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RESUMEN

En la presente memoria de titulo se reportan los resultados del comportamiento
electroquimico y espectrofotométrico del complejo de inclusién formado por la
interaccion de propanil con B-Ciclodextrina (BCD), metil-B-Ciclodextrina (Me-
BCD) y cucurbit[6]urilo (CB6) en solucién. Este estudio en solucion se efectud
en medio acuoso haciendo uso de técnicas electroquimicas como voltametria
ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) vy técnica
espectrofotométrica  UV-Visible. Se determinaron las condiciones
experimentales éptimas para la realizacion del estudio, donde se vari6 el pH de
la solucién, la concentracién de propanil, el electrolito y la velocidad de barrido.

Propanil (0,3 mM) present6 una sefial de oxidacion a 0,96 V en medio acuoso
(buffer fosfato 0,1 M pH 9,0). La disminucion de la intensidad de corriente con
el aumento la concentracion de los macrociclos (MCs) evidenci6 la formacién
de un complejo de inclusioén. La variacion que experimenta la corriente con los
cambios de concentracion de los MCs permiti6 obtener las constantes de

asociacion del complejo de inclusion.

Los estudios utilizando espectrofotometria UV-Visible fueron realizados para los
complejos con BCD y Me-BCD. Se determiné el aumento de solubilidad de
propanil en presencia de ambas ciclodextrinas, que resultd ser de 4,5y 8,2
veces para BCD y Me-BCD respectivamente.

Propanil mostré una mayor afinidad con Me-BCD, lo que se refleja en los valores
superiores de constante de asociacion y solubilidad en comparacion con BCD y
CBe.



ELECTROCHEMICAL STUDY OF THE COMPLEXATION OF
PROPANIL WITH CYCLODEXTRINS AND CURCUBITURILS

In the present report, the electrochemical and spectrophotometric behavior of the
inclusion complexes of propanil with B-cyclodextrin (3CD), methyl-B-cyclodextrin
(Me-BCD) and cucurbit[6]uril (CB6) were studied. This study was carried out in
agueous medium using electrochemical techniques such as cyclic voltammetry
(CV), differential pulse voltammetry (DPV) and UV-Visible spectrophotometric
technique. The experimental conditions were determined for the present study,
where the pH of the solution, the concentration of propanil, the electrolyte and

the scan rate of potential were optimized.

Propanil (0,3 mM) showed an oxidation signal at 0,96 V in aqueous medium (0,1
M phosphate buffer pH 9,0). The decrease of the current intensity with the
increase in the concentration of macrocycles (MCs) is indicative of the formation
of an inclusion complex. The variation of the current as function of the
concentration of the MCs permit to us obtain the association constants of the

inclusion complexes.

The inclusion complexes of propanil with CD and Me-BCD were also studied
using UV-Visible spectrophotometry. The propanil solubility in the presence of
both cyclodextrins, increased 4,5 and 8,2 times using BCD and Me-BCD
respectively.

Propanil showed a greater affinity with Me-BCD, which is reflected in the higher

values of association constant and solubility compared to BCD and CB6.
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LISTA DE ABREVIATURAS

MCs: Macrociclos

CDs: Ciclodextrinas

BCD: B-Ciclodextrina

Me-BCD: Metil-B-Ciclodextrina

CB6: Cucurbit[6]urilo

VC: Voltametria ciclica

VPD: Voltametria de pulso diferencial

Ka: Constante de asociacion

Ep: Potencial de pico

ip: Corriente de pico

B-BR: Buffer Britton Robinson

B-F: Buffer Fosfato



1. INTRODUCCION

Los pesticidas son un importante componente en la agricultura moderna
ya que ayudan a controlar plagas y enfermedades en los cultivos. Se clasifican
en 4 grandes grupos: fungicidas, insecticidas, bactericidas y herbicidas. Los
pesticidas estan disefiados para interrumpir el funcionamiento normal de los
organismos, ya sea interrumpiendo las vias metabdlicas, atacando al sistema
nervioso, etc. Desafortunadamente en muchos casos, estos compuestos
guimicos no son completamente selectivos hacia el objetivo determinado, ya
gue al ser rociados en los cultivos y suelos, generan residuos en las aguas
superficiales y subterraneas, en frutas, verduras y agua potable, causando un
impacto en el medio ambiente[1]. Ademas de esto, los efectos a largo plazo en
los seres humanos no se comprenden completamente, haciendo necesario la
disminucion del uso de estos pesticidas.

Los herbicidas de anilida son agentes prometedores para el control de
malezas en una amplia variedad de cultivos econGmicamente importantes,
tales como por ejemplo son los cultivos de arroz, algodén, papas y maiz. Entre
las caracteristicas mas atractivas de esta clase de herbicidas se encuentran su
eficiencia y baja toxicidad para los mamiferos[2].

Propanil (3,4-dicloropropionanilida) o por sus siglas 3,4-DPA (Figura 1)
es un herbicida de anilida de contacto selectivo, recomendado para uso en
post-emergencia en el arroz[3], un cultivo que lo tolera muy bien. Inhibe la
fotosintesis de las malas hierbas, provocando manchas cloroticas y

necrosis[4]. Tiene una larga permanecia en el medio ambiente (DTso >> 1 afio),



ya que tiene una muy baja solubilidad en agua, haciendo de este producto
guimico un contaminante de aguas subterraneas y superficiales en todo el
mundo[5]. Existen pruebas de toxicidad que han demostrado que el propanil
es perjudicial para una serie de organismos, lo cual produce efectos adversos
directos e indirectos|[6].

Propanil se hidroliza en medio fuertemente acido o alcalino generando
3,4-DCA (3,4-dicloroanilina) y acido propanoico, sin disociarse (pKa = 19.1) en
un rango normal de pH (4 < pH < 9 a 22°C). Ademas, es rapidamente

degradado en el agua por la luz solar[7][8][9].
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Figura 1. Estructura del Propanil (3,4-DPA).

Los pesticidas como propanil estan disefiados especificamente y se
eligen para adherirse a los cultivos durante el riego, por lo tanto, estos son
altamente hidréfobos con una solubilidad en agua limitada[10]. Algunas
moléculas macrociclicas tienen la particularidad de formar complejos de
inclusién anfitrion-huésped con moléculas hidrofébicas, provocando cambios
en las propiedades fisicas y quimicas de la molécula incluida, como por

ejemplo, el aumento de su solubilidad en agua, estabilidad a la foto-



degradacion, liberacion prolongada, entre otras. De esta manera, el uso de
estos macrociclos en la formulacion de pesticidas modificaria sus propiedades,
lo que permitiria por ejemplo, controlar el uso excesivo del herbicida,

disminuyendo las cantidades aplicadas a los cultivos[11].

Dentro de las moléculas macrociclicas se encuentran las ciclodextrinas
(CDs), que son oligosacaridos ciclicos producidos por la degradacion
bacteriana del almidén, formados por distinto nimero de residuos de (D+)
glucopiranosa unida mediante enlaces a (1-4) como lo muestra la Figura 2.
Estos residuos naturalmente se pueden unir en cadenas de 6, 7 y 8 unidades
de glucosa formando asi la a-, B- y y-ciclodextrina respectivamente (Figura 3),
siendo estas las mas estudiadas debido a su produccion a escala industrial[12].
Los derivados de CDs se dividen en 3 grandes grupos especificamente:
hidrofilicos (por ejemplo 2-hydroxypropyl-BCD [HP-BCD]), hidrofébicos (por
ejemplo 2,6-di-O-ethyl-BCD) e ionizable (por ejemplo sulfobutil eter-BCD [SBE-
BCDDI13][14].

Las ciclodextrinas quimicamente modificadas (Por ejemplo Metil-B-
ciclodextrina [Me-BCD] (Fig. 4)) se han sintetizado para mejorar la solubilidad,
la capacidad de complejacion y los perfiles toxicolégicos en comparacion con

los CDs originales[15].



OH
HO

HO OH

oH
oH
f\.—-o o Y oH
OH - s 0"‘»4»/( HO /0 ...... { o’\\? (
o [ ot - . °
K_/U‘\// S ~o0 / S -J%'OH i ~ w
| ] HO HO' _../{ -OH HO N
“MyNI_/MGH Ho? NN HO 0{ Q" Y /

OoH
O ('}/\ﬁ Y-CD A O
o HO T MO~~~ HO" “\|/

Figura 3. a-, - y y-Ciclodextrina respectivamente.

L~ iy

~

T

Figura 4. Metil-B-Ciclodextrina.
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Las ciclodextrinas ademas poseen una estructura toroidal, con una
cavidad interior hidrofdbica provocada por los oxigenos glucosidicos y los
hidrogenos metilénicos, y una superficie hidrofilica debido a los hidroxilos en
las posiciones C-2, C-3 y C-6 (Fig. 5)[12]. Dadas las caracteristicas de la
cavidad, los compuestos organicos se incluyen en ella a través de interacciones

hidrofébicas y de Van der Waals.

Grupos Hidroxilos Primarios

7.9 A

Grupos Hidroxilos
Secundarios

6.0-6.5 A
154 A

Cavidad apolar

Figura 5. Representacion toroidal de la B-Ciclodextrina.

Otro compuesto macrociclico que ha ganado interés en los ultimos afios
son los derivados de cucurbiturilo (CBn), siendo el derivado mas comuan el
cucurbit[6]urilo (CBs6). EI CB6 es un macrociclo con forma de barril formado por
6 unidades de glicolurilo entrelazados con puentes de metileno (Fig. 6). Esta
molécula macrociclica posee una cavidad o nucleo hidrofébico de 5,5 A de
ancho y 6,0 A de altura. Las pequefias aberturas de la cavidad se consideran

portales cuyo tamafio aproximado es de 4,0 A[16][17].
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Figura 6. Cucurbit[6]urilo.

La caracteristica fundamental y mas importante de los macrociclos (MCs)
es su capacidad de formar complejos de inclusidon con moléculas hidrofobicas
de tamafio compatible con su cavidad (huésped). La formacién del complejo de
inclusién es un proceso de equilibrio dinamico y la estabilidad de este complejo
puede ser descrito cuantitativamente por la constante de asociacion Ka, esta
estd influenciada por las propiedades moleculares de la molécula huésped, asi
como del tipo de macrociclo utilizado. Un punto que destacar sobre esta union
entre anfitribn y huésped, es que no existe la formacién de enlaces covalentes,
sino que solamente se consideran interacciones hidrofébicas, dipolo-dipolo,
fuerzas Van der Waals y puentes de hidrogeno[18][19].

Teniendo en cuenta las caracteristicas de estos macrociclos y las
posibilidades de mejorar algunas propiedades del pesticida, en esta memoria
de titulo se ha planteado evaluar la formacién de complejos de inclusion con
tres macrociclos (B-Ciclodextrina, Metil-B-Ciclodextrina y Cucurbit[6]urilo)

utilizando técnicas electroquimicas y espectrofotométricas.
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2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar la complejacién de propanil con BCD, Me-BCD y CB6 en solucion y

evaluar el efecto de la funcionalizacion y tipo de anfitrion.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar las condiciones experimentales Optimas para realizar el
estudio electroquimico de propanil en solucién acuosa: electrolito, pH,
concentracion, parametros de aplicacion de potencial (velocidad de

barrido).

e Evaluar el comportamiento electroquimico de propanil en presencia de
macrociclos: BCD, Me-BCD, CBé6 y determinar la constante de asociacion

mediante técnicas electroquimicas.

e Estudiar la formacion del complejo de inclusion entre propanil y las
distintas CDs, determinando el aumento de solubilidad debido a la
formacion del complejo de inclusion y la constante de asociacién de

dicho complejo mediante espectrofotometria UV-visible.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y equipos

+ Reactivos y solventes
e [-ciclodextrina, Calbiochem
e Metil-B-ciclodextrina, SIGMA-ALDRICH
e Propanil PESTANAL®, SIGMA-ALDRICH
e Cucurbit[6]urilo , SIGMA-ALDRICH
o Bifosfato de sodio monohidratado, Merck
e Fosfato disodico anhidro, Merk
e Acido sulfarico 95-97 % Merck
e Acido borico, Merck
e Acido ortofosférico 85 % Merck
e Acido acético glacial 100 % Merck
e Hidréxido de sodio (pellets) p.a, Merck
e Etanol absoluto 99,8 % p.a Merck
e Aliminas de 0,3y 0,05 um, BUEHLER
e Nitrégeno extra puro 99,9 % AGA Chile S.A.

e Agua pureza Milli-Q (18,2 MQcm)

«+ Material de vidrio

e Todo el material de vidrio utilizado fue de clase A



« Equipos
Equipos de uso general

o Balanza de precisidon, Semi-Micro Precisa Serie 360 ES 225SM-DR,
sensibilidad 0,01 mg

e Balanza granataria PJ Precisa Junior 500C (sensibilidad 1 mg)
e Medidor de pH Oakton modelo 700

e Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra-Pure Water System

Sistema electroquimico
e Analizador voltamétrico BAS CV-50W
e Sistema computacional BIOANALYTICAL SYSTEMS CV-50W version
7.4 para adquisicion y tratamiento de datos.
e Celda electroquimica:

Celda electroquimica (10 mL)

Electrodo de trabajo: Carbono vitreo

Electrodo de referencia: Ag/AgClI

Electrodo auxiliar: Alambre de platino

Sistema de espectroscopia UV-Vis
e Celda de cuarzo 1 cm de paso oOptico.
e Espectrofotbmetro UV-vis HITACHI U-2910.

e Software HITACHI UV Solution Application version 2.2 para control del
espectrofotometro.



3.2 Métodos

3.2.1 Preparacion de soluciones

e Solucién Buffer Britton-Robinson (B-BR)
Para preparar el buffer 0,1 M se agregaron 3,09 g de acido bérico a un matraz
de 500 mL y se adicioné suficiente agua hasta disolverlo, luego bajo campana
se agreg6 3,37 mL de acido ortofosférico y 2,86 mL acido acético glacial,
finalmente se aford con agua Milli-Q. El pH se ajustd adicionando alicuotas de

acido clorhidrico o hidroxido de sodio, segun corresponda

e Solucién Buffer Fosfato (B-F)
Se preparé una solucién de B-F 0,1 M pH 9,0 en donde se agregaron 11,16 g
de fosfato de sodio dibasico trihidratado a un matraz de 500 mL, se aforé con
agua Milli-Q y finalmente se ajustd el pH adicionando alicuotas de &cido

ortofosférico.

e Solucidn stock de pesticidas
El stock propanil se prepar6é en una concentracion de 0,02 M en un frasco

ambar de 15 mL pesando 0,042 g de propanil y se afor6 con 10 mL de EtOH.



e Solucidn de pesticidas en Buffer fosfato
- Solucién de trabajo
Se tomd una alicuota de 1,5 mL solucion stock de propanil 0,02 M usando
una micropipeta de 1000 pL, se agregd a un matraz de aforo de 100 mL y se

aforé con buffer Fosfato 0,1 M pH 9,0.

e Solucién de B-ciclodextrina
Se masaron cantidades crecientes de BCD para obtener concentraciones de
3,5,9,11y 13 mM, las cuales se agregaron a 10 mL de solucion de trabajo de

propanil 0,3 mM en B-F 0,1 M pH 9,0.

e Solucidén de Metil-B-ciclodextrina
Se masaron cantidades crecientes de Me-BCD para obtener concentraciones
de 3,5,7, 8,9y 11 mM, las cuales se agregaron a 10 mL de solucion de trabajo

de propanil 0,3 mM en B-F 0,1 M pH 9,0.

e Solucién de Cucurbit[6]urilo
Se masaron cantidades crecientes de CB6 para obtener concentraciones de
1, 2, 3,4y 5 mM, las cuales se agregaron a 10 mL de solucién de trabajo de

propanil 0,3 mM en B-F 0,1 M pH 9,0.



3.2.2 Estudio electroquimico

% 3.2.2.1 Caracterizacion electroquimica

Para estudiar los procesos redox del electrodo de carbono vitreo frente al
propanil, primero es necesario realizar un estudio electroquimico usando este
electrodo sin agregar CDs ni CBe6. El estudio se llevd a cabo mediante
voltametria ciclica (VC) y voltametria de pulso diferencial (VPD) usando B-F.

Las condiciones de barrido de potencial son las siguientes:

VC VPD

Ei /mV 500 700

Ef /mV 1400 1300
Direccion + +

a) Efecto de la velocidad de barrido

Para el estudio se prepard una solucion de trabajo de propanil 0,3 mM de
10 mL en B-F a distintos pH (8, 7, 6, 5) y, utilizando voltametria ciclica, se vario
la velocidad de barrido entre 50 y 600 mV/s. La relacion entre la corriente de pico
ip ¥ la velocidad permite determinar si el proceso de oxidacion del propanil esta
controlado por difusion, o bien controlado por adsorcion. El proceso de oxidacion

de propanil es de caracter irreversible[8].



Las ecuaciones que dan cuenta para un proceso controlado por difusion y

adsorcion para un proceso irreversible son respectivamente las siguientes:

iy =299 X 105« n+ (axng) /2 xAxCOxDy /2% v'/2 Ec.321

i, =299 x10° *n * (a * na)l/z x* A * CO« Dol/Z * U Ec.3.2.2

Donde:
ip = intensidad de pico [A].
C = concentracion [mol/cm?3].
A = area del electrodo [cm?].
Do = coeficiente de difusion [cm?/s].
n = numero de electrones transferidos finales.
Na = nUmMero de electrones transferidos antes de la etapa determinante.

v = velocidad de barrido [V/s].

Realizando la relacion logaritmica y seguidamente aplicando el diferencial
de las ecuaciones con respecto a la velocidad de barrido, es posible encontrar
el valor de la pendiente para el proceso de estudio. El proceso de controlado por

difusion estaria dado por:

log(i,) = log(k) + %log(v) Ec.3.2.3

8l (ip)

S (o) 0,5 Ec. 3.2.4



Por lo tanto, un valor de pendiente 0,5 para un gréafico log(ip) vs log(v),
indica que el proceso esta controlado por difusion. Realizando el mismo
procedimiento para un proceso controlado por adsorcion (Ec. 3.2.2), se obtiene
un valor de pendiente igual a 1. En tanto, un valor de pendiente entre 0,5y 1 nos

indica que el proceso es mixto (difusiébn-adsorcion).

b) Efecto del pH
Se prepard una solucion de trabajo de propanil 0,3 mM en B-F, y por
medio de voltametria de pulso diferencial se estudio el efecto del pH sobre el
potencial de pico (Ep). El pH se ajusté directamente en la celda electroquimica
agregando pequefias alicuotas de acido ortofosforico o NaOH concentrados,

segun corresponda.

c) Efecto de la concentracion de propanil
Se prepararon soluciones de diferente concentracion entre 0,1y 0,6 mM
de propanil a pH 5,0 y pH 9,0. El estudio se realiz6 mediante voltametria de

pulso diferencial.



+ 3.2.2.2 Determinacion de la constante de asociacion por voltametria de
pulso diferencial

Se preparo, a partir de la solucion stock de propanil 0,02 M en etanol, 100
mL de una solucion de trabajo de concentracion 0,3 mM en B-F 0,1 M a pH
9,0. Se tomaron alicuotas de 10 mL de esta solucibn y se pesaron
cantidades crecientes de los macrociclos hasta obtener concentraciones de 3,
5,7,9,11y 13 mM para laBCD, 3,5,7,8,9y 11 mM para la Me-BCD, y 1, 2,
3, 4, 5 mM para el CB6. A modo de estandarizar el método, se agitd cada
solucion por 20 minutos a temperatura ambiente, se burbujed por 5 minutos
con N2z extra puro y finalmente fueron medidas mediante VPD.

Flaherty y colaboradores [20] demostraron a través del método de
electroforesis capilar, que el proceso de inclusion de propanil en distintos tipos
de ciclodextrinas posee una estequiometria de 1 : 1. Por lo tanto, a partir de los
valores de corriente en funcién de la concentracion de CDs y CBs, es posible
obtener las constantes de asociacion de los distintos complejos de inclusion

mediante la siguiente relacion[21]:

1 1-A
— =K, — —K Ec.3.2.5
M1 acly e :
Donde:

Ka = constante de asociacion.

lo = corriente de pico en ausencia de CDs o CBs.
i = corriente de pico en presencia de CDs o CBé.
A = factor de proporcionalidad.

[MCs] = concentracién molar de CDs o CBs.



3.2.3 Determinacion de la constante de asociacion mediante
espectrofotometria

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

Se preparo6 una curva de calibracion a partir de la solucion stock de propanil
0,02 M en etanol. El espectro de absorcion UV-Visible mostro una banda de
absorcion amplia e intensa entre 200 y 300 nm. Esta banda se caracteriza por 2
picos: una sefial intensa a una longitud de onda de 208 nm y otra menos intensa
a una longitud de onda de 249 nm, siendo esta ultima la elegida para realizar la
curva de calibracion, ya que la banda intensa de 208 nm se encuentra muy
cercana al limite de la lampara y ademas, generalmente los solventes adserben
absorben cercana a esta zona[22]. Se preparo una curva de adicion de estandar
a volumen variable con un volumen inicial de 3 mL de muestra con la adicion de
alicuotas de 4 pL de la solucion stock de propanil hasta un volumen final de 20
pL. A partir de la curva de calibracion se puede obtener la concentracion de
propanil usando la absortividad molar de € = 13313 M cm para estas

condiciones experimentales mediante la relacion de Lamber Beer.

A= & Ec.3.2.6

Donde:

A = Absorbancia.
€ = Absortividad molar.
b = Paso optico (1 cm).

C = Concentracion de la especie.



Se realiza un estudio de solubilidad de fase en el cual se pesa 5 mg de
propanil en 5 mL de 2 diferentes soluciones: en agua Milli-Q (pH neutro) y en
B-F a pH 9,0. A estas se le agrega distintas cantidades de CDs que varian entre

5y 75 mg.

Las muestras se agitan durante 24 horas a temperatura ambiente en
frascos ambar de 10 mL. Luego estas se almacenan a 4°C durante 4 horas para
posteriormente ser filtradas a través de filtros de jeringas de membrana de

esteres de celulosa (MCE) 0,22 um.

La constante de asociacion fue calculada a partir de un diagrama de
solubilidad de fase, en el cual se grafica la concentracion de propanil versus la
concentracion de CDs. Se realiz6 una regresion lineal considerando solamente
el rango de concentraciones en el que se mantiene lineal la relacion de
propanil/CDs. Se utiliza la pendiente obtenida de la regresion para obtener el

valor de la constante de asociacién usando la siguiente ecuacion[23]:

K = —— Ec. 3.2.7
So*(1-m)

Donde:
Ka = constante de asociacion.

m = pendiente.

So = solubilidad de propanil en ausencia de CDs.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion electroguimica de propanil
Se estudié el comportamiento electroquimico del herbicida propanil con el
objetivo de definir las condiciones adecuadas para realizar el posterior estudio
de su complejacién con los distintos macrociclos. Se utilizé voltametria ciclica
(VC) y voltametria de pulso diferencial (VPD) y se realizaron experimentos
variando el electrolito, la velocidad de barrido, el pH y la concentracién de

propanil.

a) Efecto de la velocidad de barrido

Se estudié el comportamiento electroquimico de propanil 0,3 mM en buffer
fosfato 0,1 M a distintos valores de pH entre 5,0 y 8,0 mediante voltametria
ciclica (Figura 7). Se observa una sefial de oxidacion la cual es irreversible vy,
de acuerdo a lo informado previamente [7], la oxidacion ocurre en el atomo de
nitrogeno de la amida. Esta sefial de oxidacion de desplaza a valores menores
de Ep y de ip con el aumento del pH, como se observa en la Figura 7. En la
figura 8 se observa la relacién logaritmica entre la corriente de pico y la
velocidad de barrido a los pH estudiados. Se obtuvo una relacion lineal con un
pendiente promedio cercana a 0,75, lo cual nos indicaria que el proceso de

oxidacion del propanil es controlado de manera mixta, difusiébn —adsorcion.
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b) Estudio de pH

El efecto del pH en la sefial de oxidacion se estudid haciendo uso de
voltametria de pulso diferencial y se utilizaron dos buffers: buffer fosfato (B-F)
y buffer Britton-Robbinson (B-BR), ambos a concentracion 0,1 M. El pH de
ambas soluciones se ajustd directamente en la celda agregando pequefias
cantidades de NaOH y HsPO4 segun corresponda. En la siguiente figura se
muestran voltamogramas de pulso diferencial usando ambos buffers al variar

los pH en el rango de 5,0 a 8,0 y entre 7,0y 10,0.

14
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24
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Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial para el propanil en: B-F (Ay C)
y B-BR (B y D) a distintos pH.
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Como se observé anteriormente, el potencial de pico (Ep) aumenta al ir

aumentando la acidez de las soluciones. Ademas, también se logra apreciar

gque a pHs entre 5,0 y 8,0, la sefial es mas bien ancha, lo que podria

corresponder a un equilibrio acido-base. Para verificar esto, se realizé un

estudio de pH variando en un orden de magnitud de 0,2 cada medida

obteniéndose los siguientes voltamogramas:

T T T T T T T T
0,8 0,9 1,0 11 1,2

E/ Vs Ag/AgCl (1M)

1:0 ' 1:1 ' 1:2 ' 1:3 ' 14
E/ V vs Ag/AgCl (1M)

Figura 10. Voltamogramas de pulso diferencial de propanil en: B-F (A) y

B-BR (B) entre pH 6 y 8.
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Figura 11. Efecto del pH sobre el Potencial de pico (Ep).
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En el voltamograma VPD de propanil en B-F (Fig. 10-A) se observa un
doble pico a pH cercano a 6, esto queda representado en la Figura 11 (B-F1y
B-F2). Una posible explicacion a estos fenOmenos es que en condiciones
basicas de la solucion puede ocurrir una desprotonacion del grupo amida
mientras que en condiciones acidas ocurre una protonacion. En soluciones
acidas se proponen 2 rutas de oxidacion: una asociada al atomo de nitrégeno
y la otra asociada a la protonacion del grupo carbonilo[8]. Finalmente, y
teniendo en cuenta los resultados, para el estudio se elige usar un pH béasico
de 9,0 ya que presenta una sefial bien definida con respecto a un pH acido,

ademas que la especie no se encuentra disociada (pKa = 19,1).

H H

| |
Cl N Cl N
{HTT/WRCHg +H* %Er/ﬂMCH3
d) OH
Cl Cl

e

Figura 12. Protonacion del grupo carbonilo en medio acido.

c) Efecto de la concentracion
El estudio de la concentracion de propanil en medio B-F 0,1 M se realiz6 a pH
5,0 y 9,0 haciendo uso de VPD, con el fin de determinar las condiciones de
concentracion y pH éptimas para cuantificar propanil. Las medidas se realizaron

usando las concentraciones de 0,1, 0,2, 0,3, y 0,4 mM de propanil
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Figura 13. Voltamogramas de pulso diferencial para el estudio de concentraciones a
pH 5,0 (A)y pH 9,0 (B).

En la figura 13 se muestran los voltamogramas de pulso diferencial a las
distintas concentraciones, donde se observa que la corriente de pico aumenta
con la concentracion. También es posible observar que, para la misma
concentracion de propanil, la intensidad de corriente es mayor a pH 5,0 que a
pH 9,0. Sin embargo, a pH alcalino la sefal se define mejor.

Con todo lo concluido en este estudio, una solucion 0,3 mM de propanil

en B-F 0,1 M a pH 9,0 es 6ptima para la cuantificacién de propanil usando VPD.

4.2 Caracterizacion electroquimica de los complejos de inclusiéon
propanil-CDs y determinacion de la constante de asociacion.

El estudio de la interaccion entre propanil y los macrociclos (BCD, Me-3CD
y CBe), se realizd mediante VPD usando B-F a pH 9,0 y una concentracion de

propanil de 0,3 mM.



Como se menciona en la seccion 3.2.2.2 se determina la intensidad de la
sefal correspondiente a la oxidacion del propanil en presencia de cantidades
crecientes de CDs. En la figura 14 se puede observar una diferencia en la
disminucién de la corriente de pico anddico (ip) junto con un desplazamiento del
potencial oxidacion (Ep) con el incremento de la concentracion de CDs. Este
resultado es similar al observado previamente para progesteronal24],
nifedipino[25] y furnidipino[26]. La disminucion de la corriente de pico anddica
se asocia a la disminucion del coeficiente de difusion aparente del complejo de
inclusion, respecto a la molécula huésped libre, o que provoca la disminucion
de la especie electroactiva en la capa adyacente a la superficie del
electrodo[20][23]. La disminucion del coeficiente de difusion aparente ha sido
verificada mediante cronocolumbimetria[28]. EI cambio en el Ep revela que
propanil es oxidado con mayor dificultad cuando se encuentra incluido en la
cavidad, es decir, que el proceso requiere de mayor energia para llevarse a
cabo. Este aumento en la dificultad sugiere que el grupo electroactivo se
encuentra total o parcialmente localizado en el interior de la cavidad o bien, que

presenta interacciones con los grupos hidroxilos y/o metoxi de las CDs.

Este desplazamiento de potencial puede ser explicado ya que al haber
mayores cantidades de CDs en solucion, hay una mayor pasivacion en la
superficie del electrodo de carbono vitreo debido a una fisisorciébn de las
moléculas de CDs [29].

De esta manera, los resultados electroquimicos estarian dando cuenta de

la formacion del complejo de inclusion propanil/CDs.
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Figura 14. Voltametria de pulso diferencial de propanil con diferentes
concentraciones de BCD (A), Me-BCD (B) y CB6 (C) en B-F 0,1 M pH 9,0

Para obtener las constantes de asociacion (Ka) de los complejos de
inclusion se utiliza la disminucién de la intensidad de la corriente de pico anddico
en funcion de la concentracion de las CDs como se indico en la seccion 3.2.2.2,
utilizando la ecuacion 3.2.5. Los experimentos fueron realizados en triplicado. Al
graficar la corriente de pico ip versus la concentracion de ambas ciclodextrinas
(Figura 15), se logran apreciar las primeras diferencias, donde hay una
disminucién evidente de la corriente de pico anddico para el complejo

propanil/BCD.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de los macrociclos sobre la corriente de
pico (ip) de propanil en B-F 0,1 M pH 9,0.

En la determinacion de las constantes de asociacion para los complejos de
asociacion propanil/CDs se utiliza esta disminucién de la corriente en funcion de
la CDs, usando la ecuacion 3.2.5, descrita en la seccion 3.2.2.2, que considera
la formacion de un complejo de inclusion de estequiometria 1:1. El resultado se
muestra en la figura 16, en donde se grafica el efecto de ambas ciclodextrinas
en la corriente al usar la ecuacion 3.2.5 y en la figura 17 donde se grafica la

misma influencia, pero para el cucurbiturilo.
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Figura 16. Grafico de 1/[CDs] versus 1/[1-(i/i0)] de propanil 0,3 mM en B-F
0,1 M a pH 9,0 para ambas CDs a 25°C.
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Figura 17. Grafico de 1/[CBsé] versus 1/[1-(i/io)] de propanil 0,3 mM en B-F
0,1 M apH 9,0 para el CB6 a 25°C.

En la tabla 4.2.1 se resumen los valores de las constantes de asociacion
(Ka) para los complejos de inclusion obtenidas con las respectivas

ciclodextrinas y cucurbiturilos obtenidas usando la ecuacion 3.2.5:



Complejo Propanil/MCs Ka/ M1

BCD 169+ 7
Me-BCD 243+ 8
CB6 200 + 15

Tabla 4.2.1. Constantes de asociacion para los complejos de inclusion de
propanil/MCs en B-F 0,1 M pH 9,0.

De la tabla 4.2.1 podemos observar que el valor de la constante de
asociacion que presenta el complejo de inclusion propanil/Me-BCD es 1,43
veces mayor que la Ka del complejo de inclusion propanil/BCD y 1,22 veces
mayor a la Ka del complejo de inclusion propanil/CBeé. Si bien estos valores de
Ka no son lo suficientemente grandes en magnitud en comparacion a otros
valores obtenidos en otros estudios de complejos de inclusién[30][31], nos
entrega informacién suficiente como para inferir que ocurre una mejor inclusion

de propanil en la ciclodextrina metilada.



Absorbancia

4.3 Estudio Espectrofotométrico: Determinacion de la constante de
asociacion del complejo de inclusién propanil-CDs

El presente estudio utilizando espectroscopia UV-Vis tiene como objetivo
la determinacion del aumento de solubilidad debido a la formacion del complejo
de inclusion propanil/CDs y la obtencién de la constante de asociacion, mediante
el método de solubilidad de fase. Cabe destacar que el estudio se realizara en

buffer fosfato al igual que los estudios electroquimicos.

En primer lugar, se prepar6 una curva de calibracion a partir de una
solucién stock de propanil 0,02 M en etanol usando 6 concentraciones en el
rango de 0,027 mM a 0,160 mM de propanil en B-F pH 9,0. Se obtuvo una sefial
reproducible a 249 nm la cual se utilizd para realizar la curva de calibracion
(Figura 18). A partir de la curva de calibracion y la relaciéon de Lambert-Beer se

obtuvo el coeficiente de absortividad molar € = 13313 M1cm™.
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Figura 18. Espectro de absorcidon y curva de calibracion de propanil en B-F

0,1 M pH 9,0 evaluada a A= 249 nm.



Absorbancia

Se realizé un estudio de solubilidad de fase siguiendo el procedimiento
descrito en la seccion 3.2.3 con el fin de obtener el aumento en la solubilidad y
la constante de asociacion del complejo de inclusion. Este estudio no fue
aplicado a CB6 porque las cantidades necesarias para el estudio en triplicado
(1065 mg) excedian a lo disponible en el laboratorio, y su alto costo

imposibilitaba la adquisicion de una mayor cantidad.

En la figura 19 se muestran los espectros de absorcién de propanil en
presencia de concentraciones crecientes de BCD y Me-BCD que van entre 0
mMy 13,22 mM para BCD y entre 0 mM y 11,45 mM para Me-BCD (ambas en
B-F pH 9,0). Cabe mencionar que las concentraciones fueron obtenidas
utilizando los respectivos factores de dilucién. La banda observada a 249 nm
corresponde a transiciones 1t — 11* del anillo aromatico de propanil[22]. El

espectro con el barrido completo se encuentra adjunto en la seccion de anexos.
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Figura 19. Espectro de absorcién del propanil en presencia de cantidades
crecientes de BCD (A) y Me-BCD (C) en B-F 0,1 M pH 9,0. Absorbancia
versus concentracion de BCD (B) y Me-BCD (D).

Se observa en la figura 19 un aumento de la intensidad de la sefal a
medida que aumenta la concentracion de CDs hasta 8,8 mM y 7,6 mM para
BCDy Me-BCD, respectivamente. A partir de estos resultados se puede obtener

la solubilidad en ausencia y en presencia de CDs.

La solubilidad de propanil en solucion en ausencia de CDs obtenida con
nuestro experimento es de 148 mg/L, la cual se acerca bastante al valor

encontrado en literatura de 152 mg/L[32].

Al adicionar una cantidad de BCD equivalente a 8,8 mM, la concentracion
de propanil en agua aumenta a 665 mg/L, lo que significa un incremento de 4,5
veces en la solubilidad de propanil. Mientras que al agregar una cantidad de

Me-BCD equivalente a 7,6 mM, la concentracion de propanil aumenta a 1219



mg/L, lo que significa un incremento de la solubilidad de 8,2 veces. Por lo tanto,

al ver los valores de la tabla 4.3.1 podemos observar que la solubilidad del

propanil es mayor en presencia de la Me-BCD en un 54.88% con respecto a la

BCD.

Propanil Propanil/BCD Propanil/Me-BCD
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
148 665 1219

Tabla 4.3.1 Resumen de la solubilidad de propanil con BCD y Me-BCD.

A partir de los diagramas de solubilidad de fases es posible obtener las

constantes de asociacion de los 2 complejos de inclusion propanil/CDs. Existen

2 tipos de curva como se observa en la figura 20:

Solubilidad del Sustrato

Concentracion del ligando

Figura 20. Tipos de diagramas de solubilidad de fase.
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Las curvas “A” indican la formacion de complejos de inclusién solubles,
mientras que las curvas tipo “B” sugieren la formacion de complejos de inclusion
de poca solubilidad. Los tipos Bs responden a complejos de solubilidad limite y
curvas Bi indican complejos insolubles. Las curvas tipo A se subdividen en: AL
(aumento lineal de la solubilidad de la especie estudiada en funcion de la
concentracion de CDs), Ar (isoterma de desviacion positiva) y An (isoterma de

desviacion negativa)[33].

A partir de los espectros de absorcion (Fig. 19 (A) y (C)) se determino la
concentracion de propanil con concentraciones crecientes de CDs,

obteniéndose el siguiente diagrama:

6 - ® CD
® Me-BCD

[Propanil)/ M
w
|

O,OIOO I O,OIOZ I O,OIO4 I O,OIOG I 0,(;08 I 0,010
[CDs) M

Figura 21. Diagramas de solubilidad de fase de propanil en B-F 0,1 M pH 9,0

con BCD y Me-3CD.



De acuerdo a la figura 21 y a la clasificacion de los tipos de diagrama de
fase (Fig. 20), los 2 complejos de inclusiéon formados muestran una tendencia
lineal del tipo An (con tendencia negativa), lo que confirma la formacion de un

complejo de inclusion del tipo soluble, con estequiometria 1:1.

Considerando lo anterior, las constantes de asociacion se calcularon
usando la ecuacion 3.2.7, utilizando los valores de las pendientes (m)
calculadas a partir de los diagramas de solubilidad de fase (Fig. 21). Los valores
de constantes de asociacion obtenidos para ambos complejos de inclusion se
muestran en la tabla 4.3.2, en donde se observa que el valor obtenido de Ka
para el complejo propanil/Me-BCD es mayor que la del complejo propanil/3CD.

En la tabla se incluyen también valores de constantes de asociacion para
los mismos complejos determinadas utilizando electroforesis capilar en medio

B-F 1,0 mM a pH 7,0 [25].

Complejo Propanil/CDs Ko/ Mt Ka/ M1 [25]
BCD 563 + 53 590 +135
Me-BCD 1581 + 113 1138 £ 156

Tabla 4.3.2 Constantes de asociacion para los complejos de inclusion
propanil/CDs en B-F 0,1 M pH 9,0 mediante el método de solubilidad de
fases.



Los valores de las constantes de asociacion obtenidos por el método de
solubilidad de fase son mayores que las obtenidas utilizando técnicas
electroquimicas (tabla 4.2.1), aunque estan de acuerdo con el valor informado
en literatura utilizando electroforesis capilar[20]. Como podemos apreciar en la
tabla 4.3.2, el valor de Ka para el complejo de inclusion propanil/Me-BCD es
casi el triple que el correspondiente complejo propanil/BCD.

A pesar de la diferencia en la magnitud de las constantes de asociacion
obtenidas por las dos técnicas, y comparando las tablas 4.2.1 y 4.3.2 podemos
ver que la Ka es mayor para el complejo propanil/Me-BCD que para los otros
complejos, esto evidencia que los grupos metoxilos (—OCHzs) ubicados en el
borde ancho de la estructura de la Me-BCD, producen una mayor capacidad de
complejacion, ya que al reemplazar los grupos hidroxilos (—OH) presentes en
la BCD, reducen la naturaleza polar del entorno de la cavidad interna. Sumado
a esto, propanil posee en su estructura un grupo etilo (-CH2CHzs) unido al
carbonilo de la amida, lo cual hace que aumente la fuerza de las interacciones
apolares.

Aunque en esta memoria no se han realizado experimentos para
determinar la orientacion de la molécula incluida en la cavidad, es posible
plantear una probable orientacion si se compara con un estudio de H-RMN de
compuestos de inclusiébn de derivados de fenilurea en BCD[34]. Entre las
moléculas analizadas en el estudio se encuentra el diuron (3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetilurea) (Fig. 22), que es un pesticida isoestructural al propanil. Diuron
se incluye a la cavidad de la BCD a través del anillo aromatico, ya que las

sefales observadas por los autores en el espectro ROESY se observan 2 picos



cruzados intermolecularmente entre los protones H3 y H5 de la ciclodextrina
(Fig. 5) y los protones aromaticos de la molécula de diuron (Fig. 22). Por lo
tanto, se puede proponer que el fenomeno de inclusion de propanil con ambas
BCD se produce a través de interacciones no covalentes entre los protones del
anillo del propanil y los de la cavidad de las CDs como es representado en la

figura 23.
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Figura 22. Estructura del diuron.

Figura 23. Propuesta de la inclusion entre el propanil y las CDs.

Los cucurbiturilos proporcionan 2 efectos supramoleculares distintos: el
efecto hidréfobo de la cavidad, muy similar al efecto en las ciclodextrinas, que

favorece la inclusibn de compuestos organicos hidréfobos, habiendo una



liberacibn de agua de “alta energia”, y las interacciones ion-dipolo en los
portales con enlace de carbonilos, que promueven la union de sitios cationicos
de los huéspedes organicos o de cationes inorganicos en solucion[16]. Por esto
ultimo, la mayoria de los trabajos se han dedicado al estudio de sales de amonio
alifaticos y aromaticos que muestran una afinidad excepcional hacia el
huésped[35]. Ademas de esto, los pocos estudios que se han realizado utilizan
soluciones acuosas fuertemente &cidas, debido a su solubilidad
extremadamente pobre en practicamente todos los demas solventes[36].

Uno de los motivos por el cual la constante de asociacion para el complejo
propanil/CB6 fue menor en comparacion al complejo propanil/Me-BCD, es
porque en si, el CB6 se asemeja mas en términos de dimensiones geoméetricas
a la a-CD, por ende, solamente logra alojar de manera Optima moléculas
neutras relativamente pequefias, como por ejemplo el benceno. Mientras que
CB7 al ser una molécula de cavidad mas grande y similar a la BCD, puede
acomodar en su cavidad restos hidrofobicos de tamafio considerable como el
ferroceno[31].

Compuestos sustituidos en “para” y de bajo tamafio como lo es un grupo
metil forma el complejo, ya que molécula mas grande en los extremos causa
una mayor interferencia en los carbonilos del segundo portal. Por lo tanto, se
puede deducir que propanil se esté incluyendo de forma parcial y por el extremo

del grupo etilo[37].

Por ultimo, al comparar los valores de constantes de asociacion de ambos

meétodos se observa una diferencia con respecto a la magnitud de los valores.



La gran mayoria de los estudios de constantes de asociacion emplean distintas
técnicas, pero no comparan los valores de estas. Previamente en nuestro
laboratorio se han determinado constantes de asociacion utilizando técnicas
electroquimicas y espectroscopicas, como por ejemplo, para el estudio de los
complejos bentazona/CD y bentazona/HP-BCD, donde se han informado
valores distintos de constantes dependiendo de la técnica utilizada[31]. Los
autores atribuyen la diferencia de los valores de Ka obtenidos con los cambios
en las propiedades del huésped en fluorescencia, provocando que el huésped
se asocie con CDs de manera diferente[38]. Sin embargo, en el caso de propanil,
se debe tener presente ademas que el proceso de oxidacién tiene un control
mixto difusidn-adsorcion, lo que estaria afectando la determinacion de la
constante de asociacion mediante técnicas electroquimicas[39]. Otro punto a
considerar seria las condiciones en las cuales se realiza cada estudio, como el
tiempo de interacciéon entre CDs y propanil, ya que, para el estudio de solubilidad
de fase, el tiempo de agitacion fue de 24 horas, tiempo suficiente para alcanzar
el equilibrio, mientras que para el estudio electroquimico por VPD, el tiempo de
interaccién fue solamente de 20 minutos. También pudo influir las cantidades de
propanil y CDs utilizadas en cada estudio, en el método se solubilidad de fase
se llevo practicamente a condiciones de sobresaturacion, donde lo que no se
solubilizé de propanil se extrajo usando el filtro de jeringa, mientras que, para el

estudio electroquimico, la concentracién de propanil en la celda fue constante.



5. CONCLUSIONES

Se determinaron las condiciones experimentales Optimas para la
realizacion del estudio electroquimico de propanil en solucién acusa,
usando buffer fosfato 0,1 M pH 9,0 a una concentracion de propanil de

0,3 mM.

El valor de la constante de asociacion del complejo propanil/Me-BCD
es mayor que con los otros macrociclos evaluados, ya que el grupo
metoxilo presente en el borde ancho de la estructura de esta
ciclodextrina promueve una mayor afinidad con moléculas hidrofébicas

como propanil.

La constante de asociacion para el complejo propanil/CBé fue menor
en comparacion a las Ka de los complejos con CDs debido al tamafio

de su cavidad, ya que su diametro interno se asemeja mas a la a-CD.
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Anexo 1. Espectro de absorcién de propanil en B-F 0,1 M pH 9,0.
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Anexo 2. Espectro de absorcion del propanil en presencia de cantidades
crecientes de BCD (A) y Me-BCD (B) en B-F 0,1 M pH 9,0.
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