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RESUMEN: “COMPLEJOS DE TIPO HUESPED-ANFITRION ENTRE
CUCURBITURILO Y DERIVADOS DE AZOBENCENO”

El presente Trabajo Fin de Grado (TFG) se enmarca dentro del area de la Quimica
Supramolecular vy, especificamente, de la formacidn de complejos huésped-anfitrion o de
inclusidn. Se ha estudiado el reconocimiento molecular en medio acuoso que ocurre entre
derivados de azobenceno (huésped) y macrociclos de cucurbit[n]urilo (anfitridn).

El trabajo realizado incluye (a) la sintesis, purificacién y caracterizacion estructural de dos
derivados de azobenceno y (b) el estudio del fendmeno de reconocimiento molecular entre los
compuestos sintetizados y los macrociclos cucurbit[7]urilo y cucurbit[8]urilo. Por una parte, se
ha estudiado el efecto que tienen los sustituyentes de los azobenceno sobre determinadas
propiedades como las acido-base y las dpticas, para lo que se recurrié a técnicas como la
espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) y la de resonancia magnética nuclear
(RMN) de protén. Las interacciones azobenceno-cucurbit[n]urilo se caracterizaron mediante la
espectroscopia de absorcién UV-Vis y de RMN y la calorimetria de titulacion isotérmica.

Los azobencenos son unos compuestos fotocrémicos ampliamente estudiados en multiples
areas, algunas implicadas en el desarrollo de nuevos sistemas para la encapsulacidon y
liberacion controlada de sustancias mediante estimulos luminicos (luz UV, tipicamente). En
este sentido, y con aplicaciones en medios bioldgicos como objetivo Uultimo, resulta
beneficioso identificar azobencenos solubles en medio acuoso y que puedan ser estimulados
con luz visible. Precisamente, los azobencenos de este trabajo presentan una alta solubilidad
en agua y ademas exhiben una banda de absorcién intensa centrada en 400-500 nm, lo que
permite su fotoestimulacion mediante luz visible. Ademds, se ha demostrado que estos
azobencenos forman complejos de inclusion estables con cucurbit[n]urilos en medio acuoso.
Asi, con este trabajo, se sientan las bases para el estudio de conceptos como la encapsulacion
molecular en medio acuoso y su control mediante luz Vvisible o infrarroja.



ABSTRACT: “HOST-GUEST COMPLEXES BETWEEN CUCURBITURIL AND
AZOBENZENE DERIVATES”

This report is focused on Supramolecular Chemistry and, specifically on host-guest
complexation. We have studied the molecular recognition in aqueous medium that takes place
between azobenzene derivatives (guest molecules) and cucurbit[n]urils macrocycles (host
molecule).

This project includes (a) the synthesis, purification and structural characterization of two
azobenzene derivatives and (b) the study of the molecular recognition of these compounds by
cucurbit[7]uril and cucurbit[8]uril. On one hand, the effect of the type of substituents of the
azobenzenes on their properties including acid-base and optical properties has been studied
by ultraviolet-visible absorption spectroscopy (UV-Vis) and proton nuclear magnetic resonance
(NMR). The azobenzene-cucurbit[n]uril interactions were characterised by UV-Vis and NMR
absorption spectroscopy and isothermal titration calorimetry.

Azobenzenes are photochromic compounds studied of interest in a wide variety of areas,
including the development of new systems for the encapsulation and controlled release of
substances by light stimulation (typically, UV light). In this sense, and applications in biological
media in mind, the identification of water-soluble azobenzenes that can be isomerised with
visible light is highly beneficial. In fact, our azobenzenes exhibit excellent water-solubility and
an intense absorption band centered at 400-500 nm, which allows its photostimulation by
visible light. In addition, it has been shown that these azobenzenes form stable inclusion
complexes with cucurbi[n]urils in aqueous medium. Thus, the foundations are laid for the
study of concepts such as molecular encapsulation in agueous medium and its control by
visible or infrared light.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Quimica Supramolecular y sistemas de tipo huésped-anfitrion basados en
cucurbiturilos

La Quimica Supramolecular, también denominada “la quimica mas alla de la molécula”,
versa sobre el estudio de las interacciones intermoleculares asi como los procesos de
ensamblaje a través de interacciones no covalentes. Otro aspecto de la Quimica
Supramolecular estd relacionado con el reconocimiento molecular, que puede describirse
como la unién de una molécula especifica a un receptor de tipo molecular. Aquellas moléculas
con capacidad para reconocer a otras de forma eficiente y selectiva se les conoce como
moléculas de tipo anfitridn y las que son reconocidas se les denomina moléculas de tipo
huésped. Una molécula anfitrion puede tener forma de caja o de pinza (podando). También
existen anfitriones con una estructura ciclica, que posee una cavidad y que puede acoger una
molécula mas pequefia en su interior. En general, este tipo de moléculas reciben por nombre
macrociclos (Figura 1.1). Este trabajo se centra en la quimica huésped-anfitrién de los
macrociclos de Cucurbit[n]urilo.
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Figura 1.1. Estructuras quimicas de tres familias de macrociclos.Las letras “a” y “b” en la
estructura de CB[n] representan las distancias del diametro del portal y la de portal-portal
respectivamente.

Los Cucurbit[n]urilos, abreviados a partir de este punto como CB[n], son una familia de
macrociclos formados por n unidades repetitivas de glicolurilo enlazadas por puentes
demetileno (-CH,-). Estos macrociclos resultan de la reaccién de polimerizacién y ciclacion de
glicolurilo en presencia de paraformaldéhido y acido a alta temperatura. Se han descrito
miembros de la familia con n = 5-8 y 10. Los CB[n]s presentan una cavidad central
relativamente hidréfoba accesible a través de sus dos portales polares con grupos de tipo
ureidilo. Estos grupos, que poseen una alta densidad electrénica, estan orientados hacia el
centro del portal del macrociclo (Figura 1.2) lo que influye en su capacidad para actuar como
huésped. En relacidn a su estructura y tamafio, la distancia de portal a portal (“b” en Figura
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1.1.) es de aproximadamente 9 A, siendo constante para todos los miembros de la familia. El
didmetro del portal (“a” en Figura 1.1) varia entre 2,4 A paran=5y 6,9 A paran = 8.
Asimismo, el volumen de la cavidad varia entre 82 A*> paran =5y 479 A’ paran = 8.2

Un aspecto a recalcar es la capacidad de reconocimiento de los CB[n] en medio acuoso, que
esta relacionada con el potencial electrostatico de los portales y de la cavidad®. Como se
aprecia en la Figura 1.2, los portales ureidilo son capaces de enlazar a través de interacciones
ion-dipolo con moléculas o grupos funcionales deficientes en densidad electrénica como, por
ejemplo, aminas cuaternarias. Asi mismo, los CB[n] también son capaces de encapsular
especies relativamente hidréfobas en su cavidad.”

En relacion a lo anteriormente citado, destaca el papel de la desolvatacion tanto de la cavidad
del anfitrion como de la molécula huésped como factor, en ocasiones principal, para justificar
la elevada estabilidad de algunos complejos de CB[n]. Las moléculas de agua situadas en el
interior de los CB[n], a diferencia de las del resto de disolvente, se encuentran unidas entre si
formando una estructura menos estable y de mayor energia que las del disolvente. A este tipo
de moléculas de agua presentes en la cavidad de los CB[n], se las ha denominado como de
“alta energia”.’> Cuando se forma el complejo huésped-anfitrién se produce, a su vez, el
proceso de desolvatacién de la cavidad; siendo, en ciertas ocasiones, un proceso que favorece
la formacién de complejos.

a) Interacciones i6n-dipolo entre b) 3 + EFH
los portales y un grupo deficiente 1 HSN/{\/)‘:\NHC* HOH
en densidad electrénica 1104 . 4 F H
o1, 1-damono 2,2 2-trifluoroethancl
Portales
de tipo
ureidilo NH,
Cavidad relativamente OH
hidrofoba 2
5

Amantadina Naftalen-2-ol

+f =\+
R e
Interaccién entre la cavidad " 6

y la parte relativamente 2
hidréfoba de la molécula 4-Aminoazobenceno Paraquat

Figura 1.2. Representacion de las diferentes regiones de enlace en CB[n] (a) y estructuras
quimicas de moléculas huésped para CB[n] (b).

Las diferencias de tamafo del macrociclo, en cuanto nimero de unidades repetitivas de
glicolurilo (n) se refiere, definen la selectividad por uno u otro tipo de moléculas anfitridn asi
como la estabilidad del complejo final.
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- CBI5] es el macrociclo de la familia de los cucurbiturilos mas pequefio que ha sido
aislado. Como resultado de su reducida cavidad la encapsulacion de moléculas
anfitrion esta limitada a especies moleculares relativamente pequefias. como He, Ne,

H2, etc., asi como la de especies catiénicas como Co**, Ni**, Cu®, etc.?

- CB[6] es el CB[n] mas abundante que resulta de la reaccién de polimerizaciéon de
glicolurilo. Su tamafio, ligeramente superior al de CB[5], permite el enlace, por
ejemplo, con aminas alifaticas como 1 (Figura 1.2).2

- CB[7] posee un tamafio lo suficientemente grande (ligeramente superior al de la 8-
ciclodextrina®) para enlazar con aminas alifaticas, y también aromaticas. Ademas de
aminas, se han descrito una gran variedad de moléculas huésped para CB[7] y que
resultan en la formacion de complejos estables (10° < K, <10° M™).” Se han detallado
casos singulares donde las constantes de afinidad son excepcionalmente altas (en
torno a 10" M™) como, por ejemplo, la encapsulacién del ferroceno o la de la
amantadina (2 de la Figura 1.2).2

- CBI[8] presenta una unidad repetitiva mas respecto a CB7. Su cavidad, en términos de
volumen, es similar a la de una \/—ciclodextrina.8 En contraste con otros CB[n]s, la
cavidad de CB[8] es lo suficientemente amplia como para acomodar en su interior
simultdaneamente dos moléculas huésped; ya sean dos moléculas del mismo tipo, en
cuyo caso el complejo es 1:2, o diferentes, dando lugar a la formacién de un complejo
ternario 1:1:1. Un ejemplo tipico es la formacidon de complejos hetero-ternarios entre
una molécula huésped electrodeficiente y otra rica en densidad electrénica (molécula

de naftaleno 5y violdgeno 6 en la Figura 1.2).2 También se ha descrito la encapsulacion
de compuestos fotocromicos, como los azobencenos, en donde la isomerizacion entre

las formas E y Z permite controlar al estequiometria del complejo final de CB[8].

Todas las propiedades anteriormente nombradas, entre las que la posibilidad de formar
complejos con una alta estabilidad en medio acuoso, hacen de los CB[n]s unos macrociclos
versatiles. En la literatura reciente se han apuntado aplicaciones que van desde su uso para
sintesis de nanoparticulas, ensamblaje o catalisis hasta el desarrollo de sensores.’

1.2. Azobencenos

El fotocromismo estd definido como la interconversidon quimica reversible de un
compuesto entre dos estados con espectros de absorcidn y propiedades fisicas diferentes,
. . . . .z 1
inducida mediante fotoexcitacion. A este respecto, cabe destacar a los azobencenos. 0

De modo general, los azobencenos son de interesante y amplio estudio gracias a su
isomerizacion fotoreversible inducida, su alta estabilidad quimica y térmica asi como a su
relativa sencilla sintesis, en comparacidn con otros sistemas. Asimismo, han sido relevantes en
este estudio por su utilizacion como moléculas huésped.

[3]
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Figura 1.3. Fotoisomerizacion E/Z del azobenceno.

Los azobencenos son una familia de compuestos organicos que poseen dos anillos aromaticos
unidos a través de un enlace diazoico (-N=N-). Tipicamente, presentan dos isémeros
geométricos (E/Z) (Figura 1.3) generados en torno al enlace azo, siendo el isémero E mas
estable que el isémero Z. De modo general, la isomerizacién desde la forma E a la forma Z esta
inducida por la luz mientras que la isomerizacidn reversa puede ser inducida tanto por la luz
como térmicamente. Cuando se incita a la fotoisomerizacidon se produce un cambio implicito
en la conformacién geométrica de dicha molécula, momento dipolar o en el espectro de
absorcion.

Por un lado, el isémero E presenta una geometria lineal y plana (1 ~ 0) mientras que, por otro
lado, el isémero Z adopta una geometria angular donde uno de los anillos aromaticos gira con
el fin de evitar repulsiones estéricas, quedando enfrentadas las nubes electrénicas m de los
anillos aromaticos, dando como resultado un momento dipolar de 3 D. Consecuentemente la
distancia entre las posiciones mas alejadas de los anillos pasa de 9 A, para el isémero E, a ser
de 5,5 A parael "

De manera caracteristica, los azobencenos presentan un orbital m que se encuentra
deslocalizado a lo largo de toda la molécula, asi como un orbital n correspondiente a los pares
de electrones no enlazantes de los dtomos de nitrégeno, del grupo azo. La isomerizacion E/Z
tiene lugar cuando se produce la absorcién de un fotén de una longitud de onda pertinente a
las transiciones electrénicas m—mn* 6 n-rm*. Por un lado, el isbmero E de dicha molécula
presenta generalmente dos bandas de absorcidon; una localizada en la regidn del ultravioleta y
que corresponde a la transicion m—nt* y otra de menor intensidad, en la regién del visible,
relacionada con la transicién n—m*. Por otro lado, en los espectros particulares del isémero cis
aparece una banda vinculada a la transicion m—m* a menores longitudes de onda y con una
menor intensidad que la banda correspondiente al isémero E. Ademads, también se muestra
otra banda situada a longitudes de onda similares a las del isdmero E y con una mayor
intensidad.™

La sustitucion de la molécula de azobenceno con grupos dadores o aceptores de electrones
afecta a las energias de los orbitales my m* produciendo una modificacion en la posicién de las
bandas de absorcién de los isdmeros. La sustitucion con grupos voluminosos y dadores de
densidad electrénica (como por ejemplo grupos -O-CH3) en las posiciones orto de la molécula
de azobenceno, respecto al grupo azo, genera un impedimento estérico significativo. En la
conformacion E estos grupos quedan enfrentados de tal manera que la molécula adopta una
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conformacién de menor energia mediante la rotacion de los planos de los anillos aromaticos,

12714 como consecuencia, la fotoisomerizacidn de azobencenos con

uno respecto del otro.
patrones de sustitucién como los mencionados anteriormente puede llegar a ser inducida por
luz roja o incluso de la regidn del infrarrojo cercano.™ Esto es particularmente interesante en
aplicaciones bioldgicas. La posibilidad de isomerizar azobencenos con luz visible o de la region
del infrarrojo cercano permite una mayor penetracién en los tejidos de los seres vivos y causen

un menor dafio biolégico.™

En el grupo de Cristales Liquidos y Polimeros se exploran materiales y polimeros que puedan
encapsular y liberar moléculas de manera controlada mediante el uso de diversos estimulos
luminicos'®. Este trabajo, que se plantea en buena sintonia con las actividades de nuestro
grupo, sentara las bases para el estudio de conceptos como la encapsulacion molecular en
medio acuoso y su control mediante luz visible o infrarroja.

2. OBIJETIVOS

Como objetivo cientifico se plantea en este proyecto la sintesis y caracterizaciéon de dos
compuestos de tipo azobenceno y el estudio de sus interacciones con los macrociclos CB[7] y
CB[8] en medio acuoso.

Mas especificamente, como primer objetivo, se propone sintetizar y caracterizar los

compuestos Azo 1y Azo 2 (Figura 2.1). Estos dos compuestos presentan semejanzas como el
grupo azo y los sustituyentes -O-CH; en las posiciones orto de los anillos aromaticos respecto al
grupo azo. Si bien es cierto que difieren entre si en el grupo de la posicidn para con respecto al
grupo azo. Azo 1 consta de un grupo amina terminal (-NH,) mientras que Azo 2 posee un grupo
alcohol (-OH). La sintesis de Azo 1 y Azo 2 se ha descrito recientemente en la literatura'” *® y

también se ha evaluado por el grupo de Cristales Liquidos y Polimeros de la Universidad de
Zaragoza.

@wﬁw @wﬁ

Figura 2.1. Estructuras de Azo 1y Azo 2.

(Azo 1) (Azo 2)

Los azobencenos sintetizados se caracterizardn mediante: espectroscopia de absorcidn UV-Vis,
'H-RMN, espectrometria MS y espectroscopia IR.

El segundo objetivo, se basa en estudiar las interacciones entre los azobencenos

descritos con anterioridad y dos tipos de CB[n], n = 7 y 8, en medio acuoso. En vista a los
antecedentes y la literatura cabe esperar que el tamafio de la cavidad de CB[7] y CB[8] sea lo
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suficientemente grande como para alojar al menos una molécula de azobenceno. Para llevar a
cabo este estudio se hace uso de técnicas de caracterizacion tales como RMN y espectroscopia
UV- VIS, para un analisis cualitativo, y la calorimetria de titulacién isotérmica (ITC), para
cuantificar algunos de los parametros termodindmicos relacionados con las interacciones
azobenceno-CB[n].

De manera andloga a los objetivos experimentales del trabajo también se ha remarcar
los objetivos académicos. El TFG ayuda a reforzar y ejecutar el aprendizaje acumulado vy
asimilado en el grado. Al mismo tiempo es una importante oportunidad para demostrar que se
es capaz de desarrollar distintas capacidades y de mejorar dia a dia como futuros quimicos.
Finalmente, este trabajo debe reflejar la idoneidad y disposicidn para un futuro en alguna de
las muchas ramas y disciplinas profesionales pertinentes a la Quimica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis y caracterizacion de los derivados de azobenceno

Uno de los objetivos del trabajo consiste en sintetizar dos derivados de azobenceno, Azo
1y Azo 2 (Figura 2.1.). Existen diversos procedimientos para la sintesis de derivados de
azobenceno como la reaccién de Mills o la reaccion de Wallach.” Para este proyecto se
selecciond el acoplamiento azoico como método de sintesis en base a la literatura.’” *® La
reaccién mostrada en la Figura 3.1 se basa en la diazotizacién de una amina aromatica primaria
a temperaturas préximas a 0 °C la cual, mas tarde, reacciona con un nucleéfilo aromatico rico

en electrones (Anexos A).

CH;
OCHs 1)HCI, 0-5 °C HaCy ©
2) NaNO2
NH2 > l\'l’N R
3) HsCO o
OCH3 0 \CH3
R HsC
H,CO
4) OH- 6 H* R = NHz, Azo 1
R=0H, Azo 2

Figura 3.1. Esquema sintético de Azo 1 y Azo 2 mediante acoplamiento azoico.

De manera general, este método permite la sintesis tanto de Azo 1 como de Azo 2 por
reaccién entre una sal de diazonio a 0-5 °C, generada a partir de la 2,6-dimetoxianilina y NaNO,
en medio acido, y su posterior reaccion con un nucledfilo. En el caso de Azo 1 se emplea 3,5-
dimetoxianilina como nucledfilo mientras que para Azo 2 se hace uso de 3,5-dimetoxifenol. La
utilizacidn de diferentes nucledfilos tiene asociadas pequefias particularidades en los métodos
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de sintesis. En la sintesis de Azo 1 se usa un derivado de anilina que lo suficientemente buen
nucledfilo como para llevar a cabo la reacciéon en un medio acido débil. Para la preparacion de
Azo 2 se emplea un derivado de fenol en un medio basico suave con el fin de incrementar la
nucleofilia del propio fenol mediante la formaciéon de su forma ionizada. La purificacion se
llevd a cabo en ambos casos por cromatografia en columna a media presién. Cabe destacar
que para Azo 1 fue necesario un segundo proceso de purificacidon por recristalizacion.

Tras la obtencion de los productos finales se observd que los rendimientos obtenidos para
ambas moléculas fueron dispares (39% y 6% para Azo 2 y Azo 1 respectivamente) si bien el
método de sintesis es similar. Estos resultados podrian asociarse a los problemas
experimentados en la purificacién de Azo 1, para el que fue necesaria una purificacidn
adicional por recristalizacidon. Cabria también destacar que los rendimientos obtenidos son
significativamente menores a los descritos en la literatura. Por ejemplo, se han descrito
rendimientos del 97% para la sintesis de Azo 2."® Se puede proponer un trabajo futuro que
consista en la optimizacién de la sintesis de estos compuestos.

La comprobacion de que los productos finales eran los esperados, y la determinacién de
su pureza, se realizé mediante espectroscopia UV-Vis, RMN, MS y espectroscopia de infrarrojo
(IR).

» Mediante espectrometria MS se confirmé la presencia del azobenceno 1y 2

sintetizados y purificados.

Para Azo 1 se encontré una sefial a una relacién m/z = 318,2 (Anexos D) y que encaja con
lo esperado para la forma ionizada de Azo 1. Para Azo 2 se observaron dos sefiales intensas,
una de ellas correspondiente a lo concebido y la otra con una relacién m/z de 341,2 asociada al
acoplamiento entre el idn esperado y un ién sodio.

> La siguiente técnica que permite la constatacion de la estructura esperada es *H-
RMN.

Para las estructuras de Azo 1y Azo 2 propuestas en la Figura 2.1 cabria esperar un grupo
de sefiales en la regién aromdtica compuesto por un triplete, un doblete y un singlete; asi
como dos singletes en la region alifatica (grupos -O-CHs) . Todo ello queda confirmado en el
espectro de la Figura 3.2 (a) para la molécula Azo 2, registrado en condiciones de
concentracién constante y pD de 4.4. Se obtuvieron resultados analogos para Azo 1 (espectro
representado en los anexos B). En este punto, es de hacer notar que en determinadas
ocasiones, en funcién de la concentracidn de azobenceno y del disolvente utilizado se observd
un desdoblamiento de alguna de las sefiales; que podria relacionarse con la presencia de
especies con un grado de simetria menor que el de las representadas en la Figura 2.1. Como
ejemplo se incluye el espectro para Azo 2 registrado en CDsOD (Figura 3.2). Las mismas
observaciones fueron hechas para Azo 1 (anexos B).
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Figura 3.2. Espectros de 'H-RMN (400 MHz) para Azo 2 en D,0 a un pD de 4.4 (a) y en
CD;0D (b) a concentracion constante de azobenceno en el rango de uM.

En base a la literatura, se propone que los espectros con un nimero de sefiales mayor estan
relacionados con una forma tautomerica (Figura 3.2)*° que podria estar estabilizada mediante
un enlace de hidrégeno intramolecular.”

» Como parte de la caracterizacion basica se registr6 mediante espectroscopia de

absorcion UV-Vis los espectros de Azo 1 y Azo 2 en medio acuoso (disolucién tampdn

de acetato de sodio, 50 mM) y pH 4.6. Estos espectros se comparan con el de 4-
aminoazobenceno, como azobenceno modelo, que se registra en las mismas
condiciones.
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Figura 3.3. Superposicion de los espectros de UV-Vis del 4-aminoazobenceno, Azo 1y del Azo 2
(con concentraciones en el rango uM) a un pH tamponado (acetato) de 4.6

Para las experiencias basadas en la espectroscopia de absorcién UV-Vis, se disolvié Azo 1
y Azo 2 en una disolucién tampdn de acetato a pH 4.6. El compuesto 4-aminoazobenceno, al
ser relativamente hidréfobo, se disolvid inicialmente en dimetilsulféxido a una concentracion
aproximada de 1 mM que, seguidamente se diluyd con la disolucidon tampdn de acetato hasta
una concentracién en el rango de uM (apropiado para estudios de espectroscopia de absorcion
UV-Vis con este tipo de azobencenos). Asi, el disolvente de la disolucidn final de trabajo de 4-
aminoazobenceno consistié en una mezcla de dimetilsulféxido (1% en volumen) y disolucion
tampdn de acetato (99% en volumen).

Azo 1y Azo 2 muestran una banda principal en la regién del visible con un maximo a 464
nm para Azo 1y 431 nm para Azo 2. La banda principal de ambos azobencenos presenta un
hombro de menor intensidad y desplazado, en el caso de Azo 1, hacia longitudes de onda
mayores. En el caso de Azo 2 el hombro aparece a longitudes de onda menores. Como
comparacion se incluye en la Figura 3.3 el espectro del 4-aminoazobenceno, en las mismas
condiciones.”! En este compuesto se aprecia que la banda principal estd centrada en valores de
longitud de onda menores que las de Azo 1y Azo 2. Considerando las estructuras de Azo 1y 4-
aminoazobenceno, el desplazamiento de la banda principal a longitudes de onda mayores para
Azo 1 en medio acuoso pH = 4.6 puede relacionarse con la presencia de los
sustituyentes -O-CH;. Para estudiar un poco mds en detalle estas diferencias se decidid
determinar el pK, aparente de Azo 1.

La caracterizacion de las propiedades acido-base de Azo 1 se llevd a cabo mediante titulacion
;. , . . .. .1
acido-base usando la técnica de espectroscopia de absorcién UV-Vis."”
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Figura 3.4. Espectro UV-Vis de Azo 1 a concentracion constante y pH variable.

Para ello se registrd el espectro de absorcién de Azo 1, a concentracién constante,
variando gradualmente el pH entre 3.1 y 8.7 (Figura 3.4). Como queda reflejado en la figura,
Azo 1 puede existir en disolucién bien en forma ionizada, que presenta una banda de
absorcién con maximo a A = 460 nm, o bien en forma neutra, que presenta una banda de
absorcién con mdximo a A = 365 nm. Notese que en la Figura 3.4 hay un punto,
aproximadamente a A = 387 nm, en el cual el valor de la absorbancia coindice para cualquier
valor de pH. Este es el llamado punto isobéstico que, por definicion, es un valor de la longitud
de onda para el cual la absorbancia de la muestra se mantiene constante. Ademas denota la
existencia de un equilibrio quimico entre dos especies, en este caso entre la forma ionizada y
la neutra de Azo 1.

Para la determinacidn del pK, aparente se representaron los valores de densidad dptica
a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion de la forma ionizada de Azo 1
(Figura 3.5).
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Figura 3.5. Valores de densidad dptica correspondientes a los espectros de la titulacion
dcido-base de Azo 1.

Estos valores se ajustaron directamente a la ecuacién 3.1 dejando pK, como Unica
variable. El pK, aparente obtenido fue de 7.0.

P A7
obs — — + H-pK,
(1+ 10PH-PKa)) (1 + 10(PH-PKa))

Ecuacién 3.1.72

Donde A.ps corresponde al valor de la densidad dptica de los espectros de la Figura 3.4 a
461 nm; A" 4. es el valor de la densidad éptica de la forma ionizada a una longitud de onda fija
de 461 nm; A”, es igual al valor de la densidad 6ptica de la forma neutra a 461 nm.

La determinacion del pK, aparente con el que se genera la forma ionizada de Azo 1
también se llevé a cabo en base a la ecuacién de Henderson-Hasselbalch® (apartado
experimental 4.4.2) y se obtuvo el mismo valor que con el ajuste no lineal.

Si se compara este valor con el descrito para 4-aminoazobenceno de pK, = 2,8 (valor
consultado en SciFinder), es razonable concluir que los grupos -O-CH; de Azo 1 estabilizan su
forma ionizada y esta se genera con un pK, mayor que la correspondiente a
4-aminoazobenceno. Esto también explica las diferencias apreciadas en los espectros de
absorcién de Azo 1y 4-aminoazobenceno a pH = 4.6.
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3.2. Formacion de complejos huésped-anfitrion

En esta seccidn se incluye una serie de estudios preliminares relacionados con la
formacién de complejos de tipo huésped-anfitrion de los azobencenos Azo 1y Azo 2 con CB[7]
y CB[8] en medio acuoso. Como referencia, también se ha estudiado la formacion de
complejos con 4-aminoazobenceno. Los macrociclos CB[7] y CB[8] se sintetizaron previamente
en el grupo de Cristales Liquidos y Polimeros mediante procedimientos descritos en la
literatura.’

En la figura 3.6 se comparan los espectros de absorcion de los compuestos 4-
aminoazobenceno, Azo 1 y Azo 2 a una concentracion constante (en el rango de micromolar) y
un pH = 4.6 (disolucién tampdn de acetato, 50 mM) en ausencia y presencia de un exceso de
CB[7] y CB[8] (espectros en rojo y verde de la figura 3.6). En los sistemas con CB[7], la
concentracién de CB[7] es unas 30 veces superior respecto a la de azobenceno. Estas
condiciones, en caso de que ocurra el reconocimiento azobenceno-CB[7], favorecen la
formacién del complejo.

a) 4-Aminoazobenceno b) Azo 1
0,7
14
0,6
1,2
1 05 -
508 . 04 4
2 3
0.6 o3
04 1 02 -
0,2 01
° 0
00 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
o) A (nm)
c)Azo 2
0,7
0,6 e AzObenceno

en buffer de acetato
0,5

0,4
2 o Azobenceno
03 en buffer de acetato
n CB[7
0,2 Con CB[7]
o1 Azobenceno
0 . . . . . . - . en buffer de acetato
200 250 300 350 400 450 500 550 600 Con CB[8]

Figura 3.6. Espectros de absorcion UV-Vis para 4-aminoazobenceno (a), Azo 1 (b) y Azo 2 (c) en
ausencia (azul) y presencia de CB[7] (rojo) o CB[8] (verde) a concentracion constante de
azobenceno y pH tamponado de 4.6.

En el caso de Azo 1 y Azo 2, la banda principal del espectro UV-Vis disminuye de
intensidad en presencia de CB[7] respecto a muestras de azobenceno a la misma
concentracién en ausencia de CB[7]. Estos mismos cambios se observan si se comparan
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muestras de Azo 1, Azo 2 y 4-aminoazobenceno en ausencia y presencia CB[8] y son indicativos
de la presencia de especies asociadas de tipo azobenceno-CB[n].

En el caso del 4-aminoazobenceno en presencia de CB[7], ademas de la disminucién de
la intensidad de la banda principal se observa la apariciéon de una nueva banda a mayores
longitudes de onda. Estos cambios se relacionan, como en los casos anteriores, a la formacién
de un complejo entre el azobenceno y CB[7]. La aparicién de una banda a mayores longitudes
de onda puede estar relacionada con el hecho de que la adicion de CB[7] a 4-
aminoazobenceno estabilice parcialmente la forma ionizada del azobenceno unido a CB[7] a
un pH = 4.6. De hecho, el maximo de la banda a mayores longitudes de onda en dicho espectro
(Figura 3.6) coincide con el de la banda de absorcion de la forma ionizada del 4-
aminoazobenceno en ausencia de CB[7] (Figura 3.7). Parece probable que la forma ionizada del
complejo 4-aminoazobenceno-CB[7] se genere con un pK, aparente mayor que el del 4-
aminoazobenceno en aunsencia de CB[7]. Este es un fendmeno que se ha observado
previamente para ciertos complejos huésped-anfitrién entre aminas y CB[7].

Abs

300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 3.7. Espectros de absorcion UV-Vis para el 4-aminoazobencenoa pH=12.7ypH=1.11y
concentraciones constantes de 4-aminoazobenceno (30 uM).

» Asimismo, como técnica de caracterizacidn suplementaria se hizo uso de la
espectroscopia ‘H-RMN. El RMN nos aporta una informaciéon estructural, no
suministrada por la espectroscopia UV-Vis, en relacién a las interacciones entre los
diferentes grupos de las moléculas de azobenceno vy el cucurbiturilo.
Todas las medidas fueron realizadas en el mismo disolvente, agua deuterada, a un pD
controlado.

Los estudios de RMN se limitaron a mezclas de Azo 1, Azo 2 y CB7 debido a la limitada
solubilidad de 4-aminoazobenceno y CB[8] en el rango de concentraciones milimolares.
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Figura 3.8. Espectros de 'H-RMN (D,0, 400 Hz) de la molécula Azo 1 en ausencia (a) y en
presencia de CB[7] (b) a una concentracion constante de azobenceno, un pD controlado de 3.53
(a)y 3.62 (b).

En la Figura 3.8 (a) se comparan los espectros de Azo 1 en ausencia y presencia de CB[7],
los experimentos se realizaron en D,0 a un pD en torno a 3.53 y 7.4. Se aprecia como todas las
sefiales aromaticas de Azo 1 se desplazan ligeramente a campos mayores. Esto estd asociado a
un apantallamiento, por parte de la nube electrénica del macrociclo, a los protones del
azobenceno asi como a la rigida estructura caracteristica de los CB[n] y evidencia la formacidn
de un complejo huésped-anfitrién.
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Figura 3.9. Espectros de 'H-RMN *H-RMN (D,0, 400 Hz) de la molécula Azo 2 en ausencia (a) y
en presencia de CB[7] (b) a una concentracion constante de azobenceno y un pD controlado de
4.4 (a)y 3.87 (b).

En la figura 3.9 la comparativa realizada trata los espectros realizados a concentraciones
constantes Azo 2 en D,0 a un pD controlado de 4.4 en ausencia de CB[7] (a) y de 3.87 en
presencia de un leve exceso de CB[7] (b). Al igual que para Azo 1, las sefales de dicho
azobenceno aparecen a desplazamientos levemente menores que se correlacionan a
interacciones Azo 2-CB[7]. Cabe resaltar el hecho de que la sefial asociada a los protones Hc de
Azo 2 esta solapada con una de las sefiales de los protones de los puentes metileno de CB[7].
Los experimentos de RMN confirman, de la misma manera que las pruebas basadas en la
espectroscopia de absorcidon UV-Vis, que los azobencenos Azo 1 y Azo 2 interaccionan para
formar complejos huésped-anfitrion con CB[7]. Ademas, en vista a los cambios en los
espectros de RMN, puede que los anillos aromdticos de los azobencenos, asociados a las
sefiales, queden parcialmente incluidos en la cavidad de CB[7].

=  En vista de los resultados anteriores, se llevaron a cabo una serie de estudios basados
en la técnica de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) con la idea de cuantificar la

estabilidad de al menos uno de los complejos de azobenceno-CB[n]. Se ha estimado
oportuno incluir aqui una breve introduccién a la técnica de ITC antes de presentar los
resultados experimentales.

La calorimetria de titulacidon isotérmica, como técnica calorimétrica, mide directamente

el flujo de calor asociado a un proceso que, a presién constante, es igual al cambio de entalpia.
Los calorimetros utilizados para la caracterizacidon de procesos de asociacién se encuentran
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principalmente dentro de la categoria de titulacion por compensacion dindmica de energia y
operan a una temperatura constante.

Se debe hacer notar tres aspectos practicos de la técnica de ITC que justifican su
empleo: (1) cualquier interaccidn receptor-sustrato (o huésped-anfitrién) libera o absorbe
calor, (2) permite la determinacidén simultanea de los cambios de energia en cuanto entalpia
(AH), entropia (AS), energia libre (AG), constante de asociacién (K,) y la estequiometria (n) del
complejo receptor-sustrato a una temperatura constante. La afinidad de la unién entre el
receptor y el sustrato “desplaza” el equilibrio entre las diferentes especies (asociadas y libres).
(3) Se ha de tener en consideracion el calor liberado o absorbido en la dilucién de la molécula
de sustrato.

(a) (b) (c)
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Figura 3.10. Diagrama esquemadtico de un calorimetro de titulacion isotérmica (a), datos
brutos asociados a una reaccion exotérmica (b), e integracion de los datos brutos (c). Si el
efecto térmico y la magnitud de la union son los suficientemente grandes, se pueden
determinar pardmetros tales como la constante de equilibrio de asociacion, el cambio de
entalpia de union y la estequiometria de la reaccion. Imagen adaptada del folleto informativo
del calorimetro Auto-Itc200 (MicroCal, GE Healthcare) que se puede encontrar en:
https://www.malvernpanalytical.com

La Figura 3.10 muestra la representacion esquematica de un calorimetro de ITC el cual
consta de dos celdas idénticas. Una de ellas es la celda de referencia (llena con un disolvente,
tipicamente agua) y la otra, la celda de reaccién, rellena con una disolucion del receptor. El
calorimetro también posee una jeringa exterior que se conecta a la celda de reacciodn, la cual
va inyectando pequeias cantidades de la disolucion del sustrato. Cuando se realiza una
inyeccion, el calorimetro detecta el calor liberado o absorbido como resultado de la
interaccion receptor-sustrato. Este proceso lleva asociada la deteccién de la potencia necesaria
para mantener la temperatura constante de las celdas de referencia y de medida. Los cambios
de temperatura asociados a la interaccidn entre receptor y sustrato son compensados por el
equipo (a través de unos termopares), y la cantidad de energia que se proporciona (a una u
otra celda), para recobrar la temperatura original, es equivalente a la que se ha liberado o
absorbido en una inyeccién. La energia que hay que proporcionar en cada inyeccién queda
representada como el drea de un pico en el termograma (diagrama b de la Figura 3.10). En
inyecciones subsiguientes, la cantidad de energia debida al reconocimiento entre el sustrato y
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el receptor disminuye (b de la Figura 3.10), pues la cantidad de receptor libre en la celda de
reaccién es cada vez menor. En un experimento bien disefiado, las ultimas titulaciones
muestran una energia relativamente pequefia y constante, asociada Unicamente al fenédmeno
de dilucién del sustrato, pues practicamente todas las moléculas de receptor se encuentran
unidas a una molécula de sustrato. Integrando el drea de cada pico, se obtiene la
representacion grafica de la cantidad de energia proporcionada en cada inyeccion,
normalizada por la concentracion de sustrato, con respecto a la razén molar (diagrama c de la
Figura 3.10). Tras ajustar estos valores a un modelo de enlace apropiado, se puede obtener la
correspondiente isoterma de enlace que contiene los parametros termodinamicos asociados a
la interaccion receptor-sustrato nombrados anteriormente.
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Figura 3.11. Experimento de titulacion de Azo1 con CB[8] mediante ITC en acetato de sodio 50
mM, pH 4.6 a 25 °C que incluye el termograma de titulacion formado por los calores por unidad
de tiempo (panel superior) y calores de titulacion (panel inferior) generados tras la inyeccion
del Azo 1 sobre CB[8] (a) y calor de dilucion asociado a Azo1 (b) en las mismas condiciones que
el experimento de titulacion. La isoterma de union (c) corresponde al mejor ajuste para el
modelo de reconocimiento en el que la molécula anfitrion se une a un unico sitio de union de la
molécula huésped y que incluye también los calores de dilucidn.

Para realizar el experimento de titulacién, mediante ITC, se selecciond el sistema de
reconocimiento Azo1-CB[8] en una disolucion tampdn de acetato a pH 4.6. Se cargd, por un
lado, la jeringa con una disolucion de Azo 1 (especie titulante) a una concentracion
aproximada de 0,97 mM vy, por otro lado, la celda con una disolucion de CB[8]
aproximadamente 0,04 mM (especie titulada). El termograma correspondiente y los calores
asociados a la titulacién se muestran en la Figura 3.11 (a). Ademads, también se llevd a cabo la
misma experiencia con la diferencia de que la disolucidn de CB[8] en la celda se reemplazé por
la disolucion tampén (Figura 3.11 b). Esto permitié determinar los calores de dilucién
asociados a Azo 1. Se observa que la dilucién de Azo 1 es un proceso endotérmico que
depende de la concentracién. Teniendo en cuenta los calores de dilucién, los valores de calor
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transferido por mol de ligando se representan frente al cociente de concentraciones
[anfitridn]/[huesped] (o razén molar) de la titulacién (Figura 3.11 a) y se pueden ajustan
mediante regresion no lineal para obtener los parametros n, K, y AH (dejandolos como
pardmetros variables en dicho ajuste). El resto de parametros termodindamicos que
caracterizan la interaccién se obtienen haciendo uso de las ecuaciones fundamentales.

AG = -RT In K,
AG = AH - TAS
Ecuacion 3.1. Ecuaciones fundamentales termodindmicas

Del ajuste de los datos se obtuvieron los siguientes parametros termodinamicos que
caracterizan la interaccién Azo1-CB[8].

K, = 5,8 x 10° L/mol
AH = 0,21 kcal/mol
—T-AS =-8,1 kcal/mol

Asimismo, se determind que la estequiometria de la reaccion es aproximadamente igual a la
unidad. Asi, se puede afirmar que CB[8] es capaz de reconocer a una molécula de Azo 1,
formando un complejo relativamente estable, y que dicha interaccién estd dominada por
factores entrépicos. Estos resultados deben ser confirmados mediante titulaciones
complementarias basadas en técnicas alternativas como por ejemplo la espectroscopia de
absorcién UV-Vis.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentamos empleados

* Resonancia_magnética_nuclear (RMN) de 'H. Los espectros fueron registrados
utilizando un equipo Bruker AV-400 (400 MHz) empleando la sefial del disolvente
como referencia. Se utilizd como disolvente D,0 a un pD controlado y CD;0D. Los

desplazamientos quimicos & estan expresados en partes por millon (ppm) y las
constantes de acoplamiento J tienen unidades de (Hz). La multiplicidad de las sefiales
sigue la siguiente simbologia: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete.

= Espectroscopia Infrarroja (IR). Se ha empleado un espectrofotémetro FT/IR-4100

Jasco.

= Espectrometria de masas (MS). Se ha realizado mediante un equipo Bruker MicroFlex.
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= Espectroscopia de absorcidon Ultravioleta-Visible (UV-Vis). Los espectros UV-Vis se

utilizaron para caracterizar las moléculas azoicas sintetizadas y las interacciones
huésped-anfitrion mediante los cucurbiturilos de 7 y 8 unidades. El equipo utilizado
fue un Cary 50. Se emplearon cubetas de vidrio de 1 cm.

= Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC). Los ensayos de ITC se llevaron a cabo en

un calorimetro Auto-Itc200 (MicroCal, GE Healthcare). En los dos ensayos la jeringa se
rellend con una disolucidon de Azo 1 (concentracion final = 0.98 Mm, tampédn de
acetato de sodio 50 Mm, pH = 4.6). En uno de los ensayos Azo 1 se adiciond
directamente sobre la disolucién tampdn contenida en la celda de medida. En el otro,
la misma disolucion de Azo 1 se adiciond sobre una disolucién de CB[8] (concentracidn
final de 0,04 mM). Cada ensayo consistid en una serie de 19 inyecciones con un
volumen, cada una de 2 L. El espaciado entre cada inyeccion fue de 150 s.

4.2. Sintesis y purificacion del compuesto Azo 1

A un matraz de Erlenmeyer se afiade 2,6-dimetoxianilina (1,51 g, 9,79 mmol) junto con agua
(1,7 mL) y acido clorhidrico al 37 %(2,7 mL), previamente enfriado a 0-52C en un bafio de hielo
y agua. Sobre esta disolucién se adiciona gota a gota una disolucién de nitrito de sodio (0,744
g, 10,7 mmol) y agua (6,5 mL). La mezcla se mantiene agitando durante 20 min. Tras ese
tiempo la sal de diazonio queda disuelta. A continuacién dicha disoluciéon se vierte sobre una
mezcla de 3,5-dimetoxianilina (1,51 g, 9,86 mmol) y agua (60 mL) enfriada. La mezcla de
reaccion se mantiene agitando durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
afiade una disolucién saturada de hidrogenocarbonato sdédico para neutralizar la mezcla de
reaccioén. Por Ultimo, el sélido obtenido se filtra a vacio y se deja secando durante al menos 48
h.

El producto obtenido se purifica por cromatografia en columna de gel de silice a media presién
utilizando como eluyente una mezcla 9:1 de diclorometano y metanol, y por recristalizacion
empleando como disolvente tolueno en una pequeia cantidad de etanol. Rto: 6%.

'H RMN (400 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.13 (t, J = 8.3 Hz, 1H); 6,63 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5,99 (s, 2H),
3,83 (s, 6H); 3,82 (s, 6H)

MS: 318,2; calculado para C;gH9N30, 317,14

4.3. Sintesis y purificacidon del compuesto Azo 2

En un Erlenmeyer, situado sobre un bafio de hielo/agua a 0°C, se introducen 2,6-
dimetoxianilina (1,50 g, 9,79 mmol), acido clorhidrico al 35% (1,1 mL) y agua (2,7 mL). Al igual
que en el apartado anterior, se adiciona gota a gota una disolucidn de nitrito sédico (0,700 g) y
agua (10 mL) durante 20 min. Transcurrido este tiempo se adiciona dicha mezcla de manera
lenta y progresiva, sobre una disolucién de 3,5-dimetoxifenol (1,51 g, 9,79 mmol) e hidrdoxido
de sodio (0,79 g, 11,45 mmol,100 mL). Tras 5 dias de reaccion se acidifica la muestra mediante
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acido clorhidrico al 35y al 11,2 % hasta la neutralidad. Finalmente el sélido sintetizado se filtra,
se lava con agua destilada y se seca. La purificacion del producto se realiza mediante
cromatografia en columna de gel de silice a media presién utilizando como eluyente una
mezcla 98:2 de diclorometano y metanol. Rto: 39 %.

'H NMR (400 MHz, D,0) & (ppm): 7.27 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 8.5 Hz, 3H), 5.78 (s, 3H),
3.89 (s, 15H).

MS: 341,2; calculado para CyH1sN,0s (M+Na®) 319,2

4.4, Caracterizacion de los Azobencenos y de las interacciones huésped-anfitrion

4.4.1. Pruebas preliminares mediante espectroscopia UV-VIS

Segun la ley de Lambert Beer por la que se rige esta técnica, sdlo se describe correctamente el
comportamiento de las disoluciones inferiores a concentraciones de 10 mM. Igualmente, sélo
son tolerables por la sensibilidad del método, aquellas medidas cuya absorbancia se encuentre
en un rango entre 0,2 y 1,5 unidades. Teniendo en consideracidn estas ideas, se preparan 8
disoluciones de azobenceno en ausencia y en presencia de CB[7] y CB[8], en concentraciones
constantes del compuesto azoico respectivo y a un pH tamponado (disolucidon tampdn de
acetato) de pH 4.6.

Para 4-aminoazobenceno, debido a su limitada solubilidad en medio acuoso, se prepara una
disolucién diluida de 30 uM a partir de otra mas concentrada. De Azo 1 se hace uso de una
disolucién 27 uM. Para Azo 2 se prepara una disolucién 28 uM. Las disoluciones en presencia
de CB[n]s se realizan con un ligero exceso de CB[7] y con una cantidad equimolecular de CB[8].

4.4.2. Determinacion del pK,del Azo 1

La determinacion del pK, se realiza por espectroscopia de absorcién UV-Vis mediante la
medida continua de una disolucién de acido clorhidrico 10 mM con una concentracidn de Azo
1 constante (26,4 uM) sobre la cual se adicionan pequefias y determinadas alicuotas de una
disolucién de hidréxido de sodio 10 mM con una concentracion de Azo 1 constante (26,4 uM)
a diferentes valores de pHs controlados.

La determinacién matematica del pK, se realiza mediante la aplicacién de la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch.

Para bases queda descrito generalmente el pK, del dcido conjugado
AzoH* + H,0 & Azo + H;0%

Siendo la constante de acidez:
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_ [Azo] - [H307]
27 [AzoH%]

Ecuacidn 4.1. Definicion matemdtica de la constante de asociacion

La ecuacién anterior se puede reorganizar para dar:

Azo
AzoH™*

—logK, = —log[H*] — log

Ecuacidn 4.2. Reorganizacion de la definicion matemdtica de la constante de asociacion

Mediante el registro de los cambios en el espectro de Azol a concentracién constante y pH
controlado se puede extraer el valor de K,. Aplicando la ley de Lambert Beer se puede llegar a
la siguiente ecuacién que relaciona el cociente [Azo]/[AzoH"] con los cambios en el espectro de
absorcién a pH variable.

[AZO] _ (AbSAZ - AbSAZmin) 'Absllméx
[AZOH+] AbsAZméx . (AbSAl - AbS}lein)

Ecuacidn 4.3. Relacion del cociente [Azo]/[AzoH+] con la variacidon del espectro de absorcion a
diferentes pHs.

Para (A;) la absorcién de la forma ionizada es dominante mientras que en (A;), la absorcion
dominante es la de la forma neutra

En base a la ecuacion 4.3, al representar log,o([Azo]/[AzoH+]) frente a pH se debe obtener una
linea recta cuya interseccion con el eje de ordenadas es el valor de pK, (Figura 5.9).

10
9 [
o
8 .. ®
® e
e .
©
- 5
. y = 0,9916x + 7,0217
I 5 Rz = 0,9834
o
4
3
2
1
0
-2 -1 0 1 2 3

l0g,,[AZO]/[AZO-H]

Figura 5.9. Representacion grdfica del pH a diferentes valores de concentracion del cociente de
logqo [AZO]/[AZO-H]
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5. CONCLUSION

En vista de los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

=  Se han sintetizado dos derivados de azobenceno, Azo 1y Azo 2, con grupos -0-CH; en
las posiciones orto de los anillos aromaticos con respecto al grupo azo (-N=N-). Las
propiedades dpticas se han caracterizado por espectroscopia de absorcion UV-Vis y se
ha observado que Azo 1y Azo 2 presentan bandas de absorcion en la region de 400 a
500 nm a un pH de 4.6. Estas bandas aparecen, en las mismas condiciones de medida,
a mayores longitudes de onda que las correspondientes a 4-
aminoazobenceno (compuesto analogo a Azo 1 sin los grupos -O-CH3).

= Se ha determinado que el valor del pK, aparente de Azo 1 es pK, = 7.0. Este estudio se
ha llevado a cabo mediante una titulacién acido-base basada en la técnica de
espectroscopia de absorcién UV-Vis. Las diferencias en cuanto a las propiedades acido-
base de 4-aminoazobenceno y Azo 1, con valores de pK, aproximados de 3 y 7
respectivamente, se pueden atribuir a los sustituyentes -O-CHs. La presencia de estos
grupos estabiliza la forma ionizada de Azo 1 a valores de pH relativamente altos. Asi, a
pH = 4.6, la forma ionizada es dominante para Azo 1 mientras que para 4-
aminoazobenceno es minoritaria. Esto también explica las diferencias en las
propiedades opticas discutidas previamente.

= Se han llevado a cabo estudios para describir el reconocimiento en medio acuoso
entre Azo 1y Azo 2, y CB[n]s, con n = 7 y 8 basados en las técnicas de espectroscopia
de absorcién UV-Vis, RMN e ITC. El andlisis mediante espectroscopia de absorcion UV-
Vis corrobora la formacién de complejos azobenceno-CB[7] y azobenceno-CB[8].
Considerando los espectros de RMN de protdn de mezclas de azobenceno y CB[7], se
puede apuntar que en las formas asociadas de Azo 1 y Azo 2 el azobenceno queda
incluido en la cavidad del macrociclo. Por ultimo, los ensayos de ITC del sistema CB[8]-
Azo 1 indican que la interaccién de estas moléculas en disolucion se puede describir
adecuadamente con un modelo de unidn 1:1. Los estudios indican que el complejo
CB[8]-Azo 1 se forma con una K, ~ 5.8 x 10° L/mol y que el fenémeno de
reconocimiento estd dominado por factores entrépicos. Conviene remarcar que es
necesario contrastar estos resultados mediante técnicas complementarias para
corroborar tanto la estequiometria como los pardmetros termodinamicos extraidos.
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ANEXOS

A. MECANISMO DE UN ACOPLAMIENTO AZOICO

NaNO2 + HCI — OH-N=0

o=N—d|+zo == NO

N{/NHZ ' R
R R
\©/ R’!$ "R R i R
H
N. N‘\N

Figura 5.1. Esquema sintético de moléculas de tipo Azobenceno mediante
acoplamiento azoico

B. ESPECTROS (1H-RMN)

Azo 1
O\
| AN o
O
) NH

Figura 5.2. Estructura molecular de Azo 1
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Figura 5.3. Espectro de 1H-RMN (D0, 400 MHz) para Azo 1 simétrico a un pD de
3,53.
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Figura 5.4. Espectro de 1H-RMN (D0, 400 MHz) para Azo 1 a baja simetria a un pD
aproximadamente de 7,4.
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Figura 5.5. Estructura molecular de Azo 1
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Figura 5.6. Espectro de 1H-RMN (D,O, 400 MHZz) para Azo 2 simétrico a un pD de 4,4
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Figura 5.7. Espectro de 1H-RMN (CD;OD, 400 MHz) para Azo 2 a baja simetria.
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Figura 5.8. Espectro de 1H-RMN (D,O, 400 MHz) para el sistema Azo1-CB[7] a un pD
de 3,62 y una concentracion constante de azobenceno 1 mM
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Figura 5.9. Espectro de 1H-RMN (D0, 400 MHz) para el sistema Azo2-CB[7] a un pD
de 3,87 y una concentracion constante de azobenceno 1 mM.
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D. ESPECTROS (MS)
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Figura 5.12. Espectro de masas de Azo 1 con una relacion m/z=318,2
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E. ESPECTROS (UV-Vis)

Determinacion del pK,.

pH  Abs:365nm Abs: 460 nm

3,46 0,169 0,635
4 0,169 0,628
5,77 0,203 0,63
6,13 0,227 0,59
6,43 0,253 0,549
6,7 0,28 0,495
7,02 0,336 0,389
7,32 0,392 0,289
7,62 0,42 0,235
7,9 0,445 0,191
8,12 0,461 0,161
8,41 0,467 0,141
8,69 0,475 0,133
9 0,477 0,128
9,49 0,481 0,123
10 0,483 0,123
10,67 0,49 0,125
11,75 0,501 0,128

Tabla 5.1. Valores de absorbancia medidas a valores concretos de pH; en la prueba
de determinacion del pK, de Azo 1.



