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RESUMEN

En la presente memoria se informan los resultados del comportamiento
electroquimico y espectrofotométrico del complejo de inclusion formado por la
interaccion de bentazona con pB-ciclodextrina (B-CD) y sulfobutileter-B-
ciclodextrina (SBE-B-CD) en solucién, y una evaluacién espectroscopica (IR) de
la formacion del complejo en estado sélido. El estudio en solucién se efectud en
medio acuoso haciendo uso de técnicas electroquimicas como voltametria de
pulso diferencial (VPD) y voltametria ciclica (VC) y técnica espectrofotométrica
UV-visible.

Bentazona presentd una respuesta anddica correspondiente a su oxidacion
electroquimica en medio acuoso (buffer fosfato 0,1M). La intensidad de
corriente disminuyé a medida que aumenté la concentracion de las
ciclodextrinas (CDs) lo que evidencié la formacion de un complejo de inclusion.
La variacién de la corriente asociada a la concentracion de las CDs permitid
obtener las constantes de formacién del complejo de inclusién

Por espectrofotometria UV-Visible se determiné el aumento de solubilidad de
bentazona en presencia de las CDs que resulté ser de 1,8 y 8,6 veces para -

CDy SBE-B-CD, respectivamente.

Por medio de espectroscopia IR se observo una disminucién en la intensidad de
las sefiales correspondientes a la bentazona cuando interactia con las CDs
pudiendo evidenciar la formacién del complejo de inclusion.

Bentazona mostré una menor afinidad por la B-CD, lo que se refleja en los
valores inferiores de constante de formacién y solubilidad en comparacion con
la SBE-B-CD.



Electrochemical and spectrophotometric study of bentazone-cyclodextrin
inclusion complexes.

SUMMARY

In the present thesis, the electrochemical and chromatographic behaviour of
bentazone-cyclodextrin inclusion complexes was studied. B-cyclodextrin and
sulfobutylether-B-cyclodextrin, and a spectroscopic behaviour of the interaction
in solid state formed were used. The electrochemical study was carried out in
aqueus media using differential pulse voltammetry (DPV) and cyclic voltammetry
(CV). In addition, spectrophotometric experiment was carried out.

The electrochemical oxidation of bentazone on glassy carbon electrode in
aqueus media (Phosphate buffer 0.1M ) was observed. The addition of CD to
the aqueous solution causes changes in the voltammograms. With the increase
of the amount of CD, the anodic peak current (l,s) decreased. These results
were ascribed to the formation of the inclusion complexes. The decrease of
peak currents with the increase of concentrations of CD was used to apply the
current titration procedure in order to calculate the formation constants.

The increase of bentazone solubility by CDs was measured by UV-Visible. The
solubility increase more than 8 times with SBE-B-CD.

A decrease in the intensity of the bentazone signals when the CDs interacting
was measured by IR spectroscopy.

Bentazone showed an affinity to B-cyclodextrin smaller than sulfobutylether--
cyclodextrin, due to of smaller values of formation constants and solubility were
obtained.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Las ciclodextrinas (CDs) son un grupo de oligosacaridos ciclicos obtenidos a
partir de la degradacién enzimatica del almidén, formado por distinto nuamero de
residuos de D(+) glucopiranosa unidos mediante enlaces o (1-4), como se
muestra en la figura 1.1. Las principales CDs naturales poseen 6 (a-CD), 7 (B-
CD) u 8 (y-CD) unidades de glucosa (figura 1.2,A), siendo la B-CD la mas
estudiada. El derivado sintético sulfobutileter-3-CD (SBE-B-CD) (figura 1.3),
presenta una mayor solubilidad en agua, debido a que posee un grupo extra
(R= (CHz)s SO3Na) que le confiere una mayor afinidad con las moléculas de

agua (figura 1.3).

HO
HO OH 0

Fig. 1.1 Representacion del enlace a (1-4) de la ciclodextrina

Una de las caracteristicas de las ciclodextrinas es que poseen una estructura
toroidal (figura 1.2,B), con una cavidad interior hidrofébica compuesta por los
oxigenos glucosidicos y los hidrégenos metilénicos, y una superficie hidrofilica
debido a los hidroxilos en las posiciones 2, 3y 6.[1]
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Fig. 1.2 (A) Estructura quimica de la ciclodextrina (n=1, 203,paraa-CD,BCDy
y-CD, respectivamente); (B) Forma toroidal de la molécula B-CD.
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Fig 1.3 Estructura quimica SBE- B-CD (R= (CH)s SO;Na)

La caracteristica mas importantes de las CDs es su capacidad para formar
complejos de inclusion en solucién y en estado sélido con una gran variedad de
moléculas “huésped” (lldmese cualquier molécula orgénica e inorganica capaz
de ingresar a la cavidad que se forma en la CD).

w3is
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La formacién del complejo de inclusién es un proceso de equilibrio dinamico y la
estabilidad de este complejo puede ser descrito en términos de una constante
de asociacién (Ka), como se muestra en la figura 1.4. Otra caracteristica
importante a destacar es que no existe formacion de enlaces covalentes entre
el anfitrion y el huésped en el complejo de inclusion.

=Wy
\\ cb T [P g CD]
[PILCD]

Fig. 1.4 Representacion esquematica de la formacion del complejo de inclusion
pesticida/ B-CD y expresion general de la constante de asociacion (Ka).

Un parametro esencial para determinar la afinidad huésped/ciclodextrina en la
generacién del complejo de inclusién es la constante de formacion (Kf), ya que
entrega informacién acerca de cambios en las propiedades fisicoquimicas de la
molécula al ser incluida. Existen variadas técnicas para la determinacion de la
constante de formacién de un amplio nimero de complejos de inclusion:
absorcién UV-visible por medio de diagramas de solubilidad de fases [2-4],
H-NMR [5], fluorescencia [6], HPLC [7, 8].
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Sumada a las técnicas mencionadas anteriormente se han usado métodos
electroquimicos [9-11]. Las técnicas electroquimicas han mostrado ser
suficientemente sensibles para bajas concentraciones de especie electroactiva,
han sido aplicadas gracias al buen desarrollo de la teoria junto con la facilidad
de acceder a los datos experimentales, proveen una informacién util sobre la
naturaleza de las especies oxidadas o reducidas de los compuestos estudiados,
también nos permite monitorear cambios muy sutiles del medio molecular junto
con aspectos mecanisticos de procesos electrodicos. El hecho que muchas
moléculas organicas complejas presenten solo un grupo funcional electroactivo
permite la determinacién de cada molécula, aun estando en una mezcla, sin la
necesidad de una separacién quimica previa. Esta combinacion de rapidez de
medicién y selectividad es excepcionalmente atractiva en la industria quimica
moderna.

Con respecto a las fuerzas de enlace que rigen la interaccion ciclodextrina-
huésped, se ha encontrado que las interacciones hidrofébicas, dipolo-dipolo,
fuerzas de Van der Waals y formacién de puentes de hidrégeno [12-15] influyen
en la formaciéon de los complejos de inclusion.

En la industria farmacéutica, las ciclodextrinas son ampliamente usadas para
mejorar la estabilidad quimica, para aumentar la solubilidad en agua de
farmacos no polares, y consecuentemente su biodisponibilidad o para modificar
algunas caracteristicas fisicoguimicas, junto con promover una liberacion
controlada de algunas drogas [16]. Sin embargo, desde la década pasada las
ciclodextrinas han despertado gran interés y atencién en otros campos, como
en la agricultura, tecnologias en nanocompuestos, cromatografia, biotecnologia
y también estudios para ser utilizado como suplemento dietético, etc., debido al
relativamente bajo costo que conlleva la produccion de estos compuestos.
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Por otro lado, el uso de pesticidas se hace imprescindible para la industria
agricola, a pesar de poseer problemas con la salud y medio ambiente al ser
aplicados en altas dosis, puesto que existe una disminucion de la eficiencia
debido a mecanismos de pérdida del componente activo como son, por ejemplo
evaporacion, hidrélisis y degradacién en contacto con la luz entre otros. El
excesivo uso de pesticidas tiende a reducir la actividad biolégica de los suelos,
ademés de provocar un impacto negativo en la biodiversidad de estos. Es por
esto que se hace necesario estudiar e implementar aditivos que puedan
interactuar con el pesticida con el fin de mejorar su eficiencia, como por
ejemplo, es el uso de ciclodextrinas, aunque ain es muy bajo su nivel de
aplicacion.

Muchos pesticidas sintéticos pueden formar complejos de inclusion con
ciclodextrinas [17], a menudo resultan en mejoras en sus propiedades quimicas
y fisicas, tales como solubilidad y biodisponibilidad [18-21], incremento en la
estabilidad de pesticidas fotodegradables y/o pesticidas inestables [22, 23],
efectos cataliticos sobre la degradacién de pesticidas [24], disminucion de olor y
sabor desagradable y liberacién controlada [25], disminucién de la toxicidad al
contacto para humanos [26], etc. Ademas, las ciclodextrinas son
biodegradables, naturales, compuesto no-toxicos, inofensivos para
microorganismos, y por lo tanto, no perniciosos para el medio ambiente [27, 28].

De esta manera, en este trabajo de memoria se estudiara la interaccion, tanto
en solucién como en estado sélido entre bentazona con B-CD como con su
derivado SBE-B-CD
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Bentazona (figura 1.5) es un herbicida de post-emergencia usado para el
control selectivo de malezas de hoja ancha (dicotiledoneas) como yuyo,
manzanillén, ortiga, chamico, duraznillo, etc. Esta benzotiadiazina es un
inhibidor fotosintético (fotosistema Il), es un herbicida de contacto que presenta
una lenta absorcién foliar, se aplica en cultivos de frejol, arveja, maiz, trigo,
arroz y soya entre otros. [29, 30].

Considerando las propiedades de las CDs y el amplio uso de la bentazona
resulta interesante estudiar una formulacién con B-CD y SBE-B-CD tanto en
solucién como en estado sélido, con el fin de mejorar por ejemplo la estabilidad
quimica que presenta bentazona debido a la fotodegradacion, por medio de una
liberacién controlada se podria aumentar el contacto de este herbicida con las
hojas de maleza, etc.

0 H
\s _N

o= |

H4C N
CH4 O

Fig. 1.5 Estructura quimica de bentazona
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2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.1 Objetivo General

El objetivo de este trabajo es estudiar la interaccién de bentazona con CDs y

obtener las constantes de asociaciéon de los complejos de inclusion haciendo

uso de técnicas electroquimicas y espectrofotométrica, ademas de una

evaluacién del complejo de inclusién en estado sélido. El estudio se llevara a

cabo utilizando dos tipos de CDs: betaciclodextrina (8-CD) y sulfobutileter-
betaciclodextrina (SBE- B-CD).

2.2 Objetivos Especificos

Realizar un estudio electroquimico de bentazona en solucién acuosa

Estudiar el efecto de la concentracién de ciclodextrinas (3-CD y SBE- B-
CD) en el comportamiento electroquimico de bentazona.

Determinar la constante de asociacién (Ka) mediante técnicas

electroquimicas.

Estudiar la formacién del complejo de inclusién entre bentazona y las
distintas CDs, determinando el aumento de solubilidad debido a la
formaciéon del complejo de inclusién y la constante de asociacion de
dicho complejo mediante espectrofotometria UV-visible.

Obtener un complejo sélido bentazona-B-CD y bentazona- SBE-B-CD
mediante evaporacién al vacio y mezclado (kneeding) y Evaluar
mediante espectroscopia IR la formacién de los complejos en estado
sélido.
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3. MATERIALES Y METODOS

Materiales y Equipos
3.1.1 Reactivos y Solventes

» Bentazona 99,5%, CHEM SERVICE, P.O. Box 599. West Chester, PA
19381-0599

» B-Ciclodextrina 99.9%, CALBIOCHEM.

o Sulfobutileter-B-Ciclodextrina. SBEBCD, CAPTISOL®.

» Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado, J.T BAKER..
e Agua pureza Milli-Q (18,2MQ cm).

* Acido ortofosférico , p.a. Merck.

¢ Nitrégeno extra puro (99,9%) AGA Chile S.A.

e Aliminas de 0,3 y 0,05 um.

e Hidréxido de sodio (pellets) p.a Merck.

« Acido clorhidrico (36%) p.a. Reutter.

¢ Etanol absoluto (EtOH) (99,8%) p.a., Merck.
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3.1.2 Material de Vidrio

e Todo el material de vidrio utilizado fue de clase A

3.1.3 Equipos

A. Equipos de uso general

¢ Balanza de precision, Precisa 40 SM-200, sensibilidad 0,01 mg.
e Balanza granataria PJ Precisa Junior 500C (sensibilidad 1 mg).
* Medidor de pH WTW modelo pMx 3000

¢ Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra-Pure Water System.

e Sonicador Bransonic Branson 2210.

o Agitador Magnético
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e Medidor de pH WTW modelo pMx 3000
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¢ Sonicador Bransonic Branson 2210.

e Agitador Magnético
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B. Sistema Electroquimico y Computacional
Analizador voltamétrico BAS CV-50W

Celda electroguimica:
- Celda electroquimica BAS (10 mL)
- Electrodo de trabajo: Carbén vitreo
- Electrodo de Referencia: Ag/AgCI
- Electrodo Auxiliar: Alambre de Platino

Sistema Computacional Pentium Il Gateway para adquisicion y
tratamiento de datos.

C. Sistema Espectroscépico UV-vis
Celda de cuarzo 1 cm de paso 6ptico

Espectrofotometro UV-vis UNICAM modelo UV-2.
Software VISION 2,1, para control del instrumento.

-10 -
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Métodos

3.2.1 Preparaciéon de Soluciones

A. Solucion Stock de Bentazona

Se preparan soluciones stock de bentazona de una concentracién de 1,0 x 10
M en buffer fosfato 0,1 M. Esta solucion se mantiene refrigerada.

B. Solucién Tamp6n
En un matraz de 500 mL se agregd 17,907g de fosfato de sodio dibasico
dodecahidratado, para luego aforar con agua Milli-Q. EI pH se ajusto
adicionando pequefias alicuotas de acido ortofosforico.

C. Solucién de Trabajo

Se toma una alicuota de solucion stock de bentazona, se adicionan en un
matraz de 100 mL y se agrega buffer fosfato 0,1M hasta su aforo.

L
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3.2.2 Caracterizacion Electroquimica
A. Voltametria Ciclica

Para el desarrollo de este estudio se prepararon soluciones de trabajo de
concentracién 1,0 x 10° M de bentazona en buffer Fosfato 0,1M (10 mL).

Se analizé el comportamiento del pico voltamétrico variando las velocidades de
barrido a distintos pH. Antes de cada medicion se burbujeé con N2 extra puro
por cinco minutos. Con los valores obtenidos de la corriente de pico anddico a
distintas velocidades de barrido es posible determinar si el proceso esta
controlado por difusién o bien por adsorcién.

Si el proceso tiene una conducta reversible:
Para procesos controlados por difusion se cumple la siguiente relacion,

% e v
i, =269x10°-n"2.4-D,2-C-v?  Ec. 3.1
Y para los procesos controlados por adsorcion, se tiene

i, =2,69x10°-n"2.4-D,)2.Cv  Ec 32

En donde,

C = concentracién, [mol / cm®]

A = érea del electrodo, [cm?]

Do = coeficiente de difusién, [cm? / s]
v = velocidad de barrido, [V / §]

n = numero de electrones

<12,
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ip = Intensidad de pico, [A]

Para casos cuyo comportamiento es irreversible, se tienen las siguientes
ecuaciones, en donde las ecuaciones 3.3 y 3.4 representan los procesos
controlados por difusién y adsorcion, respectivamente:

2

i =299%x10°-n-(@-n, )5 -4-C°- D% v*  Ec 33

i, =299x10°-n-(@-m)?-4.C°-Dy2 v  Ec. 34

En donde

n = numero de electrones transferidos finales
Na = nUmero de electrones transferidos antes de la etapa determinante.

Al hacer una relacién logaritmica y seguidamente aplicando el diferencial a las
ecuaciones con respecto a la velocidad de barrido, es posible encontrar el valor
de la pendiente para el proceso en estudio. A modo de ejemplo para el proceso
controlado por difusion estaria dado por:

loglp = logk + % logv Ec. 35

Ologlp "0 s Ec. 3.6
dlogv
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De este modo, un valor de pendiente 0,5 de la ecuacién 3.6, indica que el
proceso es controlado por difusion.

Por otro parte, haciendo el mismo desarrollo anteriormente descrito para la
ecuacion 3.4 obtendremos una pendiente igual a 1, lo que indica que el
proceso esta controlado por adsorcién.

B. Voltametria de Pulso Diferencial

Se desarrollé el estudio mediante voltametria de pulso diferencial (VPD) con
una solucién de trabajo de concentracién 5,0 x 10*M de bentazona en buffer
fosfato 0,1M. La celda electroquimica esta formada por un electrodo de carbén
vitreo como electrodo de trabajo, un electrodo Ag/AgCI (sayy cOmo electrodo de
referencia y alambre de platino como electrodo auxiliar. Antes de cada
medicion, la solucién de trabajo se burbujeé con Nz extra puro durante cinco
minutos. El electrodo de trabajo fue limpiado y pulido con aliminas de 0,3 y
0,05 um, respectivamente.

Para determinar las condiciones de trabajo en VPD, se midi6 y evalué la sefial
de oxidacion de la bentazona a distintos pHs modificando los parametros
generales y especificos con el fin de obtener una sefial bien definida y
reproducible. El ajuste de pH se efectué adicionando pequefias cantidades de
acido ortofosférico.

-14 -
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C. Voltametria de pulso diferencial con ciclodextrinas en
solucién

Para realizar el estudio del efecto de la concentracion de las ciclodextrinas
(B-CD y SBE-B-CD) sobre la corriente de pico anddico (I,.), se prepard, a partir
de la solucién stock, 250 mL de una solucién de trabajo de concentracion 5,0 x
10* M de bentazona en buffer fosfato 0,1M a pH 6. Se toman alicuotas de 10
mL de esta solucion y se pesan cantidades crecientes de CDs hasta obtener
una concentraciéon de 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 mM tanto de B-CD como de SBE-3-
CD en distintos viales. Para estandarizar el procedimiento se agita cada
solucion por 15 minutos a temperatura ambiente, luego se almacena por 24
horas a una temperatura de 4 °C, una vez transcurrido este tiempo se deja que
las soluciones alcancen la temperatura ambiente para poder ser medidas
mediante VPD burbujeando con Nz extra puro antes de cada medicion.

A partir de los valores de corriente en funcién de la concentracion de las CDs es
posible obtener las constantes de formacion de los complejos de inclusién CD-
bentazona, mediante la siguiente relacién [31, 32]

! = M”Ka
lcb} M i=ili

Ec. 3.7

Donde,

Ka = constante de asociacion.

i o = corriente de pico en ausencia de CD.
i = corriente de pico en presencia de CD.
A = constante

[CD] = concentracién molar de CDs.




Materiales y Métodos

3.2.3 Caracterizacion Espectrofotométrica

El estudio por UV-visible tiene como objetivo determinar el aumento de
solubilidad debido a la formacién del complejo de inclusién y la constante de
formacién.

Se preparé una curva de calibracién a partir de una solucién stock de
concentracion 1,586*10°M de Bentazona en agua, se observa dos sefiales
caracteristicas en el espectro de absorcién, una sefial de menor intensidad a
una longitud de onda de 330 nm y otra sefial més intensa a una longitud de
onda igual a 224 nm. A esta longitud de onda se obtiene la curva de calibracién
y el efecto de la adicién de CDs.

A partir de la curva de calibracién se puede obtener la concentracién de
bentazona usando la adsortividad molar e= 27423 M' cm' para estas
condiciones experimentales mediante la relaciéon de Lamber Beer [33]:

A= éebc Ec. 3.8

Donde,

A= Absorbancia.

¢ = Absortividad molar.

b = Paso optico (1 cm).

¢ = Concentracion de la especie.
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Materiales y Métodos

Se realiza un estudio de solubilidad de fase en el cual se pesa 12,5 mg de
bentazona y se agrega 2,5 mL de agua conteniendo distintas concentraciones
de CDs En el caso de B-CD las concentraciones varian entre 0 a 6 mM: para
SBE- B-CD las concentraciones varian desde 0 a 30 mM.

Las muestras fueron agitadas por 24 horas a 20°C. Las muestras se
almacenaron por 4 horas a 4°C y luego fueron filtradas a través de un filtro de
membrana de 0,45 um. La concentracion de bentazona fue obtenida del
espectro de absorcién a una longitud de onda de 224 nm.

La constante de asociacién, es calculada a partir de los diagramas de
solubilidad de fase [34, 35].

Estos diagramas consisten en gréficas de concentracién de bentazona versus la
concentracion de ciclodextrinas. El valor de la pendiente obtenida en la gréafica
se utiliza para obtener la constante de asociacién mediante la siguiente
relacion:

endiente
Ka= E - Ec.3.9
S, (1- pendiente)

Donde,
Ks= Constante de asociacion.

S, = Solubilidad de bentazona en ausencia de CDs.
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3.2.4 Formacién de complejo de inclusién en estado sélido

Se evalud la formacién de un complejo de inclusién bentazona-CD en estado
sélido a través de espectroscopia IR, como referencia se utiliz6 una mezcla
fisica entre bentazona y las CDs (B-CD y SBE-B-CD), la razén estequiométrica
que se utiliz6 es la obtenida mediante el estudio de solubilidad de fases en la
evaluacion espectrofotométrica (UV-visible).

A. Método de evaporacién al vacio

Se mezclaron B-CD y SBE-B-CD con bentazona con una razén estequiométrica
de 1:1 (segun estudio de solubilidad de fases UV-vis) en una soluciéon hidro-
alcohdlica. Donde 50 mg de bentazona se disolvieron en 88 mL de etanol
(solucién 1), y 236,18 mg de B-CD en 6 mL de agua milli-Q (solucién 2), para el
caso de la SBE-B-CD se pesaron 433,056 mg en 6 mL de agua milli-Q (solucién
2'). Las soluciones 1 y 2 como las soluciones 1 y 2’ fueron mezcladas durante
20 minutos en el sonicador hasta obtener una solucién clara, luego las
soluciones se hacen pasar por el rotavapor hasta que se evapore el solvente, el
producto es almacenado por 48 horas a 36 °C, finalmente es molido hasta
obtener un fino polvo.

B. Método de mezclado (Kneeding)

Se mezclaron B-CD y SBE-B-CD con bentazona con una razén estequiométrica
de 1:1, tanto la mezcla B-CD-bentazona como SBE-B-CD-bentazona se
mezclaron y amasaron en un mortero por 45 minutos, durante este proceso, se
agregaron 3 mL de etanol con el fin de mantener una consistencia aceptable, el
producto fue secado a 36°C por 48 horas, pasado este tiempo el producto fue

molido hasta obtener un fino polvo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Comportamiento electroquimico de bentazona en buffer fosfato
0,1M.

El estudio de la sefial de oxidacién electroquimica de bentazona sobre el
electrodo de carbén vitreo fue realizado en medio buffer fosfato 0,1M a distintos
pHs, junto con modificar los parametros generales y especificos del método de
medicién con el objeto de definir las condiciones adecuadas para realizar el
estudio en presencia de B-ciclodextrina (B-CD) y sulfobutileter-B-ciclodextrina
(SBE-B-CD).

4.1.1 Efecto de pH.

Mediante voltametria de pulso diferencial (VPD) se realizdé el estudio de la
oxidacién de bentazona a diferentes pHs. En la figura 4.1.1 se observan los
voltamogramas de pulso diferencial obtenidos para una concentracién de
bentazona de 5,0x10* M en buffer fosfato 0,1M a temperatura ambiente, se
observa que la sefial del pico voltamétrico tiene un leve desplazamiento hacia
potenciales mas altos junto con una disminucién en la intensidad, a medida que
el pH de trabajo aumenta.

De acuerdo a lo informado por Oliveira y compaiiia [36] la oxidacién de

bentazona es dependiente del pH en medio acido, sobre un pH de 3.5 la
oxidacién de bentazona se hace independiente del pH de trabajo.
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Fig. 4.1.1 Voltametria de Pulso Diferencial a pH 4, 5, 6, 7 y 8 de una solucion de
concentracion 5,0x10“M de Bentazona en buffer fosfato 0,1M.

4.1.2 Efecto de la velocidad de barrido sobre la senal

Mediante Voltametria Ciclica (VC), se evalué una solucion de trabajo de
concentracién 1,0 x 10 M de bentazona en buffer Fosfato 0,1M modificando su
pH (pH 5, 6, 7 y 8) para observar su comportamiento frente a la variaciéon de la
velocidad de barrido. La figura 4.1.2 muestra los voltamogramas ciclicos a
diferentes velocidades de barrido.

El efecto de la velocidad de barrido sobre el potencial de pico a cada pH se

observa en la figura 4.1.3. En general, el potencial de pico se hace mas positivo
a medida que aumenta la velocidad de barrido
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Fig. 4.1.2 Voltametria ciclica a distintas velocidades de barrido (mV/s) a pH 5, 6,
7 y 8 de una solucién de concentracion 1,0x10°M de bentazona en buffer fosfato
0,1M.
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barrido a pH 5, 6, 7 y 8 de una solucién de concentracién 1,0x10°M de bentazona
en buffer fosfato 0,1M.
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En la figura 4.1.4 se observa la relacién logaritmica entre la corriente de pico
(Ip) y la velocidad de barrido (V) a los cuatro pHs estudiados. Se obtuvo una
relacion lineal con una pendiente aproximadamente igual a 0,5 indicando que el
proceso de oxidaciéon de bentazona es controlado por difusion.
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Fig. 4.1.4 Relacion logaritmica entre i, y la velocidad de barrido para una
solucién de concentracién 1,0x10°M de bentazona en buffer fosfato 0,1M a pH 5,
6,7y8
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4.2 Caracterizacion electroquimica del complejo de inclusién
bentazona-CD.

El estudio de la interaccion entre bentazona y ciclodextrina (3-CD y SBE-3-CD)
se realizd6 a pH 6.0. Se determind hacer los estudios a este pH de trabajo
debido a que la sefial anddica que refleja la oxidacion de Bentazona en el
electrodo se presenta de forma bien definida, reproducible y correspondiente al
pH del suelo en cultivos en donde se utiliza la bentazona. [37, 38]

Como se menciona en la seccion 3.2.2, C, se determina la disminucién de la
intensidad de la sefal correspondiente a la oxidacion de bentazona al
adicionarles cantidades crecientes de CDs. En la figura 4.2.1 se puede
observar la diferencia en la disminucion de la corriente de pico al aumentar la
concentracion de CD, en ambos estudios se trabaja con las mismas
concentraciones crecientes de CD, tanto B-CD como SBE-B-CD, en
comparacion con la sefial de bentazona sin CD, las concentraciones fueron las
siguientes: 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14mM de CD.
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4.2 Caracterizaciéon electroquimica del complejo de inclusién
bentazona-CD.

El estudio de la interaccién entre bentazona y ciclodextrina (3-CD y SBE-B-CD)
se realizé a pH 6.0. Se determind hacer los estudios a este pH de trabajo
debido a que la sefial anddica que refleja la oxidacion de Bentazona en el
electrodo se presenta de forma bien definida, reproducible y correspondiente al
pH del suelo en cultivos en donde se utiliza la bentazona. [37, 38]

Como se menciona en la seccién 3.2.2, C, se determina la disminucién de la
intensidad de la sefial correspondiente a la oxidacién de bentazona al
adicionarles cantidades crecientes de CDs. En la figura 4.2.1 se puede
observar la diferencia en la disminucién de la corriente de pico al aumentar la
concentracion de CD, en ambos estudios se trabaja con las mismas
concentraciones crecientes de CD, tanto B-CD como SBE-B-CD, en
comparacion con la sefial de bentazona sin CD, las concentraciones fueron las
siguientes: 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14mM de CD.
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Fig 4.2.1 Voltamogramas de pulso diferencial de bentazona 5,0x10* en buffer
fosfato 0,1 M con diferentes concentraciones de (A) -CD y (B) SBE-B-CD a pH
6,0

En la figura 4.2.1 se observa, junto con una disminucién de la corriente de pico
anddico a un potencial de oxidacion de 930 mV aproximadamente, la presencia
de una sefal a un potencial cercano a los 800 mV, sefial que se presenta en el
complejo de inclusién bentazona/B-CD, pero que se define de mejor forma en el
complejo de inclusion bentazona/SBE-B-CD, sefial que podria ser indicio de la
formacién del complejo de inclusién. Sin embargo, esta varia poco con el
aumento de concentracién de SBE-B-CD.
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Para obtener las constantes de asociacion (Ka) de los dos complejos de
inclusion bentazona-CDs se utiliza el descenso de la intensidad de la corriente
de pico en funcién de la concentracién de ciclodextrina. Al graficar la corriente
de pico (lp) versus concentracion de ciclodextrina se puede observar la
diferencia entre los dos tipos de ciclodextrina, como se muestra en la figura
4.2.2, donde la interaccion SBE-B-CD presenta una mayor disminucion en la
corriente de pico, efecto que también se observa en los voltamogramas de la
figura 4.2.1.

soj $ = B-CD
! e SBE-CD
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< 40 - ) L
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Fig 4.2.2 Efecto de la concentracién de ciclodextrinas sobre la corriente de pico
de bentazona en buffer fosfato 0,1 M a pH 6,0
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La disminucién de la corriente de oxidaciéon podria evidenciar la formacién de un
complejo de inclusién entre bentazona y las CDs, ya que el complejo de
inclusién presenta un coeficiente de difusion menor comparado con la molécula
libre. La disminucién de los valores de coeficiente de difusiéon en presencia de
CDs se puede determinar mediante mediciones de cronocoulombimetria. [39]

Para obtener las constantes de asociacién para los complejos de inclusion
bentazona/CDs, se utiliza la disminucion de corriente en funcion de Ia
concentracion de CD agregada, usando la ecuacion 3.7 descrita en la seccion
3.2.2,C. El resultado se muestra en la figura 4.7, en donde se grafica la
influencia de ambas ciclodextrinas.
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Fig 4.2.3 Grafico de 1/ [CDs] versus (1/1-i/io) de bentazona 5*10* M en
mezcla buffer fosfato (0,1M) a pH 6,0 para las distintas CDs a 20°C.
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En la tabla 4.2.1 se resumen los valores de las constantes de asociacion para
los complejos de inclusién obtenidas con las respectivas ciclodextrinas.

Complejo Bentazona-CDs Ka/ M™
B-CD 118 £ 29
SBE-B-CD 317+ 20

Tabla 4.2.1 Constantes de asociacion para los complejos de inclusion de
bentazona/CD en buffer fosfato 0,1M a pH 6,0 a 20°C.

El valor de la constante de asociacion que presenta el complejo de inclusion
bentazona/SBE-B-CD es mayor que bentazona/B-CD debido a que la molécula
de SBE-B-CD estéa sustituida en posicién 6 por un grupo R= (CHz)s SOsNa que
confiere a la molécula una mayor interaccidon con el “huesped’, en otras
palabras, aumenta la superficie de contacto no aumentando el tamafio de la
cavidad.
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4.3 Estudios Espectrofotométricos

El estudio por espectrofotometria UV-visible tiene como objetivo determinar el
aumento de solubilidad debido a la formacion del complejo de inclusién y la

constante de formacion.

Se prepar6 una curva de calibracién a partir de una solucién stock de
bentazona en agua, se observa dos sefales caracteristicas en el espectro de
absorcion, una sefial de menor intensidad a una longitud de onda de 330 nm y
otra sefial mas intensa a una longitud de onda igual a 224 nm y es con respecto
a esta ultima sefial mencionada con la cual se va a evaluar tanto la curva de
calibraciébn como en el estudio al adicionar CDs. A partir de la curva de
calibracion se puede obtener la concentracion de bentazona usando la
adsortividad molar £ = 27423 M cm™ para estas condiciones experimentales
mediante la relacion de Lamber Beer (ec. 3.8).

) CURVA CALIBRACION al CRVACALEIRAGION
1.2
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Fig 4.3.1 Curva de calibracion de bentazona en agua como solvente evaluada a
una longitud de onda fija a 224 nm, las concentraciones en las que se evalué esta
curva fluctuaron entre 3,17x10° y 4,76x10°M
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Se realizé un estudio de solubilidad de fase como se explica en la seccion 3.2.3
con el fin de obtener la cantidad de veces que aumenta la solubilidad,
estequiometria del complejo de inclusién formado y la constante de asociacion
de éste.

Se observa en la figura 4.3.2 que la intensidad aumenta junto con el aumento
de la concentracion de B-CD hasta 5 mM, superada esta concentracion se

observa una disminucién del maximo de absorbancia como se aprecia en el
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Fig 4.3.2 Espectro de absorcion de bentazona con cantidades crecientes de B-
CD. Inserto, absorbancia versus concentracion de B-CD
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La solubilidad de bentazona en solucién sin agregar B-CD es de 547 mg*L”, al
adicionarle a la bentazona una cantidad de B-CD equivalente a 5 mM se
observa un aumento en su solubilidad a 958 mg*L"' aproximadamente.

En la figura 4.3.3 se puede observar, del mismo modo que la interaccion con B-
CD, al aumentar la concentracion de SBE-CD aumenta conjuntamente el
maximo de absorbancia a una longitud de onda fija de 224 nm, este aumento
llega a un limite de 30 mM de SBE-CD en este caso superior a lo ocurrido con
B-CD, a concentraciones superiores se observa una disminucion de la
intensidad (50 mM).
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Fig 4.3.3 Espectro de absorcion de bentazona con cantidades crecientes de SBE-
CD. Inserto, absorbancia versus concentraciéon de SBE-B-CD
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La solubilidad de bentazona en solucién sin agregar SBE-CD es de 547 mg*L™’,
al adicionarle a la bentazona una cantidad de SBE-Cd equivalente a 30 mM se
observa un aumento en su solubilidad a 4,7 g*L™', aumentando la solubilidad de
la bentazona 8,6 veces aproximadamente. Un valor muy superior a lo calculado
para B-CD con una solubilidad de 958 mg/L, aumentando 1,8 veces la
solubilidad de bentazona.

Bentazona | Bentazona/pB-CD | Bentazona / SBE-B-CD
mg/L mg/L mg/L
547 958 4700

Tabla 4.3.1 Resumen de la solubilidad de bentazona con ambas ciclodextrinas

A partir de los diagramas de solubilidad de fases se calculan las constantes de
asociacién de los dos complejos de inclusién bentazona/CD.
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Existen dos tipos de diagrama de fase como se observa en la figura 4.3.4.

3o

S0 <0

(M B, \

Cone. of Cyclodeatrin [M]

Figura 4.3.4 Tipos de diagramas de solubilidad de fase

Las curvas A indican la formacién de complejos de inclusion solubles, mientras
que las curvas tipo B sugieren la formacién de complejos de inclusion de poca
solubilidad. Los tipo Bs responden a complejos de solubilidad limite y curvas B,
indican complejos insolubles. Las curvas tipo A se subdividen en A (aumento
lineal de la solubilidad de la especie estudiada en funcion de la concentracion
de ciclodextrinas), Ap (isoterma de desviacién positiva) y A (isoterma de
desviacion negativa).
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Existen dos tipos de diagrama de fase como se observa en la figura 4.3.4.

Cone. of Cyclodestrin [M]

Figura 4.3.4 Tipos de diagramas de solubilidad de fase

Las curvas A indican la formacién de complejos de inclusion solubles, mientras
que las curvas tipo B sugieren la formacion de complejos de inclusion de poca
solubilidad. Los tipo Bs responden a complejos de solubilidad limite y curvas B
indican complejos insolubles. Las curvas tipo A se subdividen en A_ (aumento
lineal de la solubilidad de la especie estudiada en funcion de la concentracion
de ciclodextrinas), Ap (isoterma de desviacion positiva) y An (isoterma de
desviacidon negativa).
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La figura 4.3.5 muestra los diagramas de fase de los dos complejos de inclusion
formados, los cuales muestran una tendencia lineal, tipo A. El complejo de
inclusion bentazona/SBE-B-CD mostraria una pequefia desviacion negativa

(An), sin embargo ambos complejos de inclusién tienen estequiometria 1:1 en
su formacion.
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Fig 4.3.5 Diagramas de solubilidad de fase de bentazona en agua con -CD (A) y
SBE-8-CD (B)

Como los complejos de inclusiéon formados tienen estequiometria 1:1, por ser

del tipo A, las constantes de asociacion para los complejos de inclusion
bentazona-CDs se calculan por medio de la ecuacién 3.9, de la seccion 3.2.3.
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La tabla 4.3.2 entrega los valores de constantes de asociacion obtenidos para
los complejos de inclusién bentazona-CDs.

Complejo Bentazona-CDs Ka/ M
B-CD 109
SBE-B-CD 294

Tabla 4.3.2 Constantes de asociacion para los complejos de inclusion
bentazona/CD en agua calculada mediante solubilidad de fases.

Al hacer una comparacion de los valores de las constantes de asociacion
obtenidos mediante espectrofotometria UV-visible y voltametria de pulso
diferencial, se puede observar que se obtienen valores similares con ambas
técnicas. Sin embargo, es necesario destacar que en el estudio
espectrofotométrico el solvente utilizado fue agua, en cambio en las mediciones
electroquimicas efectuadas se utilizé6 una solucién de buffer fosfato 0,1M, se
puede inferir con esto que la solucién buffer no interfiere en el proceso de
formacion del complejo de inclusiéon de bentazona/CD.

Los valores obtenidos de las constantes de asociacion denotan nuevamente
que el complejo de inclusién bentazona/SBE-B-CD presenta resultados
concordantes con su estructura en comparacion con lo que sucede con el
complejo formado con B-CD.
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4.4 Estudios de la formacién del complejo de inclusion en estado

soélido mediante espectroscopia IR

Se evalué la formacién del complejo de inclusion en estado sdlido mediante una
comparacion de los espectros infrarrojos, de esta manera se puede determinar,
de forma somera e introductoria, la formacién del complejo de inclusién en
estado sélido bentazona/CD, junto con relacionar si la totalidad o solo una parte
de la molécula de bentazona esta incluida en la cavidad.

En la figura 4.4.1 se muestra el espectro IR de la molécula de bentazona, a
partir de este espectro se asignan los grupos funcionales. Sin embargo, hay que
tener presente que, con soélo la informacion entregada por el espectro IR, no es
posible asignar en forma concluyente todas las sefnales.
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Fig 4.4.1 Espectro infrarrojo de la molécula de bentazona.
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Teniendo presente la molécula de bentazona, figura 4.4.2, se puede atribuir una
banda a 3200 cm' aproximadamente correspondiente al estiramiento del
enlace N-H. El carbonilo se presenta con una sefial intensa a 1630 cm’
aproximadamente. En relacién al segmento aromatico, se observan vibraciones
de estiramiento del enlace Cs-H manifestindose a los 3000 cm’
aproximadamente, vibraciones de estiramiento C-C del esqueleto anular se
observa 1500 cm™. Una banda caracteristica a 750 cm’ correspondiente al
benceno disustituido en posicién orto.

La amida terciaria se manifiesta a 1625 cm™ aproximadamente que corresponde
a la vibracion de estiramiento del carbonilo. El grupo sulfonamida se puede

identificar en las bandas de estiramiento a 1370 y 1173 cm™ y finalmente el
grupo isopropilo se identifica por dos sefiales a 1375y 1170 cm™.

Fig 4.4.2 Molécula de bentazona
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En la siguiente figura se muestra una comparacion de los espectros IR con
respecto a la formacién del complejo de inclusion bentazona/B-CD.
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Fig 4.4.3 Espectros infrarrojos: A) bentazona; B) B-CD; C) mezcla fisica A-B; D)
Kneeding (estequiometria 1:1); E) Kneeding (3:1, bentazona:B-CD); F)
Evaporacioén (1:1); G) Evaporacién (3:1)
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En la siguiente figura se muestra una comparacion de los espectros IR con
respecto a la formacién del complejo de inclusion bentazona/SBE-B-CD.
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Fig 4.4.4 Espectros infrarrojos: A) bentazona; B) SBE-B-CD; C) mezcla fisica A-B;
D) Kneeding (estequiometria 1:1); E) Kneeding (3:1, bentazona:SBE-B-CD); F)
Evaporacion (1:1); G) Evaporacion (3:1)
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Se puede atribuir que las sefiales que disminuyen su intensidad poseen menor
grado de movimiento caracteristico (vibracion y estiramiento entre otras)
producto del impedimento que se produce al interaccionar la molécula de
bentazona con la cavidad interna de la ciclodextrina en la formacién del
complejo de inclusion. No se observan sefiales nuevas puesto que las
interacciones que se producen en la formacién del complejo de inclusién no
conlleva un tipo de enlace covalente, sélo interacciones del tipo puente de
hidrégeno, fuerzas de van der Waals, interacciones dipolo dipolo o del tipo
hidrofébicas, etc.

Por otra parte, es posible determinar de forma aproximada e introductoria la
ubicacion que tendria la molécula “huésped” en la cavidad de la ciclodextrina,
atribuyendo a las sefiales que desaparecen y a las cuales su intensidad se ve
muy mermada, la completa, parcial o nula interaccién de la bentazona con la
ciclodextrina, en otras palabras, que zona de la molécula de bentazona esta
dentro de la cavidad de la CD al formarse el complejo de inclusién.

En las figuras 4.4.3 y 4.4.4 se muestran espectros IR de bentazona libre, una
mezcla fisica con ciclodextrinas y bentazona complejada mediante los dos
métodos de preparacion de los complejos de inclusién en estado sélido a
distintas relaciones estequiométricas. Con el antecedente que, mediante
espectrofotometria UV-visible se determiné que el complejo de inclusién
bentazona/CDs se produce en una relacién estequiométrica 1:1.

Se puede observar que los espectros con relacién estequiométrica 3:1
(espectros E y G en ambas figuras) se asemejan al espectro correspondiente a
la mezcla fisica (C) en relacién a las sefiales presentes e intensidad de estas.
En cambio los espectros que se prepararon mediante estequiometria 1:1 (Dy F)
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pesentaron una disminucion y pérdida de sefiales al ser comparadas con el
espectro de la mezcla fisica.

Se observa también que los espectros de los complejos de inclusiéon entre
bentazona con B-CD y con SBE-B con estequiometria 1:1 no presentan
mayores diferencias. Si bien todas las sefales espectrales correspondientes a
la bentazona disminuyen su intensidad, existen sefales que desaparecen y
pueden atribuirse a la interaccion bentazona/CD como por ejemplo la sefial de
estiramiento y deformacion del enlace N-H, asi como también la sefial del
carbonilo y del segmento aromatico de la molécula de bentazona.

Hay que recalcar que este estudio no es concluyente y que debe corroborarse
mediante diferentes técnicas espectrales como 'H-NMR, obtencién de
constantes de acoplamiento asi como también estudios de -calorimetria,
estudios de estabilidad por medio de modelamiento molecular con el fin de
predecir computacionalmente de que manera la bentazona ingresa a la cavidad
de la ciclodextrina calculando el menor gasto energético.
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5. CONCLUSIONES

. Se obtuvieron valores de constantes de asociacion mayor para el
complejo bentazona/SBE-B-CD, debido al grupo funcional (CH,);SO3;Na
presente en SBE-B-CD, que le confiere una mayor interacciéon con la

bentazona, aumentando la superficie de contacto entre las dos especies.

. A pesar de que existen diferencias entre las técnicas (VPD y UV-vis) en
relaciéon a las condiciones experimentales en la preparacion de las
muestras, no existen mayores diferencias en los valores de las

constantes de asociacion observadas.

. La solubilidad de la bentazona aumenta con la formacion del complejo de
inclusion, al interactuar con SBE-B-CD aumenta 8,6 veces y con BCD 1,8

veces.

Con la informacién obtenida de los espectros IR es posible evaluar, en
forma superficial, el ingreso de la molécula de bentazona a la cavidad
hidrofébica de la ciclodextrina.
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