) | -12.1(-5.3) 0 (0) -18.5(-23.4) | -23.6(-2.2) 0 (0)
Einter Ny1-Ny2 -29.4 (-36.4) | +0.6 (-1.0) 0(0) -8.4(-12.3) | -35(-3.8) 0 (0)

En las Figuras 9.19 y 9.20 se muestran las historias de las energias de interaccion y
la distancia entre centros de masa de las unidades de NmCD en el dimero (NmCD), para
la simulacion de DM de 1ns en presencia de agua a 300K. Las Tablas 9.4, 9.5y 9.6
contienen entre paréntesis algunos de los parametros energéticos y geométricos mas
importantes de las estructuras de minima energia de interaccidn obtenidas del anélisis de
las diferentes trayectorias de DM. Al igual que en los resultados de MM, para la NmpCD
la aproximacién que parece mas estable es la HH, aunque la HT también tiene una
energia favorable durante toda la trayectoria. Para la NmaCD, la disposicion HH es la
Unica que no se disocia al final de la trayectoria y en el caso de la NmyCD, las
disposiciones HH y HT poseen energias de interaccion favorables, aunque HT parece mas
estable. Por el contrario, para ninguna de las tres NmCDs la disposicion TT es estable y
acaba disociandose en la parte final de las trayectorias con el consiguiente aumento de

distancias entre los monémeros.
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Tabla 9.5. Energia de interaccion, contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™) y algunos
parametros geométricos para las estructuras del dimero de NmaCD correspondientes a las estructuras de
minima energia de interaccion para las aproximaciones HH, HT y TT obtenidas por MM. Entre paréntesis
se indican los resultados para las estructuras de minima energia de interaccion obtenidos del anlisis de las
trayectorias de 1ns de DM en presencia de agua como disolvente.

Parametros HH HT TT
Distancia CD-CD (A) 10.0 (10.55) 10.5(10.66) 14.4(16.35)
Distancia Ny1-Ny2 (&) 6.8 (8.77) 11.4(11.07) 24.1(27.50)
0 (°) 83.5(79.99) 95.5(82.09) 66.2(72.42)
Einteaccion (KJ'mol™) | -74.7(-86.91) -18.4(-81.63) -3.9(-18.57)
electrostatica -31.4 (-15.08) -7.8 (1.53) 9.7(24.93)
van der Waals -43.3(-161.52) | -10.6(-83.165) | -13.5(-16.51)
Einer Ny2-NmCD1 -16.5(-57.87) -0.2 (-0.43) 0
Eineer Ny1-NmCD2 -46.6(-15.23) 11.3(-13.15) 0
Eineer Ny1-Ny2 -7.0(-2.73) -0.2(-0.43) 0

Tabla 9.6. Energia de interaccion, contribuciones de los diferentes tipos de energias (kJ-mol™) y algunos
pardmetros geométricos para las estructuras del dimero de NmyCD correspondientes a las estructuras de
minima energia de interaccion para las aproximaciones HH, HT y TT obtenidas por MM. Entre paréntesis
se indican los resultados para las estructuras de minima energia de interaccion obtenidos del analisis de las
trayectorias de 1ns de DM en presencia de agua como disolvente.

Parametros HH HT TT
Distancia CD-CD (A) 10.3(11.2) 10.9(10.4) 13.0(13.7)
Distancia Ny1-Ny2 (A) 3.8(4.1) 10.7(10.8) 19.2(21.8)
0 () 82.8(79.3) 85.0(74.7) 56.2(66.2)
Einteaccion (kJ-mol™) | -72.3(-85.7) | -58.4(-110.8) | -20.9(-27.7)
electrostatica -21.7(-4.9) -2.7(-5.7) -7.5(4.1)
van der Waals -50.6(-80.8) | -55.7(-105.0) | -13.4(-31.8)
Eineer Ny2-NmCD1 -35.2(-41.2) 0(-1.3) 3.8(0)
Einer Ny1-NmCD2 -26.3(-27.9) | -0.3(-22.3) 0.5(0)
Einter Ny1-Ny2 -5.3(-3.9) 0(-1.3) 0(0)

Las estructuras de minima energia para HH y HT para (NmCD), obtenidas del
andlisis de DM de 1 ns en presencia de agua a 300K se muestran en las Figuras 9.20 y
9.22. Los dimeros para (NmBCD), y (NmaCD), de la forma HH-abierta (2) y HH
(abierta) respectivamente, respaldarian la mayor parte de los resultados experimentales.

En esta aproximacion, los grupos Ny se encuentran separados a una distancia de alrededor
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7-8 A 'y, aunque la interaccion entre ellos es favorable, se encuentran lejos de disponerse
en una estructura paralela tipo sandwich, lo que esta de acuerdo con la ausencia de
excimeros en el espectro de emision (Figura 9.3). Es importante resaltar que las distancias
entre los cromoforos Ny de NmaCD y NmBCD en el dimero HH para la estructura de
minima energia, encaja perfectamente con la distancia requerida para que tenga lugar

acoplamiento excitonico, que para este tipo de derivados de naftaleno se encuentra
alrededor de 7 A.#
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Figura 9.19. Historias de las energias de interaccion y la distancia entre los centros de masas de cada una
de las ciclodextrina en el dimero (NmBCD), para las aproximaciones HH (negro), HT(rojo) y TT(azul)
partiendo de las estructuras de menor energia obtenidas por calculos previos de MM para las
conformaciones totalmente abierta (1) (superior) y abierta (2) (inferior).

La aproximacion mas favorable para el dimero (NmyCD), es la HT indicada en la
Figura 9.22. En esta disposicion, los cromdforos se encuentran alejados en el espacio y
dispuestos aproximadamente de forma perpendicular al eje de la CD (paralelo al
macroanillo) pero en las proximidades del interior de su cavidad y de la vecina (al menos

uno de ellos), tal y como se predijo en los experimentos de DCI.

191



192

Capitulo 9
Estudio de CDs con Naftaleno

HT-totalmenteabierta (1) HT-abierta (2)

Figura 9.20. Estructuras de minima energia para las aproximaciones HH (superior) y HT (inferior) del

dimero (NmBCD), obtenidas del analisis de las simulaciones de DM de 1 ns. Las conformaciones de partida
fueron totalmente abierta (1) y abierta (2).
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Figura 9.21. Historias de las energias de interaccion y la distancia entre los centros de masas de cada una
de las ciclodextrina en el dimero (NmaCD), (superior) y (NmyCD), (inferior) para las aproximaciones HH

(negro), HT(rojo) y TT(azul) partiendo de las estructuras de menor energia obtenidas por célculos previos
de MM.
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HH-NmoaCD HT-NmaCD
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Figura 9.22. Estructuras de minima energia para las aproximaciones HH (izquierda) y HT (derecha) del
dimero (NmaCD), (superior) y (NmyCD), (inferior) obtenidas del analisis de la simulacién de DM de 1 ns.
Las conformaciones de partida en ambos casos fue tipo abierta.

No obstante, si esta disposicion HT en la (NmyCD), es estable, se podria pensar en
la posibilidad de que se pudiesen dar asociaciones de mayor tamafio, en forma de trimeros
u oligbmeros. Para comprobar la estabilidad de estas estructuras, también se realizé un
estudio tedrico de MM y DM siguiendo los mismos protocolos que para el dimero o para
el trimero de su homéloga (XmyCD),.?° Para esta Gltima, la dimerizacién HT también era
favorable, aunque no la asociacion con otra XmyCD (Capitulo 8). Tal y como muestran
los resultados (Figura 9.22), las interacciones entre las diferentes unidades de NmyCD
que forman el trimero (NmyCD)s, son favorables durante toda la trayectoria de DM de
1.5 ns (en lugar de 1 ns como se hizo para el (XmyCD),). En esta disposicion los grupos
naftaleno estan aproximadamente paralelos a la cavidad pero localizados en el interior de
la misma y/o de la vecina, lo que también estaria de acuerdo con las sefiales negativas de

las bandas observadas en el espectro de dicroismo circular.
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Figura 9.23. (Superior) Historias de las distancias entre los centros de masas de los oxigenos glicosidicos
y (inferior) las energias de interaccion totales (negro) y las contribuciones de van der Waals (azul) y
electrostaticas (rojo) para un trimero (NmyCD); formado por 3 unidades NmyCD dispuestas de forma HT.
Los pardmetros estan indicados para pares de NmyCD de forma 1-2 (izquierda) y 2-3 (derecha) para una
trayectoria de DM de 1.5 ns a 300 K. La estructura del trimero mostrada fue obtenida después de una
trayectoria de 0.839 ns (indicada por la flecha) y corresponde a la de minima energia potencial.

9.3 Conclusiones

Para el estudio de las ciclodextrinas modificadas NmCDs se emplearon técnicas de
fluorescencia, dicroismo circular, MM y DM. Las constantes de dimerizacion en agua
fueron muy elevadas para el caso de la NmaCD (Kp=776x10®> M a 25°C) y NmBCD
(Kp=92x10® M a 25°C) siendo mucho mayores que para sus homélogas XmCDs. Los
procesos de asociacion en ambos casos se encuentran favorecidos entalpica y
entropicamente. El valor de AH’<0 es similar al de formacién de los dimeros de
(XmCD),, aunque el AS’>0 contrasta con el valor negativo obtenido para las XmCDs. El

signo y valor cuantitativo de AS es debido posiblemente a la mayor pérdida de moléculas
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de agua ordenada durante la dimerizacion, ya que los grupos naftilo son mucho mayores y

presentan un caracter mas hidrofobico que los anillos derivados del benceno. En el caso

de la NmyCD, la constante de dimerizacién (Kp=401 M™ a 25°C) es bastante mas

pequefia que para las Nmo- y NmBCDs, pero sigue siendo mayor que su analoga con

xilileno. Aunque, la variacién de entropia es también AS®>0, como para el resto de

NmCDs, en esta caso se trata de un proceso endotérmico, AH’>0. Su gran tamafio y

flexibilidad conformacional son responsables del debilitamiento de las interacciones
intermoleculares en el dimero.

Tanto los experimentos realizados por dicroismo circular, como por fluorescencia
indican que la agregacion tiene lugar en disolventes de alta polaridad. Los resultados
obtenidos de la heterodimerizacion muestran Unicamente la presencia de sistemas tipo
NmyCD/myCD para el caso de la NmyCD, demostrando que es favorable la formacion de
asociaciones tipo HT. Al igual que para 0Xy, solo la maCD forma complejo de inclusién
con el cromo6foro oNy.

Las simulaciones de DM realizadas sobre el mondmero aislado muestran, a
diferencia de las XmCDs, la ausencia de cualquier equilibrio conformacional del tipo
tapaderaSabierta. Ademas, NmCDs son estables en una conformacion tipo abierta
bastante similar para los tres casos. Dicha estructura respalda los espectros obtenidos por
dicroismo circular. Los resultados tedricos también apoyan la mayoria de evidencias
experimentales (tiempos de vida, desactivacion de fluorescencia, sefiales de acoplamiento
excitonico en dicroismo circular, etc) sobre la presencia de dimeros tipo HH para
NmoCD y NmBCD vy tipo HT para NmyCD. En las (NmaCD); y (NmBCD), los grupos
naftilos estan lo suficientemente cerca como para que sus transiciones electrénicas se
acoplen, pero sin disponerse en forma tipo sandwich y sin que se produzca la penetracién
de un cromoforo en la cavidad de la CD vecina, pero quedando relativamente protegidos
del disolvente. En el caso de la NmyCD, los calculos teoricos indican la presencia de
asociaciones en forma de trimeros y posiblemente oligdmeros de mayor nimero de

unidades de NmyCD.
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10.1 Introduction

One of the main interest of CDs lies in their ability to exhibit inclusion phenomena
with guest molecules in aqueous media, which enables them to be effective receptors for
organic, inorganic and biological substrates in the hydrophobic cavity of the CDs."? This
is why CDs have attracted interest as catalysts,®> enzyme mimics,* functional building
blocks for functional devices,®> drug delivery systems,® etc. The modification of the
natural CDs with organic substituents has been known to significantly alter the molecular
binding ability and selectivity towards a variety of guests in comparison with natural
CDs."®

It is important to mention that modified CDs can undergo association processes to
create non-bonded dimers and/or even larger supramolecular assemblies in aqueous
solution (as indicated in Chapter 8 and 9) whose equilibria may affect the inclusion
phenomena of any guest molecule.**® Although there are many studies on the
complexation of natural and modified CD with guest molecules, few of them take into
account other competitive processes, like the possible aggregation of CDs.%*"*?

The modified CDs employed were CD derivatives bearing a cap-like aromatic
group attached, simultaneously, to both secondary positions in a single glucopyranosyl
subunit through a bidentate hinge, named 2',3'-0-(0-Xylylene)-per-O-Me-a-, -p-and -y-
cyclodextrins (XmoCD, XmBCD and XmyCD respectively).”® In Chapter 8 we
demonstrated by Molecular Mechanics (MM) and Molecular Dynamics (MD) simulations
the presence, at the lowest XmCD concentrations, of an strongly temperature-dependent
open & capped equilibrium, which is significantly displaced to the open form. This
result was also supported by NMR.'° We have also confirmed the existence of relatively
stable (XmCD), dimers in water.'**® Small dimerization equilibrium constants (Kp ~180,
~200 and ~250 M™ for Xma-, -B- and -yCDs respectively) were reported at 25 °C.
Dimerization processes were always accompanied by AH%<0 and AS°<0. The most stable
dimers in water, whose fraction increases (decreases) with XmCD concentration
(temperature), are those formed when two open XmCDs monomers approach through
their secondary faces (head-to-head) at distances were both xylylene groups interact
without penetrating in the partner CD cavity .

Our special interest in this chapter is to study the thermodynamics of the

complexation of XmCDs, which also have the ability to dimerize, with a polarity (and
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microviscosity) sensitive fluorescence probe widely used by the group, the methyl 2-
naphthalenecarboxylate (2MN) by using fluorescence techniques.®* Given the
sensitivity of the 2MN probe to the microenvironment, we are especially interested in
revealing its location in the complex and in learning more about the driving forces behind
its formation. The influence of xylylene moiety was assessed by comparing the 2MN
complexations with their permethylated partners (mCDs). MM and MD simulations were
also used to determine the geometry and structure of the complexes formed, as well as the
forces responsible for such formations. Especially the role of the guest-appended group
interactions in determining complex geometry and the structure’s relationship with the
thermodynamics parameters that accompany complexation were investigated. To the best
of our knowledge, the thermodynamics of the complexation of a fluorescence probe with
a modified CD that can exhibit other competitive processes, have not yet been
reported.>**'? This study could also serve to further the understanding of the
complexation processes with other interesting guest where other competitive processes

are involved.

Equilibria and association constants
For a 1:n guest:host complex, 2MN:CD,, , whose global equilibrium described can

be written as

K
2MN + nCD —— 2MN:CD, 10.1

the binding constant K can be determined from the non-linear an linear dependences of

some parameters derived from fluorescence steady-state or time-resolved fluorescence

techniques with the initial [CD]o, according to the following general expressions:*2021:2

28

v _Yo+Y, @K [CD];

10.2
1+® K [CD]]

where Yy represents the parameter at each [CD]o. Subscripts co and 0 correspond to the vy

values for [CD]=0 and extrapolated at [CD]—>co.

It is quite useful to derive from Equation 10.2 a linear one like:
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[CDB__ 1 [CDL

(Yo'Y) KCD(YO'Y) YO-Yoo

10.3

where Y represents any of the following parameters: (i) fluorescence intensity (1); (ii) the
ratio of intensities of two characteristics bands R (= UQ/U), under the assumption that
the emission spectra (as many of the fluorescence probes used by us') exhibit electronic
bands centered at A; and A,, whose intensity are sensitive to the medium polarity

(Chapter 7); and (iii) lifetime average <t> obtained from the analysis of the fluorescence

intensity decay profiles.

When Y is | then,® =1in Equations 10.2 and 10.3. If Y IS R, ® = IM/IM and
l,, and 1, can be estimated from the I(%;) values at [CD]=0 and extrapolated at
[CD]—>w. When Y=<t>, if lifetimes are collected at A; as emission wavelength, ®
(=@,,) is also obtained in the same way. However if they are measured at 4, ® in the

previous equations is @, (= Iwyiz/lojq). Nevertheless, both parameters are related by

R 1,28
o, =—20, "
}LZ RO ’11
However, if an additional CD dimerization equilibrium, defined by Kp, takes
place,

Ko
2CD —— (CD), 10.4

then Equations 10.2 and 10.3 can be rewritten as

o _Yo+Y, @K ([CDJ, ~2[(CD), ]’
" 1+® K ([CD),-2[(CD), )’

10.5

and

(CD], - 2(CD),D" _ 1 .. ([CD], —2[(CD),])"
(Yo - Y) K CDl (Yo - Yoo) (Yo - Yoo)

10.6

where Y depends on the dimer concentration, [(CD),], which can related to [CD], by
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(CD),)] = (4K, [CD], +1glz. [8K,[CD], +1 107

More details on the development of equations are included in the Appendix II.

10.2 Results and discussion
Emission spectra

Emission spectra were recorded upon excitation wavelengths of 292 nm and 260
nm, which correspond to direct excitation of the 2MN guest and the XmCD xylylene
group, respectively. As Figure 10.1 depicts, 2ZMN/XmCD and 2MN/mCD water solutions,
upon 292 nm excitation, exhibit emission spectra, whose shape and maxima placements
are similar to 2MN free or its water solutions with natural CDs?**# and 2-
hydroxypropylcyclodextrins (HPCDs).? The spectra show two main electronic bands
centered on 360 nm and 385 nm whose maxima are shifted to the blue upon the addition
of CD. The exception is for the 2MN/maCD water solutions whose bands, particularly at
the highest concentrations, appear significantly displaced to the blue.

Intensity changes upon CD addition depend on the nature of the host. While the
2MN fluorescence emission intensity increases with [CD] for maCD, mBCD and XmBCD
water solutions, it decreases for XmaCD, myCD and XmyCD solutions. Nevertheless, the
most important feature is found in the ratio of the intensities of both bands (R = I-3gsnm
/360 nm) Which significantly decreases with [CD] and whose amount of decreasing
depends strongly on the CD type. This parameter R, due to its high sensitivity to the
medium polarity, is useful to follow the 2MN complexation. Figure 10.2 shows the
variation of R with the concentration at 25°C for all systems studied.

A stated above, 2MN/maCD spectra exhibit different features than their
counterparts: a new band appears around 340 nm, the intensity of the band located at 360
nm drastically increases whereas the band at 385 nm hardly changes with [maCD]. As a
consequence, 2MN/maCD exhibits larger variations in R with [maCD] and therefore a
larger polarity decreasing of the medium surrounding the 2MN takes place during the
2MN complexation with maCD than with any other system. This fact confirms that 2MN

is immersed in a very low polarity medium when complexed with maCD. In addition,



none of the spectra exhibits a noticeable fluorescence shift or broadening of the emission

band to the red during complexation at any concentration or temperature that could

denote the presence of excimers or exciplexes.

Capitulo 10
Study of the Complexation

_ il maCD
— —
=] S
S < ]
2 2
2 g
D
1S =R
s | g |
(<5} D
o (&S]
72} an 4
o L
L _
o o
=] = A
o / _ L
320 340 360 380 400 420 440 460 480 320 340 360 380 400 420 440 460 480
A(nm
(nm) A (nm)
- ] mpBCD
— _ —~ i
3 S
< < ] 12.1 mM
Am
(2] [%2]
c J c
2 IR
£ =
2 o ]
<5} ] D 0
o S i
[%e] B [0}
(] (5]
S P N
o 4 o
3 =)
LL n = T - = LL T T T T T T T
320 340 360 380 400 420 440 460 480 320 340 360 380 400 420 440 460 480
A (nm) A (nm)
- —
=] ] S
S S
2 | 2
2 g ]
I )
S k=
2 2 ]
@ D
=} b [SI
N (%2}
o L
L
<] E e |
S =
[ L J
320 340 360 380 400 420 440 460 480 320 340 360 380 400 420 440 460 480
A (nm) A (nm)

Figure 10.1. Uncorrected emission spectra of 2MN, 2MN/mCD and 2MN/XmCD aerated aqueous solutions

at different [CD] and at 25°C upon selective excitation of 2MN guest (292 nm).
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Figure 10.2. Ratios R of band intensities vs. [CD] for 2MN/XmCD and mCD water solutions at 25°C.
Dashed lines were obtained by adjusting the experimental data to Equation 10.2 and 10.5 for 2MN/mCD
and 2MN/XmCD, respectively. Symbols are: ma- (), mB- (O) and myCDs (A) and Xma- (W), Xmp- (@)
and XmyCDs (A).

On the other hand, the emission of 2MN/XmCD water solutions upon excitation at
260 nm presents a single band at 288 nm due to the Xy appended moiety, but also shows
the double emission bands from 2MN. The behavior of the 2MN emission is similar to
that observed when it is directly excited at 292 nm. The Xy emission obviously increases
with [XmCD], showing a linear dependence which is similar to that in the absence of
2MN.*Y" These facts imply that 2MN is also excited at 260 nm, but also that Xy of the
XmCD moiety does not transfer its excitation energy to the 2MN guest. In fact the Forster
radius for the Xy—>2MN transference was estimated to be only ~1A. Excitation spectra
were also performed upon selecting 385 nm as emission and no evidence for the

intermolecular energy transfer was observed either.

Time-resolved fluorescence

Fluorescence intensity decays selecting the direct excitation and emission
wavelengths of the 2MN chromophore (292 nm/385 nm) and Xy (260 nm/288 nm) and
for the Xy excitation and 2MN emission (260 nm/385 nm) were obtained.

Fluorescence decay profiles upon preferential excitation of the 2ZMN guest at 292

nm/385 nm for XmCD and mCD water dilute solutions in the presence of 2MN were
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adjusted, either to the sum of two exponential decays (ma-, Xma- and myCD/2MN water
solutions) or, like 2MN in the absence of CDs, to single monoexponential decays with a
lifetime of ~10.5 ns at 25°C (mp-, Xmp- and XmyCD/2MN water solutions). Thus mao.-
and XmaCD/2MN water solutions exhibited two components, one in the 10-12 ns range
(due to the free 2MN) and the other one in the 18+3 ns range. The contribution of the
later one increases upon CD addition and therefore was attributed to the complexed 2MN.
myCD/2MN water solutions, however, show a component similar to that for the
uncomplexed guest and another one due to the complexed form which is significantly
faster (1-2 ns). Nevertheless, the faster component only reaches 10% of the total
contribution at the largest [myCD] used. The other systems, as stated above, exhibit
monoexponential fluorescence intensity profiles very close to that for the uncomplexed
2MN. This is probably because the lifetime is not sensitive to the changes in

microviscosity or polarity that take place during complexation.
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Figure 10.3. Variation of the weighted average lifetime relative to the one for 2MN in the absence of [CD],
<1>/19, Vs [CD] for 2MN/XmCD and mCD water solutions at 25°C upon preferential excitation (292 nm)
and emission (385 nm) of the 2MN guest. Symbols are: ma- (.J), mp- (O), myCDs (A), Xmo- (m), Xmp-
(®) and XmyCDs (A).

As shown in Figure 10.3, the <t>/1q ratios, upon excitation and the monitoring of
2MN fluorescence, increase with CD concentration for 2MN/maCD and 2MN/XmaCD
water solutions. This behavior was also observed for ZMN/OLCD,ZZ but not for

2MN/aHPCD?® whose <t>/10 ratios decreases with the concentration. A very small
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decrease was also observed for 2MN/myCD water solutions. On the contrary, variation
hardly occurred when 2MN complexed with mp-, Xmp- and XmyCDs. This behavior was
similar to the one observed for 2MN complexation with aHP-, BHP-, and yHPCD

counterparts.! These differences will be justified later in this chapter.

13

<t> (ns)

[XmBCD] (mM)

Figure 10.4. Variation of the weighted average lifetime <t> vs [XmBCD] for 2MN/XmBCD (filled
symbols) and XmBCD (open symbols) water solutions at several temperatures: 5 °C ([); 15°C (O); 25°C
(A) and 35 °C (V) obtained upon excitation (260 nm) and emission (288 nm) of xylylene group. XmpCD
data in the absence of 2MN guest were taken from ref.'®

Fluorescence decay profiles for 2MN/XmCD water solutions at different [XmCD]
and temperatures selecting the 260 nm/288 nm (excitation/emission) pairs are the result of
three lifetime components: a short lived component (~0.1 ns range), ascribed to the
scattering; an intermediate component, (3-6 ns range), attributed to the monomeric
XmCD; and the slowest component, (11-20, 6-17 ns and 6-12 ns ranges Xma-, -B- and
vCDs respectively) attributed to the dimer (XmCD), species. These components were
very similar to those obtained for XmCD water solutions at different concentrations in the
absence of a 2MN guest, as we described in Chapter 8.°" For the <t> calculations, the
component resulting from the scattering was not taken into account during the fitting
process. As depicted in Figure 10.4 for 2MN/XmBCD and XmBCD water solutions, the
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<t> trend observed with [XmCD] at any temperature, whatever the XmCD was, looked
quite similar either in the presence or in the absence of the 2MN. Since the fraction of the
dimer formed, which has a higher lifetime component than the free one, increases, the
results show a <t> increasing with [XmCD]. Nevertheless, the values of the <t> seem a
little smaller with 2MN, particularly at the highest XmCD concentrations. This means that
at the same [XmCD], there is less amount of dimer formed when 2MN is in the medium,
which makes sense as part of XmCD is complexed with the 2MN guest. The small
decrease in the value of <t> is a consequence of that [XmCD]o, which is always present
in excess relative to [2MN]o, i.e. the amount of 2MN which competes with the dimer
process, is very low.

No significant variation in the <t> vs [XmCD] behavior when 2MN/XmCD water
solutions were excited at 260 nm by selecting the guest emission (at 385 nm), was
observed. This again supports that Xy—2MN intermolecular energy transfer does not
take places. This also occurred even at the highest XmCD concentrations, where the
fraction of complexed 2MN guest is relatively large. The low Forster radius for

Xy—2MN transfer might agree with our experimental findings.

Fluorescence anisotropy

Fluorescence anisotropy (r) results upon excitation of the Xy (260 nm) and the
monitoring of its emission (288 nm) in the presence of 2MN do not provide much
information due to the scattering of the sample. This fact makes any interpretation of the
results doubtful as it occurred before with XmCDs/water and NmCDs/water solutions
(Chapter 8 and 9).*%*

However, when the 2MN guest is excited and the anisotropies are recorded at any
of the emission maxima (360 nm and 385 nm), as depicted in Figure 10.5, an increase is
observed in r with [XmCD] (or [mCD]). This enhancement is due to the larger fraction of
the complexed form which has a smaller rotational diffusion rate than the free 2MN. As
temperature increases, r decreases as a result of the complexed 2MN fraction dropping (if
complexation, as predicted, is exothermic) and the increasing of rotational motion of both
the free and complexed components with the decreasing solvent viscosity. This behavior
was also observed for natural and hydroxypropylated CDs.?>** Whereas no major
differences for the r variation from both 2MN complexations either with XmCDs or

mCDs, were obtained, at the highest CD concentrations the trend in the anisotropies
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results can be expressed as: r(XmaCD or maCD) > r(XmBCD or mBCD) > r(XmyCD or
myCD). Since r decreases with the CD cavity size, we can infer that the different mobility

of 2MN inside the CDs could be responsible for this behavior.
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Figure 10.5. Fluorescence anisotropies r for 2MN/XmCD water solutions at different [ XmCD], measured
as r/ry ratios (rq in the absence of XmCD) at 25°C.

Properties of the inner cavity

The dependence of R and t on the polarity, €, and microviscosity, n, of the medium
surrounding the 2MN can be assessed by measuring 2MN dilute solutions of solvents
covering a wide range of € and n, as we described for other fluorescence probes (Chapter
7, 8 and 9). These graphs, depicted in Figure 10.6, represent a simple way of explaining
the R and <t> variation during complexation, as well as estimating the effective polarity
of the media surrounding 2MN when complexed with each CD.?>#? Emission spectra for
2MN solutions in any solvent, as displayed in Figure 10.6, show typical electronic bands
whose ratio R(=I-3gsnm/l-360 nm) Strongly depends on the solvent polarity, decreasing as
polarity drops off. This polarity decreasing is also accompanied by displacements to the
blue of the maxima of both emission bands, leading to the appearance of a new band at
~340 nm for the most non-polar solvents (hexane and cyclohexane €~2). The latter band
which also appeared for the highest concentrated 2MN/ma.CD water solutions, as shown

in Figure 10.1, indicates that the cavity of ma.CD should be pretty apolar.
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Figure 10.6. (Top) Fluorescence spectra (normalized to the maximum intensity) for dilute solutions of 2MN
in solvents of different viscosity and polarity at 25°C; (bottom) changes of R and t for 2MN with polarity
(€) and viscosity (n) at 25°C.

Figure 10.6 also exhibits the variation of R with € and 1, showing a monotonic

increase with ¢ that can be adjusted to a simple polynomial equation at 25°C:
R =0.409 + 5.39x10° & + 5.06x10™ & 10.8

No special variation of R with n is observed for the n-alcohol series. The small
increase in the methanol:water and ethanol:water mixtures with n, is presumably only due
to solvent polarity dependence. Therefore, the R, values collected in Table 10.1 and the
previous equation allow us to estimate the polarity surrounding 2MN in the complexes.
The results of ¢ in Table 10.1 reveal that permethylated mCD cavities are more
hydrophobic than their natural counterparts.® Adding a cap-like xylylene group to the
secondary face of the mCD to form XmCDs, creates hydrophobic microenvironment
cavity that is quite similar for any of the XmCDs (e~27-29). As reported, the inner

cavities of HPCDs exhibit larger but very similar polarities (~44-56).%° 2MN, however,
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when complexed with natural a-, B- and yCDs was surrounded by rather different polarity

environments, with & values of 10, 49 and 74 respectively.!

Table 10.1. Association constants (K) and R,, parameters obtained from steady-state measurements at 25°
C. Values are those obtained from the non-linear adjustments of the Equation 10.2 and 10.5 for 2MN/mCD
and 2MN/XmCD, respectively. Values for 2MN complexation with natural (CDs) and 2-hydroxypropyl

cyclodextrins (HPCDs) were taken from refs. a:

1,21,22 b.1,30

CD Type R. K (M) €
ma.CD 0.31+0.03 552 + 93 <10
mBCD 0.66 + 0.01 101+ 6 35
myCD 0.83 +0.03 95 + 16 52

Xma.CD 0.59 + 0.07 1037 + 379 27

XmpCD 0.61 +0.03 281 + 34 29

XmyCD 0.59 + 0.34 96 + 87 27
aCD? 0.50 + 0.02 200 + 20 10
BCD? 0.80+ 0.00 1970 + 160 49
yCD? 1.09 +0.02 210 + 100 74

aHPCD" 0.80 + 0.00 790 + 20 51

BHPCD” 0.72 +0.00 2890 + 130 44

yHPCD" 0.85+0.01 170 + 10 56

Fluorescence decay profiles for 2MN dilute solutions in any of the solvents used
were monoexponential. The variation of T upon complexation is more difficult to explain
due to the fact that it depends on both & and n. As shown in Figure 10.6, t increases with ¢
when the chromophore is in a relatively polar solvent (¢>32). However, in very non-polar
and high viscosity solvents the dependence is inversed and t increases when ¢ decreases,
probably because the effect of microviscosity becomes predominant. As expected, t
increases with the solvent viscosity.

The inclusion of the 2MN guest into the cavity of a CD in agueous solution is
accompanied by a decrease in medium polarity and an increase in the microviscosity
surrounding it. Both parameters would depend on the polarity and size of each m- and
XmCD cavity. According to this R, should decrease upon complexation, as obtained
before (Figure 10.2). The explanation of the <t> variation is more complicated, as is the
balance of both polarity and microviscosity effects. The formation of 2MN complexes

with any of the ma- and XmaCD means that the guest will be immersed in a very non-



Capitulo 10
Study of the Complexation

polar microenvironment. Despite the decrease in polarity, the 2MN microviscosity should
increase drastically inside the smallest cavity, this effect being predominant on t upon
complexation. As a consequence, <t> should increase with ma- and/or XmaCD
concentrations. However, when 2MN penetrates inside mp-, Xmp- and XmyCDs, it will
be immersed in a medium which has ¢ values in the 27-35 range. According to Figure
10.6, t should decrease as polarity decreases, but it should also increase with
microviscosity upon 2MN complexation. The non-variation of <t> during the process is
the result of the balance of both effects. Finally, the small <t> decrease for 2MN/myCDs
is due to the fact that the low polarity change upon complexation (e~50 for the inner
myCD) that would make t decrease, is not compensated by the microviscosity increasing

for 2MN inclusion into the larger myCD cavity size.

Stability constants and stoichiometry

The Table 10.2 collected the association constants K, ® and R, parameters
calculated from the non-linear adjustment of Equation 10.2 (10.5) and from the linear
analysis of Equation 10.3 (10.6) at five different temperatures (5°C-45°C at 10°C
intervals) for the 2MN/mCDs (2MN/XmCDs) systems. Dimerization constants Kp were
obtained from a previous fitting in the absence of 2MN,**" as shown in Chapter 8.
Adjustments indicate 1:1 stoichiometry for all the complexes at any temperature. @
values depend on CD type changing in the 0.8 (XmaCD)-4.9 (mBCDs) range. This
dependence is less with temperature. Association constants K for the six different systems
at 25°C are also summarized in Table 10.1, together with the data from 2MN
complexation with natural CDs and HPCDs obtained previously by the group.?%
Association constants K for 2MN/XmCDs are larger than for 2MN/mCD, and the effect of
the Xy group on the stabilization seems to be obvious for both Xma- and XmpCDs,
whose constants at 25°C are five times and twice (respectively) larger than those obtained
for their mCD counterparts. The influence of the appended Xy moiety on the complex
stabilization, however, is hardly significant for XmyCD. When comparing these constants
with those for 2MN complexation with natural CDs partners, a decreasing in the stability
occurs for permethylated (with or without appended Xy group) B- and yCDs. This is
probably due to the significant stabilization resulting from hydrogen bonding interactions
which does not take place here.
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Table 10.2. Association constants K, R,, and @ parameters obtained from steady state measurements in the

5-45° C range. Values were obtained from the non-linear (and linear) adjustments.

T(°C) D(=0c1/01.1) Rs K (M™)
2MN/maCD
5 2.64 0.35+0.01(0.36+0.02) 736+47 (799+30)
15 2.60 0.33+0.02 (0.35+0.03) 629+75(68343)
25 2.59 0.310.03(0.33+0.05) 552+93(534+40)
35 2.58 0.300.04(0.340.09) 404+92 (466+59)
45 2.50 0.29+0.04(0.27+0.12) 35575 (361+47)
2MN/XmaCD
5 1.0 0.66+0.03 (0.66+0.18)  2288+421 (2559+432)
15 0.98 0.60+0.04 (0.64+0.23)  1305+244 (1594+266)
25 0.81 0.59:0.1 (0.61+0.39) 1037379 (1344+387)
35 0.90 0.66+0.07 (0.65+0.49) 865+250 (897+254)
45 0.93 0.63+0.08 (0.67+0.74) 510143 (553+176)
2MN/mBCD
5 48 0.67+0.01 (0.67+0.07) 123+11 (122+2)
15 4.9 0.66+0.01 (0.65+0.13) 111+10 (102+3)
25 4.9 0.66+0.01 (0.65+0.07) 1016 (97+1)
35 4.8 0.66+0.01 (0.66+0.07) 88+5 (88+1)
45 4.9 0.65+0.02 (0.66+0.07) 64+6 (69+1)
2MN/XmBCD
5 4.0 0.62:0.03 (0.64+0.13) 351445 (398+13)
15 4.0 0.61+0.02 (0.61+0.07) 356+30 (3325)
25 4.1 0.61+0.03 (0.61+0.13) 281434 (275+7)
35 4.0 0.61+0.02 (0.610.14) 222425 (213+5)
2MN/myCD
5 1.4 0.92+0.05(0.81+0.67) 124453 (73£11)
15 1.4 0.87+0.03(0.78+0.48) 111422 (7118)
25 1.4 0.83+0.03(0.86+0.24) 95+16 (150+10)
35 1.4 0.78+0.05(0.830.68) 7921 (102+16)
45 1.3 0.74+0.08(0.730.35) 61+14 (636)
2MN/XmyCD
5 2.2 0.73+0.22 122+84 (89+29)
15 2.2 0.65+0.21 119+68 (36216)
25 2.3 0.59+0.34 9687 (4+12)
35 2.1 0.62+0.16 87 +42 (61+13)
45 2.2 0.57+0.16 75435 (44+13)
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The larger constant for the 2MN complexes with ma- and XmaCDs complexes

with ma- and XmoaCDs must be due to the larger flexibility and size of the methylated

CDs relative to the natural partners®®>"*

and possible deeper 2MN penetration into the
cavity. The very non-polar medium in which 2MN is immersed might support this.
Nevertheless, this will be dealt with again in the theoretical section of this chapter.
Association constants for the complexes with HPCDs, which usually enhance their
complexation capabilities with 2MN relative to their natural counterparts, also do so
considerably with respect to the permethylated ones and somewhat less for xylylene

substituted CD, XmCDs.

Enthalpy and entropy changes

Table 10.3 collects the AH® and AS° values that were obtained from linear van't
Hoff plots depicted in Figure 10.7. All 2MN/mCD and 2MN/XmCD systems present
AH<0, which is typical of attractive van der Waals and/or hydrogen bonding (not the
case) interactions. VVan der Waals contribution to the binding energy strongly depends on
the host-guest distance and is usually less favorable or more unfavorable as the CD cavity
size relative to the guest molecule increases. This is the reason why any of the aCDs
when complexed with 2MN have a more favorable enthalpy change than BCDs, whereas
vCDs have less favorable or sometimes unfavorable enthalpic terms. This can also explain
the smaller negative AH when going from the natural to the hydroxypropylated and/or to
the methylated CDs. The cavity becomes more flexible and is wider due to the repulsions
of the substituted groups. Adding the appending Xy moiety to mCDs leads to more
favorable enthalpy changes presumably due to the additional attractive 2MN-Xy group
interaction.

The ASP sign accompanying the complexation of cyclodextrins with a relatively
hydrophobic guest is usually the result of a balance between the loss of entropy due the
decrease in the rotational and translational degrees of freedom of the system, and the
entropy gain due to the loss in order of the water shells around the guest or solvating
inside de CD cavity. AS°<0 is typical of bulky guests that only penetrate partially into a
relatively small cavity, its movement being moderately hindered. In these cases, the
complexation process should be accompanied by a relatively large increase in the
fluorescence anisotropy and strong host-guest interactions (AH°<0), as it occurs for
2MN/oCD (-59.8 J-K™-mol™).? On the contrary, if the guest penetrates deeply inside the
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wider cavity, the complexation usually comes with of a positive entropy change. This is
typical of 2MN complexation with pCD (+11.7 J-K™ mol™), yCD (+11.3 J.-K™mol™?),
BHPCD (+39.8 J-K™ -mol™) and yHPCD (+63.3 J-K™*-mol™).

Table 10.3. Values of the variation of enthalpy (AH°) and entropy (AS®) during the complexation processes

of 2MN with mCDs and XmCDs from the values of K obtained by the non-linear curve fit. Values for 2MN

complexation with natural (CDs) and 2-hydroxypropyl cyclodextrins (HPCDs) were taken from refs a;*#-%
,30

b

Sistema AH® (kJ-mol™) AS® (J-K™ mol™)
2MN/maCD -13.9+1.4 +5.1+4.6
2MN/mBCD -112+21 +0.2+7.1
2MN/myCD -10.5+ 3.2 +1.8+10.9

2MN/XmaCD -25.1+2.9 -26.5+9.7
2MN/XmBCD -11.3+3.3 +8.6 +11.1
2MN/XmyCD 94+12 +6.5 + 4.0
2MN/aCD? -30.9+0.8 -59.8 + 2.0
2MN/BCD? 150+ 1.7 +11.7+5.0
2MN/yCD? -9.6+25 +11.3+8.4
2MN/gHPCD" -247+1.3 -28.3+45
2MN/BHPCD" 76+21 +39.8 +7.1
2MN/yHPCDP +6.3+3.3 +63.3+11.3

Thus, 2MN, if completely penetrated inside maCD, as with other larger size CDs
occurred, would provide a AS®>0. A value of (+5.1 J-K™mol™) is obtained for
2MN/maCD complexation. However, the small favorable entropy values for the mp- or
even myCD as compared to their natural counterparts, should mainly be attributed to the
fact that 2MN movement inside a mCD cavity could be a little more hampered than inside
the natural one. In spite of the larger mCD framework flexibility and better guest
penetration, the fact that the O(3)-CH3; methyls point toward the center of the cavity
makes the 2MN more likely to be tightly bonded to the mCD than to that of its natural
one. Additionally, it can be assumed that a smaller releasing of ordered water molecules
from inside the more hydrophobic permethylated CDs upon complexation would
contribute in the same direction.®*** Something similar occurred for Xmp- and XmyCD,
whose complexation processes are also accompanied by relatively small AS®>0 changes.

The Xy cap might also contribute to a better tight and hydrophobic effect. In spite of the
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presumably total penetration of 2MN, both effects would give the relatively large AS°<0

for 2MN/Xma.CD complexation.
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Figure 10.7. Van’t Hoff plots of R-LnK vs T* for the formation of 1:1 complexes of 2MN with
permethylated ma- (1), mB- (O), my- (A), Xma- (W), XmpB- (@) and XmyCDs (A).

Theoretical studies
Molecular Mechanics

Figure 10.8 shows the variation of Epinging, van der Waals and electrostatic
contributions obtained upon the 2MN approaching to Xm- and mCDs by the polar (P) and
nonpolar (NP) sides (further details on the theoretical procedures were done in Chapter
5). Calculations show that the inclusion processes take place with barriers of potential that
are hardly significant. Even for the smallest ring size, ma- and XmaCDs, total
penetration takes place, but in a different manner than the 2MN complexation with
natural aCD.?*** As collected in Table 10.4, structures of Minimal Binding Energies
(MBE) for mCDs were reached at approx. y (in A) = +3.8 (+3.0), +2.2 (-1.8) and +2.1
(+0.4) for ma-, mp- and myCDs systems by P (NP) approaching respectively. As
permethylated CDs have deeper cavities than natural ones, these coordinates correspond
to the structures were 2MN is totally or rather buried inside the CD cavities.

Ebinding Values at the coordinate of MBE, which are also collected in Table 10.4,
were -89.5 (-77.6), -66.5 (-69.3) and -55.5 (-53.4) kJ-mol™ respectively, which really
means that no large differences for Epinging Were found between both types of P or NP
penetrations. However, the 2MN guest slightly prefers to penetrate by the polar side for
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ma- and myCDs, whereas, for mpBCD it apparently also likes apolar inclusion.
Nevertheless, Epinging S€€MS to decrease with the macroring size as binding constants and
AH® do. Most of the Ebinding 1S due to van der Waals host-guest interactions at any y
coordinate for any of the guest-host complexation processes. The electrostatic interactions
hardly change upon complexation and they are more significant at the MBE for ma.CD.

Their impact on Epinging decreases with CD size.
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Figure 10.8. Binding energies as a function of the distance (A) for a 2MN Polar (solid symbols) and Non-
polar approaching (open symbols) for a- (upper), B-(middle), y-(bottom) XmCDs (squares) and mCD
(circles). Dashed lines represent the y coordinate for the center of mass of primary (left) and secondary

(right) methyl carbon atoms from both CDs.
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Table 10.4. Coordinate y for the center of mass of naphthalene from 2MN (equivalent to the oo’ distance, d,
in absolute value), distance between center of naphthalene ring (guest) and Xy group (d’), binding energies
(and contributions) and interaction energies between xylylene CD moiety and 2MN for the minima binding
energy structures of the 2MN/host (mCD or XmCD) 1:1 complexes by polar (P) and non-polar (NP)
approaching, obtained by MM.
TS PXmaCD PXmBCD PXmyCD PmaCD PmBCD PmyCD
NPXmaCD | NPXmBCD | NPXmyCD | NPmoaCD NPmMBCD NPmyCD
d (y coordinate) (A) +0.2 +1.9 +0.5 +3.8 +2.2 +2.1
-2.0 -3.4 -1.0 -3.0 -1.8 +0.4
@A) 5.9 7.0 7.2
8.1 10.8 8.1
Epin (kJ-moI'l) -109.6 -70.9 -54.8 -89.5 -66.5 -55.5
-81.4 -75.1 -51.9 -77.6 -69.3 -53.4
Electrostatics -16.9 2.8 2.8 -7.8 5.2 -1.4
-14.8 -2.5 1.8 -12.3 -6.3 -1.3
van der Waals -92.7 -73.7 -57.6 -81.7 717 -54.1
-66.6 -72.6 -53.7 -65.3 -63.0 -52.1
Eint Xy-2MN (kJ-mol™) -8.0 -4.3 -105
-1.0 -0.4 +8.6

The incorporation of the xylylene moiety means, as collected in Table 10.4, even
deeper penetration and a better stabilization inside the cavity. Binding energies at the
coordinate of MBE were -109.6 (-91.4), -70.9 (-75.1) and -54.8 (-51.9) kJ-mol™ for
Xma-, XmpB- and XmyCDs by 2MN P (NP) approaching respectively. Binding energies
for Xma- and XmBCDs are sligthly more favorable than their methylated moa- and
mPCDs counterparts. Xmy- and myCDs, as occurred for binding constants (and AHP),
almost exhibit nearly similar values. As shown, the 2MN guest also prefers to penetrate
by the polar side, the exception again is XmpBCD. Other features relative to van der Waals
and electrostatics contributions were similar to those for their permethylated counterparts.
It is interesting to point out that what also contributes to the stabilization is the presence
of attractive 2MN-Xylylene group interactions which, when 2MN approaches by its polar
side, represent 7-20% of the Epinging. This interaction almost disappears or is even
repulsive for NP approaching. The distances between the center of mass of naphthalene
(o) and benzene (from Xy) groups are 5.9 (8.1) A, 7.0 (10.8) A and 7.2 (8.1) A for Xma.-
, XmpB- and XmyCDs systems by P (NP) approaching respectively. The 2MN location
inside the cavity and its possible guest-Xy interactions agree with the values and signs of
the experimentally observed thermodynamic parameters, AH® and AS°. The ¢ values

surrounding 2MN would therefore match the polarity of the inner m- and XmCD cavities.
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In addition, at these naphthalene-Xy distances, the efficiency for the energy transfer is

nearly zero, which would also agree with the absence of any experimental evidence for

the Xy-2MN transfer when the complex is formed. As an example, Figure 10.11 (left)

depicts MBE structures for the 1:1 XmCD complexes with 2MN by polar approaching.
Complexation causes a slight decrease in the total potential energy for the systems

studied. Mainly responsible for such decreases are the non-bonded van der Waals

interactions, although they are not the largest contribution to Ei: The electrostatics

interactions hardly change upon complexation. The strain energy is the main contribution

to Ei: and it slightly increases (decreases) upon the P (NP) approaching of the guest.

Figure 10.9. Structures of MBE for 2MN:XmCD 1:1 complexes obtained from the MM calculations (left)
and from the analysis of MD simulations (right).
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Molecular Dynamics

Figure 10.10 (left) depicts the y coordinate of the center of mass of the naphthalene
ring during the 1ns MD trajectories where 2MN approaches XmCDs by the P and NP
sides. Dotted lines in the same figure show the y coordinate of the planes that contain the
C atoms of secondary methyl groups (y= +2.5 A) and primary ones (y = - 4.9 A) for the
undistorted CDs. The bridging O atoms were initially located at (y=0).

With the exception of the last part of the trajectory for XmyCD (and myCD, not
shown) by polar approaching, the center of mass of the naphthalene ring for the 2MN
guests lies between, or near, the dashed lines that limit the cavity entrance throughout the
whole MD trajectory. This means that the 2MN guest penetrates totally or almost totally
inside the XmCD and mCD cavities. Figure 10.10 (right) also shows the decreasing in the
binding energies for XmyCD and myCD (not shown). This probably is a consequence of
their low association constants.

Table 10.5 collects some geometrical and energetically parameters that define the
relative host-guest orientation. This table also lists the average of the distances between
the center of mass of the naphthalene ring (d) and glycosidic oxygens and between both

centers of xylylene and naphthalene groups (d’).

Table 10.5. Averages of coordinate y for the center of mass, o, of naphthalene from 2MN (d, distance) and
distance between center of naphthalene ring and Xy group (d’). Averages of binding energies (and
contributions) and interaction energies between xylylene CD moiety and 2MN for the 2MN/host (mCD or
XmCD) 1:1 complexes by polar (P) and non-polar (NP) approaching, obtained from the analysis of the
MD simulations in the presence of water.
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Parameters

PXmoCD
NPXmoaCD

PXMBCD
NPXmBCD

PXmyCD
NPXmyCD

Pmoa.CD
NPmaCD

PmBCD
NPmMBCD

PmyCD
NPmyCD

d (y coordinate) (A)

0.85 0.27
2.8 0.2

2.6 0.6
6.3 04

43 2.6
43 14

29 0.2
46 15

1.0 04
36 1.1

10.2 4.6
48 0.8

&(A)

39 45
0.6 9.2

58 04
145 04

02 7.2
-10.3 45

Ebin (kJmOll)

-96.1 13.0
-101.6 13.0

-945 121
-71.1 838

-52.7 234
-67.3 21.6

-97.8 13.0
-87.3 13.0

-75.2 13.0
-42.6 8.8

-14.6 10.0
-36.4 7.9

Electrostatics

-205 5.4
-24.7 4.6

-13.8 4.2
-9.6 3.8

-4.2 10.0
-54 54

-24.7 5.0
-209 54

-121 7.1
-1.7 3.8

-13 29
-1.7 2.9

van der Waals

-85.7 13.0
-76.9 125

-81.1 121
-61.9 838

-48.1 20.0
-62.3 9.6

-76.9 125
-66.5 12.2

-63.1 11.3
-41.0 8.8

-13.4 125
-34.3 6.7

Eint Xy-2MN (kJ-mol™)

-12.1 3.8
-25 3.8

-59 42
-04 04

-79 75
04 038
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Figure 10.10. Histories of the distance between the center of mass of the naphthalene group from the 2MN
guest and glycosidic CD oxygen atoms for XmCDs (left), as well as host:guest binding energies (right)
obtained from the analysis of MD trajectories. Both P (black) and nP (gray) approaches were considered.
Dashed lines represent the y coordinate for the center of mass of primary (down) and secondary (upper)
methyl carbon atoms.

The negative average of binding energies for all 2MN/XmCD and 2MN/mCD
systems indicates that the structures of 1:1 complexes are stable, those containing the
xylylene moiety being slightly more stable. The Xy group slightly contributes to the
complex stabilization. Nevertheless, the average of binding energies does not seem to
show any more polar or non-polar favorable 2MN to CD approaches. As previously
obtained with MM, binding energies become more negative as the CD macroring size
decreases, with most of the stabilization coming from van der Waals interactions.

Electrostatics interactions always represent less than ~20% of average binding energies.
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The total potential energy of the systems and all its contributions follow the predicted
behavior, generally showing a parallel increase with system size. Figure 10.9 (right)
depicts MBE structures for the 1:1 XmCD complexes with 2MN by polar approaching
obtained from the MD 1ns trajectory analysis.

10.3 Conclusions

The thermodynamics for the complexation of a fluorescence probe which is
sensitive to medium polarity, 2MN with XmCDs were studied and the results were
compared to those obtained for the complexation with their permethylated partners
(mCDs). Binding constants for 1:1 2MN/XmCD complexes are larger than for 2MN/mCD
ones. Nevertheless, the Xy group effect on the stabilization, is hardly significant for
XmyCD. Results also reveal that permethylated mCD cavities are more hydrophobic than
their natural counterparts (e values of less than 10, 25 and 52 for ma-, mp- and myCDs
respectively). Nevertheless, bonding the xylylene hydrophobic moiety to the secondary
face of mCD creates a quite similar apolar microenvironment cavity with € ~28 for any of
the XmCDs.

All 2MN complexes either with mCD or XmCD systems provide AH%<0, typical of
attractive van der Waals interactions which are usually less favorable or more unfavorable
as the CD cavity size relative to the guest molecule increases. This is the reason why
adding the Xy moiety to mCDs, leads to more favorable AH® by additional attractive
2MN-xylylene group interactions.The AS° signs accompanying the m- and XmCD
complexation were explained on the basis that 2MN fully penetrates inside any of the
hydrophobic methylated m- and XmCDs and the fact that the guest movement inside
these cavities could be more hindered than inside their natural partner. The Xy cap might
also contribute to a better tighten and hydrophobic effect.

MM and MD calculations confirm that the 1:1 inclusion complexes of the 2MN
guest with mCD or XmCD can feasibly form by deeply penetrating inside CD cavities.
Binding energies decrease with the size of the macroring in the same manner as binding
constants and enthalpy changes. Binding energies for Xma- and XmBCDs are sligthly
more favorable than their methylated mo- and mBCDs counterparts. As occurred for
binding constants (and AH®), Xmy- and myCDs exhibit similar values. The proposed
structures for the complexes and the possible 2MN-xylylene interactions agree with the

sign and quantitative values of the experimentally obtained thermodynamics parameters.
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This Thesis was focused on the supramolecular chemistry field. Different
processes, where the non-covalent cyclodextrin-cyclodextrin and/or cyclodextrin-guest
molecule interactions are involved, were investigated. The first part of this dissertation
comprises the study of the thermodynamics of the complexation of some commercially
available CDs with several polarity and microviscosity probes. The main aim is to apply
the circular dichroism technique to clarify the structure of the complexes formed. On the
other hand, the solution behavior and thermodynamics of the self-aggregation in
aqueous solution of a newly series of modified CDs containing chromophore (xylylene
and naphthalene) groups and their inclusion complexes with some microenvironment
sensitive guest molecules were also investigated. We demonstrated that these modified
CDs, depending on the appended moiety, can undergo a conformational equilibrium,
where the substituent may act by blocking or facilitating the entry into the cavity and a
self-aggregation into dimers and /or non-covalent oligomers. Both processes can
compete with complexation and could be used to regulate the inclusion of guest
molecules.

To carry out all the research work a wide variety of spectroscopic techniques
such as UV-absorption, steady-state and lifetime fluorescence techniques and circular
dichroism, as well as theoretical simulations (Molecular Mechanics and Molecular

Dynamics) were employed.

This work can be summarized in the following points:

1. Tuning a circular dichroism instrument and studying its applications in
the supramolecular chemistry, in particular in the field of inclusion phenomena with

cyclodextrins as host molecules.

2. Application of the circular dichroism technique to the study of the
complexation of two polarity sensitive guest molecules, the 2,3-dimethyl naphthoate
(23DMN) and 1-methyl naphthoate (1MN), with 2-hydroxypropyl o-, p- and v-
cyclodextrins (HPCD). The analysis of the results allowed elucidating the structures of
the complexes. These structures were compared to those derived from fluorescence

measurements and Molecular Mechanics calculations.
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3. Study of the self-association process of 2'3'-O-(o-xylylene)-per-O-Me-
o-, -B- and y-CDs (XmCD) in water based on the fluorescence of the bidentate xylylene
moiety. Lifetime averages (<t>) obtained from analysis of decay profiles for
XmCD/water solutions at different temperatures allowed us to obtain dimerization
equilibrium constants, Kp and thermodynamics parameters during association. In
addition, the complexation of a,0'-dimethoxy-0-xylene (0Xy) as a model compound for
the o-xylylene moiety and the heteroassociation of XmCD with its corresponding
heptakis(2,3,6,-tri-O-methyl)-CDs (mCDs) respectively, were also studied. Theoretical
calculations were performed to investigate the conformational behaviour of isolated
XmCD in the vacuo at different temperatures and to simulate the dimerization processes

in water.

4. Study of the behavior in water and in organic solvents of 2'3'-0-(1,8-
naphtylene)-per-O-Me-a-, -B- and -y-CDs (NmBCD), which contains a naphthyl cap-
like moiety. Dimerization equilibrium constants, thermodynamic parameters upon
association and information about the possible conformations in water and organic
solvents were obtained by using fluorescence, circular dichroism and Molecular
Mechanics and Molecular Dynamics. The complexation of 1,8-dimethoxynaphatalene
(oNy) and the hetero-association of NmCD, both with mCD, were also studied.

5. Study of the complexation of methyl 2-naphthalenecarboxylate (2MN), a
fluorescent probe, with 2',3'-0-(0-Xylylene)-per-O-Me-a-, -B- and -y-cyclodextrins
(Xma-, Xmp- and XmyCDs respectively) which also have the capacity to self-aggregate.
The influence of the xylylene moiety was assessed by comparing the data of 2MN
complexation by Xmoa-, Xmp- and XmyCD with those obtained for their fully
permethylated, ma-, mp- and myCD counterparts. The 2MN emission spectrum shows
two overlapping electronic bands whose ratio of intensities, R, is very sensitive to the
polarity of the surrounding medium. The stoichiometry, the complex formation
constants and the AH” and AS’ parameters upon inclusion were obtained from the
variations in R and <t> as a function of CD concentration and temperature. Molecular
Mechanics and Molecular Dynamics calculations were performed to simulate the
complexation processes in the presence of water, determine their preferred structures

and the forces responsible for their formation.
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From the research work done in this Thesis the following conclusions are

proposed:

1. The Induced Circular Dichroism (ICD) spectra of the of 2, 3-dimethyl
naphthoate and 1-methyl naphthoate with 2-hydroxypropyl a-, B- and y-cyclodextrins
sign varies depending on the inclusion of the chromophore in the CD cavity and the
orientation of its electronic transition moment relative to the CD n-fold rotational axis.
The analysis of these spectra supported the experimental data obtained by fluorescence
and are in agreement with the minima binding structures theoretically obtained,
demonstrating that the ICD is a simple and reliable method to determine the structure of
inclusion complexes in solution. Thus:

o The 23DMN forms complexes of stoichiometry 1:1 with a-, B- and YHPCDs. In
these complexes the long naphthalene axis is nearly parallel to the n-fold rotation CD
axis. There is a full penetration of 23DMN inside B- and yHPCD, but in case of
aHPCD, the inclusion is not total.

e 1MN forms 1:1 inclusion complexes with the three types of HPCDs, where the
short naphthalene axis is nearly parallel to the n-fold rotation CD axis. Similar to
23DMN/HPCDs, 1MN does not totally penetrate in the aHPCD cavity, but when - and

yYHPCDs are used as hosts, this penetration is notably deeper.

2. The 2', 3'-O-(o-xylylene)-per-O-Me-cyclodextrins are able to self-aggregate in
aqueous dilute solutions.

e From the fluorescence decay profiles of xylylene moiety three lifetime
components are obtained. Two of them were ascribed to the monomer and dimer
species and the short-lived one to the scattering.

e The dimerization constants, Kp, at 25 °C are similar and relatively small, 177+80
M, 200+74 M and 248+75 M for Xma-, Xmp- and XmyCD respectively.

e All the XmCDs dimerization processes are enthalpically governed and
entropically disfavoured. The AH<0 values are typical of attractive van der Waals
interactions, whereas the AS’<0 values corresponded to the loss of freedom degrees
during association.

e The XmCDs monomers present an open = capped equilibrium which is

displaced to the open conformation. The most stable dimers are formed by head-to-head
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XmCD approaching (in open conformation), where both Xy groups favorably interact,
without penetrating into the cavity of the neighbor XmCD.

e In the case of the dimer (XmyCD), the formation of stable head-to-tail dimers is
not dismissed, although the structures formed by the association of more than two units

are energetically unfavorable.

3. The 2',3'-0-(1,8-naftaleno)-per-O-Me-CDs also self-aggregate.

e For the case of NmaCD (Kp=776x10° M™ at 25°C) and NmBCD (Kp=92x10°
M7 at 25°C) the dimerization constants in water are much larger than those previously
obtained for XmCDs.

e The processes of association for Nmo.CD and NmBCD are enthalpy and entropy
favored. The AH<0 values are quite similar to those obtained for the (XmCD),
formation. However, the AS”>0 is in contrast with the negative value obtained for
XmCDs. This sign is attributed to the much higher loss of solvation order during
dimerization in the case of the larger naphthyl groups compared with the benzene rings.

e For the NmyCD, the dimerization constant (Kp = 401 M' at 25°C) is
considerably smaller than for Nma- and NmBCDs, but remains higher than its analogue
with xylylene. Although the entropy is AS*>0 (as in the rest of NmCDs), the process is
accompanied by a AH’>0. Its large size and conformational flexibility are responsible
for a weakening in the intermolecular interactions of the dimer.

e For all the NmCDs, the dimer formation is more favorable in high polarity
solvents and does not dissociate in the presence of strong complexation guests.

e The theoretical results support the absence of any open 2 capped equilibrium

and the isolated monomer is stable in an open conformation, very similar for the three
NmCDs.

e The head-to-head-type approaching are the most stable for the Nma- and
NmBCDs dimers, where the naphthyl moieties are relatively close to each other to
couple their transition moments but without forming excimers. They are also relatively
shielded from the solvent, although they do not penetrate inside the cavity of the
neighbor CD.

¢ In the case of NmyCD of head-to-tail-type dimer structures are the most stable
and the presence of associations in head-to-tail-trimers and oligomers could be

energetically possible.
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4. The XmCDs and their permethylated partners form inclusion complexes with a
fluorescence probe which is sensitive to medium polarity, 2-methyl naphthoate:

e The stoichiometry for all the systems are 1:1 and the binding constants for the
2MN/XmCD complexes are larger than for 2MN/mCD ones.

e The mCD cavities are more hydrophobic than their natural counterparts (e values
of less than 10, 25 and 52 for ma-, mB- and myCDs respectively), whereas the XmCDs
show a quite similar apolar microenvironment cavity with € ~28 for any of them.

e All 2MN complexes either with mCD or XmCD systems provide AH’<0, typical
of attractive van der Waals interactions which are usually less favorable as the CD
cavity size relative to the guest molecule increases. Adding the Xy moiety to mCDs
leads to more favorable AHC by additional attractive 2MN-xylylene group interactions.

o The AS®signs accompanying the m- and XmCD complexation can be explained
on the basis that 2MN fully penetrates inside any of the hydrophobic methylated m- and
XmCDs and the fact that the guest movement inside these cavities could be more
hindered than inside their natural partner. The Xy cap might also contribute to a better
tightening and hydrophobic effect.

e The binding energies decrease with the size of the macroring in the same manner
as binding constants and enthalpy changes. These energies for Xma- and XmpCDs are
slightly more favorable than their methylated ma- and mpCDs counterparts. As

occurred for binding constants (and AH®), Xmy- and myCDs exhibit similar values.
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Constantes de dimerizacion

Para el proceso de dimerizacion dado por el equilibrio:
2XmCD 2 (XmCD),

la concentracion de cada especie en el equilibrio sera

2XmCD &= (XmCD),

[XmCD],-2x X

y la constante de dimerizacion, Kp, viene expresada como:

[(XmCD),] X
[XmCDJ*  ([XmCD],-2x)’

D

Si despejamos x de la expresion anterior obtenemos:

4 K, [XmCD], +1-/8 K, [XmCD], +1

X =[(XmCD), ] = -

Por otro lado, el promedio de tiempo de vida viene dado por :

<T>: fmep Txmep T+ f(XmCD)z T(xXmCD),
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All

Al2

AlL3

Al4

ALS

siendo f la fraccion de fluorescencia de monomero o dimero en cada caso y T su tiempo de

vida correspondiente.

La intensidad de fluorescencia por grupo cromoforo de cada especie, I, se define

como el producto de la concentracion de la especie, su eficiencia cuantica (por unidad de

cromoforo), ¢, y una constante de proporcionalidad, k’, que viene dada por el

espectrofluorimetro, las condiciones de medida etc.
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Lincp =K' Bymen [XMCD] AL6

I [(XmCD), | AL7

_ 1
(XmCD), — K ¢(chn)2

El parametro f de monomero y de dimero se puede definir como :

f Lxmeo ALS8

XmCD —
Iymep +2 I(XmCD)2

sustituyendo las Ecuacion AlL.3, AL.6 y AL6 en la expresion anterior y simplificando

términos obtenemos:

K ¢XmCD [XmCD] _ ¢XmCD AL9

foop= _
ke Pimep [XmCD]+2 k’ ¢(ch13)2 [(XmCD)z] Pamep +2 ¢(XmCD)2 Ky [XmCD]

Lt B 2 ¢(XmCD)2 Ky [XmCD] Al 10

f -
P Benen +2 Bmen, Kp [XMCD]

(XmCD), —

La concentracion de mondémero en el equilibrio se puede obtener a partir de las

Ecuaciones AL.2 y Al4:

-1+./8 K, [XmCD], +1
4K,

[XmCD]=[XmCD],-2x = AL1L

Si sustituimos en la Ecuacion AlLS, los términos obtenidos por las Ecuaciones A9,

AL10y AL 11 y reajustamos tenemos la ecuacion:

(. 250 o ) e, (GBI 1)

2+ (¢(XmCD)2/¢XmCD) (\/SKD[XmCD]o +1 _1)
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Por otra parte, la intensidad de fluorescencia observada en una disolucién de XmCD
puede describirse como la suma de las contribuciones debidas a la fluorescencia del

monomero y del dimero:

[=Tcp I(XmCD)2 = Pimep [XmCD] + 2¢(XmCD)2 [(XmCD)z] =

Al13
= ¢XmCD [XmCD] + 2¢(XmCD)2 KD [XmCD]2

Reorganizando la Al.13 y sustituyendo en ella las Ecuaciones Al.4 y Al.11, se
obtiene la Ecuacion Al.14 que relaciona la intensidad de emision de fluorescencia y la

concentracion inicial de ciclodextrina [XmCD]y:

(4K,[XmCD], +1)— /8K, [XmCD], +1 d (\/8KD[XmCD]0 +1— 1)

I = ¢(XmCD)2 4 KD ’XmCD 4 KD AI 14
que puede ser reescrita como:
(V8Ko[XmCD], +1-1)
I= ¢(XmCD>2 [XmCD], ~ (¢(XmCD)2 - ¢ch1)) AlL15

4K,
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Desarrollo de las ecuaciones de las constantes de complejacion

-CASO A: Ausencia de procesos de dimerizacion en las ciclodextrinas

Para un sistema huésped:anfitrion del tipo 2MN:CDn de estequiometria 1:n, cuyo

equilibrio se define como :
2MN + nCD ——= 2MN:CD, AllL1

La constante de complejacion K, viene definida como:

« - [2MN:CD]

= AIL2
[2MN][CD]"

Para una estequiometria 1:1, si la concentracion total de 2MN y CD es respectivamente:

[2MN], = [2MN] +[2MN:CD] AIL3
[CD], =[CD] +[2MN:CD] AlL4

la fraccion molar de complejo formado lo puedo definir como:

_ [2MN:CD]
* [2MN],

AlLS
Aplicando la Ecuacion AIl2 y asumiendo que la [CD]>>[2MN:CD], podemos

relacionar la constate de complejacion con la concentraciéon de ciclodextrina inicial

mediante:

K [CD],

= 0 AIL6
1+K [CD],
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Esta expresion va a ser valida siempre y cuando la ciclodextrina libre esté en exceso
comparada con la cantidad que forma parte del complejo, haciendo que por tanto

[CD], =[CD] en la Ecuacion All.4. Esta suposicion implica que la cantidad de [2MN]

tiene que ser muy baja comparada con la [CD]y y que la constante de complejacion

tampoco debe de ser muy alta. Si K [2MN]< 1 esta aproximacion es totalmente valida.

En nuestro caso la [2MN]~3x107 y las K obtenidas estan entorno a ~10>-10°> M™' para una
estequiometria 1:1 para todos los sistemas, asi que dicha hipotesis es totalmente valida.
Asumiendo que existen dos especies que fluorecen en el equilibrio, la sonda libre y
la sonda complejada, la constante de complejacion se puede relacionar con la [CD]y, a
través de relaciones no lineales que existen con las propiedades de fluorescencia,

obtenidas mediante estado estacionario o tiempos de vida:

1 _1+ (I,/1,)K[CDI;
I, 1+ K [CDJ;

(a) AlL7

donde I representa el valor de intensidad de fluorescencia a cada concentraciéon de
ciclodextrina. Los subindices o« y 0 corresponden al valor de I para la [CD]y=0 y para el

valor extrapolado de [CD]—oo.

R,+R, ®K[CD]’
(b) R= =0 AILS
1+®K[CD],

donde R es la relacion de intensidades de las dos bandas caracteristicas del espectro de

emision de los derivados de naftoato R=1, /I, . El pardmetro ®=1I_, /IM1 se puede

obtener de los valores de I(A;) a [CD]=0 y del valor extrapolado [CD]—, aunque es
optimizado durante el proceso de ajuste a los datos experimentales. R, y Ry son valores de
R cuando la sonda 2MN se encuentra totalmente libre y totalmente complejada,

respectivamente.

1,1, K [CD],
1+'K [CD],

AIL9

(© (v
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donde <t> es el tiempo de vida promedio, obtenido del andlisis de los perfiles de
decaimiento de fluorescencia. 7, y 7z, son el tiempo de vida para la especie libre y
totalmente complejada de 2MN, respectivamente. Si el tiempo de vida se recoge a la
longitud de de onda de emisién A, , ®=®". Si se recoge a la longitud de onda A,, entonces

@ y @’ se relacionan mediante la Ecuacioén AIL10:

D'(4)= %@(/12) AIL10

0

Las Ecuaciones anteriores All.7, AIL.8 y AIL.9 se pueden linealizar obteniendo la

expresion de forma general:

>

[cD]) _ 1 . [cp
(Y,-Y) Ko(Y,-Y,) Y,-Y,

=3

All11

donde Y representa cualquiera de los parametro I, R 6 <t>.

-CASO B: Presencia de proceso de dimerizacion en las ciclodextrinas 2CD &2 (CD),

Algunas ciclodextrinas pueden presentar procesos de auto-asociacion. Por este
motivo, cuando realicemos el estudio de complejacion de dichas ciclodextrinas con
moléculas huésped, debemos considerar dos procesos competitivos (Esquema AIlL.1):

1) El proceso de dimerizacion.

2) El proceso de complejacion.

Kp

CD + CD & (CD),
+

K
2MN = 2MN:CD

Esquema All.1. Equilibrios y constantes de asociacion
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Ambos equilibrios estan caracterizados por la constante de dimerizacion (Kp) y la
constante de complejacion (K), respectivamente.

La constante de dimerizacion no cambia porque exista otra especie en el medio.
Para el calculo de K, debemos considerar la concentracion de mondmero real [CD]
presente en el medio, que es la especie que va a formar el complejo de inclusion con el
2MN. Asi, la Kp debe tenerse en cuenta para el calculo de K, ya que Kp va a definir la
cantidad de mondémero presente para cada [CD], y temperatura. De este modo, la

Ecuacion AIL.8 y AIL.11 se puede escribir como:

R,+R_ DK ([CD]O - 2[(CD)2])n

1+@ K ([cD], -2[CD), ]} AILI12

([ep,-2[cmy)) ([cp], -2[cp.])
(Y,-Y) Ko (Y,-Y )+ Y,-Y,

[ee]

AllL.13

Es importante sefialar que la concentracion de dimero (CD), presente en el medio se

obtiene a cada [CD]yy temperatura con la expresion (Ecuacion Al.4, Anexo I):

[(CDZ)] _ (4K,[CD], +1)—-4/8K,[CD], +1

8K,











