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Resumen

RESUMEN

En las ultimas décadas, debido al desarrollo agricola se ha incrementado la
demanda de agua y uso de suelo, reduciendo asi la calidad de estos debido al
creciente uso de productos quimicos, especialmente por el uso indiscriminado de
herbicidas utilizados con el fin de aumentar el rendimiento de las cosechas.
Actualmente, a nivel mundial, uno de los herbicidas mas utilizados es el glifosato [N-
(fosfonometil) glicina],* siendo la sustancia activa de mas de 750 productos
diferentes a nivel mundial. De acuerdo con lo reportado por Green Peace Esparfia en
el 2015, éste herbicida esta autorizado en alrededor de 125 productos.

Recientemente, el glifosato ha sido clasificado por la Organizacién Mundial de la
Salud como “Probablemente cancerigeno y téxico”.> Despertando el interés de
diversos grupos de investigacion para idear nuevos sistemas de deteccion y captura
de este herbicida en agua y suelo.

De acuerdo a su estructura quimica (Figura 1), el glifosato es un acido débil con
tres grupos funcionales (amina, carboxilato y fosfonato), * el cual posee un periodo
de vida corto en el suelo y agua debido a su degradacién por microorganismos
produciendo diversos metabolitos los cuales han sido encontrados en intoxicaciones
con este producto.”
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Fig. 1. Formula estructural del Glifosato y diferentes metabolitos producidos por
degradacion microbiana.

Actualmente las nanoparticulas han comenzado a considerarse como una de las
areas de investigacion mas importantes dentro del area de nanomateriales. El
desarrollo de nuevos materiales es hoy en dia un area de oportunidad en el campo
de la quimica supramolecular, por lo que, las nanoparticulas han atraido la atencion
de diversos grupos de investigacion debido a su facilidad de manejo y versatilidad de
uso. La problematica ambiental actual, asi como las sorprendentes propiedades de
las nanoparticulas de hierro, han despertado la necesidad de desarrollar nuevos
métodos de deteccion de contaminantes carboxilicos-organofosforados. En el
presente trabajo, se han desarrollado varios receptores con unidades
escuaramidicas, dichos receptores son unidos covalentemente a nanoparticulas de
hierro.



Resumen

La introduccién de grupos funcionales orgénicos sobre la superficie de las
nanoparticulas, ha sugerido un comportamiento cooperativo, que no se observa en
las unidades aisladas de ambos componentes.’ La elevada afinidad para formar
enlaces de hidrogeno, su estructura rigida y plana del anillo ciclobutenediona hacen
a las escuaramidas una molécula de interés para el reconocimiento de aniones y
cationes, dicho comportamiento ha sido demostrado mediante estudios tedricos y
experimentales.®

Estudios anteriores, han demostrado que el uso combinado de escuaramidas
junto con restos de trimetil yoduro de amonio, producen uniones favorables entre el
sal de amonio y el anién carboxilato por medio de fuerzas de tipo polar. Esta fuerza
electrostética se incrementa gracias a las unidades de escuaramida que establecen
interacciones complementarias con los restos carboxilato por medio de enlaces de
hidrégeno.” Con base en estos estudios, se ha disefiado el presente trabajo en el
cual se sintetizaron 3 diferentes tipos de nanoparticulas funcionalizadas, las cuales
se muestran en la Figura 2.
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Fig. 2. Nanopatrticulas recubiertas con 3 diferentes tipos de receptores.

Para el acoplamiento covalente de la nanoparticulas con restos escuaramidicos
se requiere de la presencia de una molécula “linker”. En este trabajo, la dopamina es
utilizada como unidad de conexién, debido a la presencia de dos grupos hidroxilo
donde los atomos de oxigeno reaccionan de forma preferente con el hierro, ademas
de la presencia de una amina terminal en su estructura, lo que hace de la dopamina
una molécula versatil para el disefio de nuevos receptores.®

Este estudio ha sido apoyado por investigaciones anteriores en donde se observa
gue el disefio y la selectividad de receptores tripodales basados en unidades
escuaramidicas han dado buenos resultados en la deteccion de carboxilatos, por lo
gue esto hace de los receptores tripodales en conjunto con nanoparticulas de hierro
un modelo de reconocimiento interesante para la deteccion de analitos, que para
este trabajo se enfoca en el Glifosato, aunque es importante mencionar que podria
ser utilizado para la deteccion de otros analitos relevantes en temas de salud y
medio ambiente.®*°



1. Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. NANOCIENCIA Y NANOTECNOLOGIA

La complejidad de fabricar, observar y manipular nano estructuras, asi como su
potencial aplicacion, demanda la colaboracion de diversas disciplinas. Una de ellas
es la Nanociencia. Esta ciencia se puede definir como el estudio de la materia a
escala nanométrica desde el punto de vista de la Fisica, Quimica, Biologia y la
ciencia e ingenieria de Materiales, teniendo como objetivo principal entender los
nuevos fendmenos existentes, asi como la prediccion de propiedades novedosas en
sistemas nanométricos.™

El estudio y manipulacion de estas propiedades han sido foco de atencion desde
hace algunos afios, pero no fue hasta el Ultimo cuarto de siglo que ha sido posible
modificar las moléculas y estructuras dentro de este rango de tamafio de forma
exitosa y reproducible. Actualmente el conocimiento de las propiedades presentadas
por los materiales en escala nanométrica supone un reto dentro de la comunidad
cientifica, ya que las propiedad exhibidas por los materiales en escala macroscopica,
se ven magnificadas e incluso cambian completamente al momento de tener este
mismo material en escala nanométrica; este cambio de las propiedades es generado
debido a la naturaleza cuantica del sistema, el cual responde de manera diferente
dependiendo de los estimulos externos. Por esta razén es necesario controlar el
proceso de formacion, entorno, temperatura, tamafio y forma de las nanoparticulas
mediante métodos facilmente caracterizables y reproducibles.*?

Por otro lado, la aplicacion de los conocimientos basicos generados por la
Nanociencia a la solucién de problemas especificos 0 a la generacién de nuevos
dispositivos de utilidad diversa es la tarea fundamental de la Nanotecnologia.

1.2. NANOPARTICULAS DE OXIDOS DE HIERRO.

Las nanoparticulas actualmente son consideradas como los nanomateriales mas
importantes en el mundo de la nanociencia, esto debido a su versatilidad de uso,
biocompatibilidad, diversidad de tamafio y diferentes composiciones.

La versatilidad en el uso de las nanoparticulas va desde aplicaciones en
electronica, marcaje para deteccion de células en diferentes técnicas de
microscopia, administracion de farmacos a través de nano estructuras
funcionalizadas, hasta productos de consumo como cosméticos, filtros solares,
fibras, textiles, colorantes y pinturas.*?

Hasta el dia de hoy existen sin niumero de tipos de nanoparticulas con diferentes
composiciones, algunos ejemplos son las de Oxido de titanio-6xido de grafeno
recientemente reportadas por su elevada actividad fotocatalitica.™® Por otro lado, las
nanoparticulas de o6xido de hierro han sido ampliamente utilizadas con diversos
fines, entre sus aplicaciones destacan las NP usadas en baterias de litio para
aumentar su durabilidad y ciclos de vida,** o bien para eliminar metales pesados del
agua.’® Dentro de las nanoparticulas de 6xido de hierro, las mas destacadas son las
de magnetita (Fe30,), de las cuales se aprovechan sus propiedades magnéticas, su
elevada &rea superficial, reactividad quimica y alta coordinacién de superficie.*®
Dichas propiedades han sido utilizadas en estudios dentro del campo de la medicina,
utilizando las nanoparticulas para trasporte de farmacos.'’ Por otro lado, en el
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1. Introduccion

campo de la Quimica supramolecular, estas propiedades son utilizadas con la
finalidad de remover contaminantes en soluciones acuosas.*®

Estas Ultimas investigaciones han impulsado al desarrollo y mejora de los
meétodos de sintesis de las nanoparticulas de 6xido de hierro, estos métodos varian
de acuerdo al tamafio o forma que se desee obtener en las nanoparticulas, aunque
las principales vias de sintesis podemos resumirlas en tres categorias:

1. Métodos fisicos
2. Métodos quimicos.
3. Métodos microbianos.

Para el presente trabajo se utilizé el método de coprecipitacion, un método
quimico basado en la nucleacion y crecimiento de nucleos de hidréxido de hierro,
1918 |05 cuales se precipitan al adicionar una base fuerte.

Actualmente el glifosato, un herbicida ampliamente utilizado (del cual se habla
mas adelante) se ha clasificado como probablemente cancerigeno, por lo que la
problematica ambiental actual, asi como las sorprendentes propiedades de las
nanoparticulas de hierro, han despertado la necesidad de desarrollar nuevos
métodos de deteccibn de contaminantes carboxilicos-organofosforados. En el
presente trabajo, se han desarrollado nuevas nanoparticulas recubiertas con
unidades escuaramidicas, con el fin de captar glifosato. Actualmente en la
bibliografia se encuentran reportados sistemas de deteccién de glifosato basados en
el uso de nanoparticulas de Au o Ln**, ambos con la desventaja de ser altamente
costosos. 2%

1.2.1. ESTABILIZACION Y FUNCIONALIZACION DE NANOPARTICULAS DE
Fe;0, CON MOLECULAS ORGANICAS.

La gran facilidad de agregacion de las nanoparticulas de magnetita asi como su
alta sensibilidad al oxigeno, el cual produce su oxidacién, ha promovido el uso de
diversos materiales para recubrir la superficie de las nanoparticulas favoreciendo asi
su estabilidad fisica y dispersion en diferentes medios, como por ejemplo el agua.

La estabilidad de las nanoparticulas se puede alcanzar utilizando diferentes
materiales como recubrimiento, algunos de los materiales utilizados para la
estabilizacién de la superficie y tamafio de las nanoparticulas estan el acido oleico %
o el 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS),?® estos dos tipos de recubrimiento han sido
utilizados en nuestro grupo de investigacion para la estabilizacion de nanoparticulas
de oxido de hierro obteniendo buenos resultados.

Por otro lado, la funcionalizacion de las NP de magnetita con moléculas
organicas, supone un nuevo método de recubrimiento que evita la rapida
degradacion de las mismas y ademas agrega propiedades modificables
dependiendo qué tipo de molécula organica se utilice. Estudios anteriores han
demostrado que la introduccidén de grupos funcionales organicos sobre la superficie
de las nanoparticulas, promueven un comportamiento cooperativo, que no se
observa en las unidades aisladas de ambos componentes.® Estas observaciones
han llevado a pensar en modificar la superficie de las NP de hierro con unidades de
escuaramidas para el presente trabajo.
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1.3. ESCUARAMIDAS Y DERIVADOS DEL ACIDO ESCUARICO.

Ahora bien, una vez explicada la importancia de la nhanociencia y nanotecnologia
asi como su influencia en el desarrollo de nuevas nanoparticulas de Oxidos de
hierro, es necesario también destacar la importancia de las escuaramidas, sus
propiedades y caracteristicas que las hacen moléculas atractivas para su uso como
receptores.

1.3.1. PROPIEDADES Y ESTRUCTURA DE LAS ESCUARAMIDAS.

Las escuaramidas son ciclos de cuatro miembros, derivados del acido escuarico
los cuales tienen una alta capacidad de formar hasta cuatro enlaces de hidrégeno,
ésta propiedad esta relacionada con un aumento en la aromaticidad del sistema.

Las escuaramidas fueron sintetizadas por primera vez en 1959 por Cohen, a partir
del acido escuérico, el cual se preparo a través de a hidrdlisis del 1,3-dicloro-3,3,4,4-
tetrafluorocliclobuteno.?* Este sistema ha atraido la atenciéon ya que tiene la
capacidad de formar un dianion (Figura 1.1). La formacién de este dianion se ve
favorecido por la deslocalizacién de los electrones m,?° lo que explica la capacidad
del acido escuarico a tener tendencia a ser mas aromatico a medida que se va
desprotonando. Ademas es importante remarcar la doble acidez que caracteriza a
este sistema (pkai= 0,54; pka»=3,58).2°

(0] o] o o (o) o
pka1=0,54 pk,,=3,58
HO OH O OH (0) o
o o (0] o O, (0] o (o)
B e e S e S
O o O (0] (0] (o) (o) (o)

Fig. 1.1. Acidez y deslocalizacién de electrones del 4cido escuarico.

Debido a la propiedad de las escuaramidas a formar enlaces de hidrégeno
(Figura 1.2A), hace a las escuaramidas moléculas analogas a las amidas. Esta
capacidad aceptor-donador se ve intensificada por la conjugacion del grupo
carbonilo con su sustituyente mas alejado debido a la deslocalizacion del par de
electrones libres del nitrégeno a través del sistema aromatico ciclobutenodiona
(Figura 1.2B). El dipolo representado por la forma zwitteridnica de las escuaramidas
implica una cierta restriccion en la rotacion del enlace C-N.

La escuaramidas poseen una estructura rigida y planar del anillo ciclobutenediona
gue contiene dos carbonilos coplanares y dos NH que son casi coplanares. Esta
estructura es estabilizada por las formas zwitterionicas descritas en la Figura 1.2B,
ademas esta disposicion estructural ha inspirado a la comunidad cientifica a pensar
que las escuaramidas pueden ser utilizadas para el reconocimiento molecular de
cationes y aniones, a través de enlaces de hidrégeno. De hecho, estudios tedricos
han demostrado que el caracter aromatico parcial de las escuaramidas aumenta al
maximo posible tras la formacién de complejos con cationes y aniones.?’
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Aceptor de enlace H

Y \l y
o o] o o)
A — /
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H H \ /
Lo '
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(anti/anti)
O o} (o} o
? | |
-
R\N\ 7+/H R\N{/ y—H
H R H R

Fig. 1.2. A) Representacion de los posibles enlaces de hidrégeno que pueden formar las
escuaramidas segun sea su conformacién anti/anti o anti/sin. (B) Formas zwitteridnicas de
las escuaramidas.

Estas interacciones cooperativas coinciden con la capacidad de complejacion de
los receptores escuaramidicos para fosfolipidos, cationes tetralquilamonio y aniones
como carboxilatos, nitratos y sulfatos.

En consecuencia a la rotacion interna restringida del enlace C-N de una
escuaramida se produce una mezcla de conformeros (Figura 1.3) de los cuales solo
1y 2 han sido detectados por RMN, dicho estudio ha dado como resultado un valor
energético en la interconversion entre ambos de ~ 63 kJ/mol; por el contrario, el
conférmero sin/sin 3 no ha sido observado, probablemente debido a la mayor
energia libre de Gibbs causada por el impedimento estérico de los sustituyentes R.

(o] o] o (o] fo} fo)
J N—v ) N4
~nN — Bu—y n—H H—y N—H
\ / \ \ /
H H H\‘O/ R § R
1 2 3
Conformacion Conformacion Conformacion

anti/anti sin/anti sin/sin

Fig. 1.3. Mezcla de conformeros de escuaramidas, de las cuales 1y 2 han sido
determinados por RMN.

Las escuaramidas al igual que las ureas tienen una gran capacidad para formar
enlaces de hidrogeno, dicha capacidad ha sido medida con base en su constante de
asociacion (Kss) con diferentes aniones. Por ejemplo, se ha descrito que las Kys de
carboxilatos con ureas en DMSO estan en el rango entre 50-150 M™. En cambio,
para las escuaramidas se ha demostrado experimentalmente que las Ky para
complejos entre diescuaramidas y acetato de tretrametilamonio en DMSO, se
encuentran entre 217-1980 M™.?" Con base en estos resultados, se demuestra la
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1. Introduccion

mayor capacidad que tienen las escuaramidas para formar enlace de H. Por otro
lado, el hecho de que las escuaramidas tengan dos grupos carbonilo les permite
formar interacciones mas fuertes en un rango de posiciones mas amplio que en las
ureas, dado que éstas solo presentan un grupo carbonilo. Es importante mencionar
que dicho comportamiento ha sido demostrado mediante estudios teoricos y
experimentales.®

En definitiva la elevada afinidad para formar enlaces de hidrogeno, su estructura
rigida y plana del anillo ciclobutenediona y sus constantes de asociacion altas hacen
a las escuaramidas una molécula de interés para el reconocimiento de aniones y
cationes, promoviendo su uso como moléculas receptoras en quimica
supramolecular.

1.3.2. USO DE ESCUARAMIDAS COMO RECEPTORES EN QUIMICA
SUPRAMOLECULAR.

Estudios anteriores, han demostrado que el uso combinado de escuaramidas
junto con restos de trimetil yoduro de amonio, producen uniones favorables entre el
sal de amonio y el anién carboxilato por medio de fuerzas de tipo polar. Esta fuerza
electrostéatica se incrementa gracias a las unidades de escuaramida que establecen
interacciones complementarias con los restos carboxilato por medio de enlaces de
hidrégeno.” Con base en estos estudios se han disefiado los dos diferentes
receptores propuestos en el presente trabajo (Figura 1.4).
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Fig. 1.4. Estructura de receptores para reconocimiento de compuestos carboxilicos-
organofosforados

Para el acoplamiento covalente de la nanoparticulas con estos restos
escuaramidicos, se requiere de la presencia de una molécula “linker”, en este caso,
la dopamina es utilizada como unidad de conexion, la presencia de dos grupos
hidroxilo donde los &tomos de oxigeno reaccionan de forma preferente con el hierro,
ademas de la presencia de una amina terminal en su estructura, haciendo de la
dopamina una molécula versatil para el disefio de nuevos receptores.®

Receptores de estructura similar a la de las moléculas propuestas han sido
estudiadas recientemente en el presente trabajo (Figura 1.5), dichos receptores se
basan en unidades escuaramidicas formando receptores tripodales los cuales han
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sido utilizados para el reconocimiento molecular formando complejos estables en
agua.®®® Estas caracteristicas han llevado a disefiar un sistema junto con las
nanoparticulas de hierro, haciendo de los receptores propuestos un modelo de
reconocimiento interesante para la deteccion de analitos de interés en temas de
salud y medio ambiente. Recientemente se ha encontrado que la exposicion
continua a glifosato puede ser causante de cancer, por lo que el disefio de un
receptor capaz de reconocer esta molécula es de gran importancia para nuestro
grupo de investigacion.

R=CHj; 6 CH,CH, R= I'N(CH;); 6 N(CH;),
1 2

Fig. 1.5. Estructura de receptores tripodales reportados en la bibliografia.

1.4. GLIFOSATO. UN PELIGROSO HERBICIDA.

En las ultimas décadas, debido al desarrollo agricola se ha incrementado la
demanda de agua y uso de suelo, reduciendo asi la calidad de estos debido al
creciente uso de productos quimicos, especialmente por el uso indiscriminado de
herbicidas utilizados con el fin de aumentar el rendimiento de las cosechas.

Actualmente, a nivel mundial, uno de los herbicidas mas utilizados es el glifosato
[N- (fosfonometil) glicina],* siendo la sustancia activa de mas de 750 productos
diferentes en todo el mundo. De acuerdo con lo reportado por Green Peace Espafia
en 2015, éste herbicida esta autorizado en alrededor de 125 productos. Este
producto ha sido comercializado desde 1974 con diferentes nombres tales como
Roundup®, Roundup Pro®, Roundup PowerMAX™,  Roundup WeatherMAX®, y
AquaMaster®, de acuerdo con el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos en 2005 y 2006 este producto ha sido utilizado en un 31% de los cultivos de
maiz y en el 92% de los cultivos de granos de soya.

El principal problema de este tipo de herbicida es su utilizacibn en una gran
variedad de actividades no sélo en zonas agricolas sino también en las zonas
urbanizadas para evitar el crecimiento de la conocida “mala hierba” en las aceras y
zonas pavimentadas, o bien, como tratamiento de tierras utilizadas de forma ilicita
para el cultivo de la planta de coca y marihuana, ocasionando la contaminacion de la
tierra y los mantos acuiferos que estén cerca de las zonas afectadas, por lo que las
principales vias de exposicion que tiene el ser humano a este contaminante son de
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diversos tipos, siendo las principales la alimentacion y el agua de consumo humano,
la Figura 1.6 muestra las diferentes vias de exposicion.

ZONAS AGRICOLAS Y URBANAS DURANTE
Y DESPUES DE LAS FUMIGACIONES

[ A TRAVES DEL AIRE QUE RESPIRAMOS EN ]

EXPOSICION A TRAVES DEL
POLVO, Y SUELO DEL JARDIN

EXPOSICION
DIRECTA DURANTE

EL TRABAJO

A TRAVES DEL CONSUMO DE AGUA POTABLE,
POR LA CONTAMINACION DE AGUAS

LA ALIMENTACION ES LA PRINCIPAL VIA DE SUPERFICIALES Y SUBTERRANEAS

EXPOSICION PARA LAS PERSONAS QUE
NO VIVEN EN ZONAS AGRICOLAS

Fig. 1.6. Diferentes vias de exposicion al glifosato

Este probable carcinbgeno ha sido detectado en el agua y aire de las zonas
cercanas de diversos cultivos; su hallazgo enciende focos de preocupacion para
desarrollar de manera expedita, métodos de deteccion eficientes para el tratamiento
del suelo y aguas contaminadas.

1.4.1. EFECTOS DEL GLIFOSATO SOBRE LA SALUD

Recientemente, este herbicida ha sido clasificado por la Organizacion Mundial de
la Salud como “Probablemente cancerigeno”. Esta clasificacion se basa en la
evidencia limitada en seres humanos pero en una fuerte evidencia de que es
cancerigeno para los animales. También se sospecha que actia como un disruptor
endocrino y que es téxico a nivel del aparato reproductor.?

En la actualidad, se han llevado a cabos diversos estudios en ratones revelando
gue este pesticida induce una tendencia positiva en la incidencia de un tumor poco
frecuente que afecta a los tubulos renales, por otro lado, un segundo estudio ha
encontrado una tendencia a incrementar las células cancerigenas en los islotes
pancreaticos, lo que produce un hemangiosarcoma en estos animales. Como ya se
ha mencionado anteriormente, existen diversas formulaciones que contienen el
glifosato como principio activo, estudios realizados a varias presentaciones
comerciales han demostrado promover la formacién de tumores en la piel.?® Por otro
lado el glifosato y AMPA inducen estrés oxidativo en roedores y en células por
ensayos vitro.

De acuerdo a estudios realizados en humanos, el glifosato ha sido detectado en
sangre y orina de trabajadores agricolas, indicando la absorcion por diversas vias
(respiratoria, topica u oral), ademas, es conocido que los microorganismos del suelo

9



1. Introduccion

degradan el glifosato al acido aminometilfosférico (AMPA), este &cido ha sido
detectado en la sangre después de intoxicaciones, lo que sugiere que la biota
intestinal humana es capaz de metabolizar este herbicida y producir el metabolito
correspondiente. Ademas diversos estudios han demostrado que el glifosato y sus
diferentes formulaciones inducen dafio cromosomal y al ADN en mamiferos y en
células humanas. Otros estudios informaron un aumento en los marcadores
sanguineos de dafio cromosémico (micronucleos) en los residentes de varias
comunidades después de la fumigacién con formulaciones de glifosato.*

Ademas de estos estudios existen muchos mas de tipo epidemiologico
observacional que ayudan a demostrar una fuerte correlacion de la exposicion del
glifosato con diversos tipos de cancer en adultos y nifios. *° Por lo que, con base en
toda la evidencia recaudada, la IARC (International Agency for Research on Cancer)
ha clasificado el glifosato como "probablemente cancerigeno para los seres
humanos" dentro del grupo 2A, lo que significa que no se tiene suficiente evidencia
de carcinogenicidad en humanos pero que existe suficiente evidencia en animales
de experimentacién.®

1.4.2. EFECTOS DEL GLIFOSATO SOBRE EL MEDIO AMBIENTE.

El uso de glifosato tiene graves impactos en el medio ambiente, afectando tanto a
animales y plantas como seres humanos, ademas de contaminar los suelos vy el
agua. Existen diversos estudios que demuestran que el glifosato tiene un impacto
perjudicial sobre los organismos acuaticos, desde algas microscépicas hasta peces
y moluscos,* incluso afectando también a organismos del suelo, como las lombrices
de tierra, fundamentales para mantener e incrementar la fertilidad del suelo. Por otro
lado, el uso del glifosato puede tener un impacto directo en plantas no-objetivo
conduciendo a una pérdida de especies silvestres, por lo que el uso de este
herbicida también impacta en la reduccion generalizada de la diversidad y cantidad
de especies y puede afectar a seres vivos cruciales en diversas cadenas que
mantienen el ecosistema estable.*®

Por otro lado, el uso indiscriminado de este producto, sobretodo en cultivos
transgénicos que son tolerantes a él, hace que la maleza se vuelva mucho mas
resistente y sea aun mas dificil de erradicar, conllevando a aumentar el uso de
sustancias quimicas y las concentraciones utilizadas, incrementandose con ello el
coste de produccién y disminuyendo las ganancias para los agricultores.

1.4.3. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES QUIMICAS

El glifosato es un analogo aminofosfénico del aminoacido natural glicina. El
glifosato posee diferentes estados ionicos en funcion del pH (Figura 1.9). Tanto el
acido fosfonico y restos de acido carboxilico pueden ser ionizados, y el grupo amina
se puede protonar. Por otro lado, su solubilidad en agua es de 12 g/L a temperatura
ambiente y fue sintetizado por primera vez mediante la reaccién del tricloruro de
fésforo con formaldehido seguido de hidrdlisis para dar un fosfonato llevado a
reaccionar posteriormente con la glicina para producir glifosato, y su nombre se toma
como una contraccion de los compuestos usados en esta sintesis (Figura 1.7)
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Fig. 1.7. Primer ruta sintética de glifosato

El glifosato es parte del grupo de los fosfonados, pertenecientes a un grupo de
compuestos de estructura similar a la clase de los organofosfatos sélo que difieren
en la sustitucion de los atomos de oxigeno unidos al fosforo, por un grupo
aminoécido sencillo llamado glicina, su estructura se muestra en la Figura 1.8

B)

C

Fig. 1.8. A) Formula estructural del Glifosato y B) Representacion de Glifosato por
muelles y bolas (Spartan "10)

El glifosato presenta un comportamiento zwiteridénico, con diversas constantes de
ionizacion, las cuales se muestran en la Figura 1.8.
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Fig. 1.9. Diferentes constantes de ionizacién del glifosato.

Estas diferentes constantes de ionizacion determinan la fuerza acida de glifosato
en solucidn acuosa, de acuerdo a ellas, el glifosato es un acido débil cuando esta en
su forma completamente desprotonada.’

1.4.4. MECANISMOS DE DEGRADACION DEL GLIFOSATO

La degradacion juega un papel importante en la reduccion de la concentracion de
diversos contaminantes en el suelo, ya que impide el transporte de estos
compuestos hasta los mantos acuiferos.
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La degradacién de una sustancia quimica en el suelo puede llevarse a cabo por
diversas rutas y por diversos intermediarios, algunas de estas rutas de degradacion
son: la quimica, la fotolisis o mediante catalisis bioguimica utilizando
microorganismos presentes en el suelo, ésta ultima ruta es también conocida como
ruta de biodegradacion, siendo ésta la mas importante en el caso de degradacion de
herbicidas en suelos y aguas.

La degradacion de los herbicidas en el medio ambiente depende de la naturaleza
del compuesto, ademas es importante tomar en cuenta la temperatura, el tipo de
agua a tratar, la profundidad del suelo, el tipo de poblacién microbiana (biomasa
microbiana) y el contenido de oxigeno ya que por lo general las rutas de
biodegradacién implican procesos de oxidacion. ** Para la degradacion del glifosato
hay dos rutas de degradacion microbiana, la primera implica la produccion del
metabolito AMPA, la segunda se produce por la ruptura de enlace C-P por accion de
una enzima, produciendo sarcosina.®* En la Figura 1.9 se muestran las 2 rutas de
degradacion.

(o]

0
I
HO \/l\OH

Glifosato OH

Cc-P Liai/
(o]

(o]
H NH Ll
N 2
N~ ~ \OH
HO CH,
OH
Sarcosina

Acido aminometilfosfénico (AMPA)
Fig. 1.9. Rutas de degradacioén del glifosato.

La degradaciéon del glifosato es un proceso muy rapido y es realizado por una
gran variedad de microorganismos que usan el fésforo como una fuente de energia,
produciéndose con ello el principal de los metabolitos AMPA el cual tiene un tiempo
de vida media de entre 119 — 958 dias y es mucho mayor al tiempo de vida del
glifosato que solo es de 3 dfas.*
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GENERALES

La creciente problematica ambiental asi como el desarrollo cada vez mas
especializado del campo de las nanotecnologia han hecho plantearnos los objetivos
generales, los cuales se desarrollan a lo largo de este Trabajo de Fin de Méaster.

¢ Sintesis y caracterizacion de moléculas organicas que tienen como base una
estructura escuaramidica.

« Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Oxidos de hierro
funcionalizadas.

+« Evaluacién del comportamiento supramolecular de 3 diferentes tipos de
nanoparticulas de oxidos de hierro funcionalizadas, estudiando su capacidad
para actuar como receptores de glifosato.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dadas las caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas de 6xidos de hierro
asi como las de las escuaramidas, ademas de la evidencia de estudios anteriores
realizados en nuestro grupo de investigacion, en este trabajo se decidié estudiar la
capacidad del conjunto NP-escuaramida como receptores para glifosato, planteando
asi los siguientes objetivos especificos.

¢ Sintesis y caracterizacion de nuevas moléculas organicas las cuales tienen
como base estructuras escuaramidicas para el posterior acoplamiento con
nanoparticulas de oOxidos de hierro, en el que todas las escuaramidas
sintetizadas tendran en uno de sus extremos un agente de union o “linker”
adecuado para esta reaccion. La caracterizacion de todas las nuevas moléculas
se realizara a través de las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear de *H
(*H-RMN), Resonancia Magnética Nuclear de *C (**C-RMN), Espectrometria de
Masas (EM) y Espectroscopia Infrarroja (IR).

% Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de O6xido de hierro (Fe3O,)
funcionalizadas con las diferentes moléculas sintetizadas, donde Ila
caracterizacion béasica para comprobar la correcta funcionalizacion de las
nanoparticulas se realizara a través de IR, TGA (Analisis termogravimétrico),
SEM (Microscopia electronica de barrido) y Desorcion/lonizacion Laser asistida
por Matriz (MALDI).

+ Evaluacién de la capacidad de reconocimiento de glifosato que presentan las
nanoparticulas de oOxidos de hierro en disoluciones acuosas. Para ello se
realizaran experimentos de Resonancia Magnética Nuclear mediante el
seguimiento de las sefales de integracion de un patron de referencia contra las
seflales de una concentracién conocida de glifosato después de la interaccion
con las nanoparticulas funcionalizadas.

+ Estudio comparativo de la capacidad reconocimiento de glifosato de las

nanoparticulas sintetizadas y funcionalizadas en este trabajo contra
nanoparticulas sintetizadas previamente en nuestro grupo de investigacion.
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3. METODOLOGIA Y RESULTADOS

3.1. DISENO DE 3 NUEVOS RECEPTORES DERIVADOS DE
ESCUARAMIDAS UTILIZANDO EL TRIS (2-AMINOETIL) AMINA
COMO MOLECULA CENTRAL (TREN).

La quimica supramolecular es un término que fue definido por primera vez por el
Dr. Jean-Marie Lehn como “La quimica de los enlaces intermoleculares, cubriendo
las estructuras y funciones de las entidades formadas por asociacion de dos o mas
especies quimicas”.!* Con base en este concepto, surge el desarrollo de sistemas
quimicos de alta complejidad a partir de componentes que interactian mediante
fuerzas intermoleculares no covalentes. En la literatura existen muchos ejemplos de
estos sistemas quimicos, pudiendo abarcar desde sistemas biolégicos donde
intervienen un nimero elevado de moléculas, hasta conjuntos de pocas moléculas
qgue sufren un fendmeno de autoensamblaje molecular. Estos sistemas quimicos son
actualmente utilizados en una gran variedad de campos de investigacion y de la
industria, entre las diversas aplicaciones destacan los sistemas de reconocimiento
que simulan a organismos bildgicos, la fabricacion de medicamentos y la creacion de
materiales para la remediacion ambiental.

En consecuencia, el disefio de nuevos receptores capaces de reconocer
selectivamente moléculas es una de las tareas a las que hoy se enfrenta la
comunidad cientifica. La importancia en el desarrollo radica en la infinita cantidad de
analitos que es necesario detectar de forma selectiva y sensible, logrando asi
sistemas que en ayuda con otras disciplinas puedan construir detectores
moleculares.

En la Figura 3.1 se muestran los 3 diferentes receptores propuestos a desarrollar
en el presente trabajo. Estos receptores tienen la capacidad de reconocer glifosato,
que como se ha mencionado en el apartado de introduccién, es el principio activo de
mas del 80% de los herbicidas de venta en el mercado y que actualmente se
sospecha que puede generar graves trastornos a la salud.

Para el disefio de estos receptores se ha tomado como base diversos estudios
anteriores, los cuales han demostrado que el uso combinado de escuaramidas junto
con restos de trimetil yoduro de amonio, producen uniones favorables entre las sales
de amonio y el anién carboxilato por medio de fuerzas de tipo polar. Esta fuerza
electrostatica se incrementa gracias a las unidades de escuaramida que establecen
interacciones complementarias con los restos carboxilato por medio de enlaces de
hidrégeno.® Referenciando estos estudios, se han disefiado tres diferentes
receptores, los cuales han sido sintetizados por medio de dos diferentes vias: 1)
Sintesis organica y posterior funcionalizacion de las NP o 2) Sintesis directamente
sobre la NP.
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1) Sintesis organica y posterior

funcionalizacion de NP 2) Sintesis organica sobre NP
CH
CH; CHa CH3\3 CH; cH; Fhs cH, [
= +

I- \N*

R1 R2 R3

Fig. 3.1. Receptores sintetizados para la deteccion de glifosato.

3.2. SINTESIS ORGANICA Y  FUNCIONALIZACION DE
NANOPARTICULAS.

3.2.1. SINTESIS DE RECEPTOR R1.

La ruta sintética seguida para la obtencion del receptor R1, ha sido la siguiente:

1) Sintesis y caracterizacién de C2.
2) Sintesis de C4 a partir de C2 y TREN.
3) Funcionalizacién de NP con C4

o_ 0 OH o P P
(o] o]
L ol S o &P
i~ b L
c2 ? N- ¢ o
+ 0-\¢ M Funcionalizacion, 0~A, N
— N H NP ol “NH
2HN [ I

: o™ e o SIS oSN
i HOHO/ OJQ) ° Q’Nﬁb
2HN —NH2 d R1 ®

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Fig. 3.2 Ruta sintética para la obtencién de R1
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3.3. SINTESIS ORGANICA SOBRE NP.

3.3.1. SINTESIS DE RECEPTOR R2 y R3

Para la obtencion de los receptores R2 y R3, se han seguido la siguiente ruta
sintética, la cual se divide en varias fases:

1) Sintesis y caracterizacion de las moléculas C1y C2
2) Obtencion de C5 a partirde C1y C2

3) Funcionalizacién de NP con C5

4) Sintesis sobre NP a partir de K1y K2

A < 7 i R
3 ¢ HN NH

ono ('QH ) HN
. =~ _OH = ~ NH
3 H’\/\/J‘ H‘N LN \LN—’,/
,\- NNH | H
c2 "N
P . o N Hidrogenacion Q N
+ ( Funcionalizaci6n “H Pd/C H
= OHN-H de NP o o o
2HN puy NH 0 NH
2 O NH R3="0" N~~y-CH3
H iy
N-, CH3
N “NH — o o
c1 o 2 =/‘0J:fN"\/“N{CH3
Ho OH g © Ho o™ o ©
. o
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Fig. 3.3. Ruta sintética para la obtencion de R2 y R3

3.4. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MOLECULAS ORGANICAS

En la Tabla 3.1 se muestran las estructuras y numero dado a cada una de las
moléculas organicas sintetizadas en el presente trabajo, asi como su informacion
general.

Tabla 3.1. Productos sintetizados | utilizados

Producto Estructura Informacién general
HN/\© Formula quimica:
H C20H30N4
C1 N

HNT > \/\ﬂ Peso molecular:

326,49 g/mol
o H CH3 Formula quimica:

K1 MN\/\/N\CH:% C11H18N>O3
o o Peso molecular:

A\ 226,28 g/mol
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o Y c‘:|+-|/3éH3 Formula quimica:
Ko N\/\/;“_\CH;», C12H21IN203
o Peso molecular:
o
A\ 368,21 g/mol

Formula quimica:

H
N o C14H15NOs
C2
o OH Peso molecular:

(o)
A\ 277,28 gimol
o) H Formula quimica:
N o~ C16H19NOs
C3 P
° o o Peso molecular:
A\ 305,33 g/mol

r
o o H HN\_O
jiN/\/N © Formula quimica:
ca HO@JNH H INH C42H45N7012
HO 0<>\NH Peso molecular:
o >\: 839,86 g/mol
OH

o .
”Om ﬁo @ Formula quimica:
HO Z

cs N HN- C32H39N504
N
Peso molecular:

: {m 557,69 g/mol

3.4.1. ELECCION DE GRUPO PROTECTOR.

La proteccion de grupos funcionales es una estrategia sintética que se aplica
cuando se desea efectuar una reaccion de un grupo funcional en presencia de otro u
otros grupos funcionales mas reactivos. En este trabajo se realiz6 la mono
proteccion de uno de los grupos amino del TREN (tris (2-aminoetil) amina) con
BOC,O (Di-tert-butil dicarbonato), siguiendo la sintesis reportada.®® El producto
obtenido de esta reaccion se utilizé para posterior sustitucion de los grupos amino no
protegidos con las diescuaramidas K1 y K2, respectivamente. De esta Ultima
reaccion no se logroé la purificacion de producto final, debido a que no se encontro
una diferencia marcada en la solubilidad entre el producto y los reactivos, lo que
dificultd el separar el producto final. Por otro lado, al seguir con la reaccion de
desproteccion, con acido trifluoroacético, y la posterior basificacion del medio, el
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producto se quedaba en la fase acuosa y no se logré separar de las sales formadas,
por lo que se descart6 esta ruta de sintesis.

En consecuencia, se propuso un cambio en el grupo protector que disminuyera la
polaridad del producto final obtenido y asi lograr purificarlo mediante extraccién en
una fase organica; éste cambio de polaridad se obtuvo mediante la insercion de un
grupo fenilo, con el cual se realiza una di-proteccion de los grupos amino del TREN.
Esta reaccion se realizd utilizando MeOH como disolvente y NaBH, como agente
reductor, siguiendo la metodologia reportada,®’ seguido de una purificacién por
columna utilizando una mezcla de disolventes CHCl3: MeOH: NH,OH como fase
movil. En la Figura 3.4 se muestran las dos diferentes rutas de sintesis seguidas
para la proteccion del TREN.

Posteriormente, en el grupo amino desprotegido se inserta la diescuaramida C2,
la cual seré utilizada como molécula “linker” para su posterior unién con las NP.

Fig. 3.4. Diferentes rutas de sintesis para la obtencién de TREN mono o di protegido.

3.4.2. SINTESIS DE ESCUARAMIDAS.

La sintesis de escuaramidas ha sido optimizada y ampliamente investigada en los
ultimos afos. Esta molécula organica es de gran interés sintético ya que los esteres
(metilico, etilico, etc.) del acido escuarico proveen la facilidad de formar enlaces
covalentes a partir de una amina alifatica en condiciones suaves de reaccion. Por
otro lado, los rendimientos de este tipo de reacciones suelen ser elevados, esto
convierte a la escuaramidas en foco de atencion para diversas rutas sintéticas.

La sintesis de escuaramidas se fundamenta en la facil condensacién del
escuarato de dietilo con aminas primarias o secundarias. Variando las condiciones
de reaccion, fundamentalmente el tipo de disolvente utilizado, permite obtener
monoescuaramidas- éster o diescuaramidas.

Particularmente las monoescuaramidas-éster, también conocidas como
semiescuaramidas, son las moléculas de interés en el presente trabajo.

SINTESIS DE SEMIESCUARAMIDAS K1 Y K2.

Para la sintesis de las semiescuaramidas K1 y K2, se siguié la metodologia
descrita anteriormente en nuestro grupo de investigacion. Tal como se muestra en la
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Figura 3.5, se emplea 1 equivalente de la amina 3-dimetilaminopropilamina,
utilizando éter dietilico como disolvente a temperatura ambiente obteniéndose asi
K1. Posteriormente, a partir de K1 se obtiene la sal de amonio K2, utilizando 1
equivalente de yoduro de metilo en DMF/Acetona.

(0) o) o o o o
\j f 1eq.2HN" > “NMe2 g 1 eq. Mel :
EtO OEt > EtO N > EtO N
Et,0, t.a. H DMF/Acetona H o
®
K1 Me,N K2 I

Me;N
Fig. 3.5. Esquema sintético de la ruta de sintesis de las semiescuaramidas K1 y K2.

SINTESIS DE DIESCURAMIDAS C2-C5

En la Figura 3.6 se muestra un resumen de todas las diescuaramidas sintetizadas
para su posterior funcionalizacion con nanoparticulas de éxido de hierro.

c3 H OEt
c2 OEt
;“2 HN
NHZ/\/N\/\NHZ H N/\/N\/\NH
c1
HO  OH

HO
NH
HO OH HO No
HO OH HN

DB v

o H o)
C4

Fig. 3.6. Resumen sintético de las diescuaramidas preparadas.

Para la sintesis de la diescuaramidas C2 se siguio la metodologia partiendo del
escuarato de dietilo y el clorohidrato de dopamina, utilizando metanol como
disolvente, en esta reaccion uno de los grupos éter del escuarato reacciona con el
grupo amino de la dopamina (Figura 3.7). Ademas, es importante la adicion de
carbonato de sodio Na,COj3 para producir la desprotonacién de la amina y ditionito
de sodio Na,S,0,4 para evitar la oxidacion de la dopamina a la forma de orto-quinona
(que se observa claramente con un cambio de color en la disolucién de la dopamina,
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gue va desde rosa hasta un color café muy oscuro). La reaccién transcurre durante
12 h y posteriormente el producto es precipitado con éter dietilico con rendimientos
por encima del 60%. Esta reaccion es necesario que este aislada del oxigeno del
aire y de la luz, manteniendo la mezcla de reaccion en atmosfera de argon en la
oscuridad.

NH3CI Na,CO;
NaZSZO4
MeOH ta

Fig. 3.7. Sintesis de diescuramida C2.

La diescuaramida C3 es de gran interés ya que en lugar de tener los fenoles del
catecol, se tienen grupos metoxi, esto proporciona una molécula precursora con la
cual es posible calcular la constantes de asociacion a través de una valoracion por
ITC (Isothermal Titration Calorimetry), en donde el equilibrio acido-base de los
fenoles no interfiere en el calculo. Desafortunadamente, por dificultades a lo largo de
la experimentacién, no se obtuvo el receptor final para obtener valoraciones por ITC
y estos célculos no se realizaron.

La sintesis de C3 se obtuvo mediante la condensacion de la amina del dimetoxi-
fenil etil amina con el escuarato de dietilo, empleando éter como disolvente (Figura
3.8), al final de la reaccion se obtiene la diescuaramida que precipita por su
insolubilidad en éter con un rendimiento del 80%.

(0] (o]
/O NH, Etzo
1eq + 1 CQ-\ t.a, atm Ar
(0]
EtO OEt

Fig. 3.8. Sintesis de diescuramida C3.

A partir del producto C2 se obtuvo la diescuaramida C5 (Figura 3.9) por medio de
la condensaciéon de la amina de C1 con la mono diescuaramida C2 utilizando etanol

como disolvente y precipitando el producto final con éter, con un rendimiento del
43%.

HO
HN NH
“ [ g
4>
:O/\/ N EtOH, t.a HN
HZN/\/ ~"NH H o

Fig. 3.9. Sintesis de diescuaramida C5.

La preparacion de la escuaramida C4 se obtuvo a partir de una triple
condensacion de los tres grupos amino de 1 equivalente de TREN con 3.2
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equivalentes de la diescuaramida C2 (Figura 3.10), utilizando metanol como
disolvente. Esta reaccion es necesario que se lleve a cabo aislada del oxigeno y de
la luz, manteniendo la mezcla de reaccion en atmosfera de argon en la oscuridad. Al
término del tiempo de reaccidn se obtuvo un sélido color marrén con un rendimiento
del 73%

HO OH
HO OH
H
NH, ° HN OH
H o o
HO N 1eq. MeOH, t.a HN
3eq + atm. Ar 2 o NH O HN
N N
HO o © NH;\/ \/\NH2 ﬁ ~N No
N ~
c2 / TREN d N N b
C4

Fig. 3.10. Sintesis de escuaramida C4.

3.5. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE HIERRO
FUNCIONALIZADAS CON ESCUARAMIDAS

Hoy en dia el uso de nanoparticulas se ha intensificado debido a su amplia
variedad de aplicaciones que van desde el uso en electronicos hasta sus
aplicaciones en el mundo de la biologia y medicina.

Uno de los campos més importantes en los que se ha comenzado a desarrollar un
sin numero de investigaciones basadas en el uso de nanopatrticulas, es en el area
medio ambiental. La creciente contaminacion derivada del uso indiscriminado del
suelo utilizado para cultivo, asi como el uso de fertilizantes y pesticidas han
comenzado a ser foco de investigacion sobre los diversos impactos hacia la salud
ocasionados por estos contaminantes, surgiendo de este modo la necesidad de
encontrar nuevos métodos para la deteccion y captura de diversas moléculas
presentes en diferentes productos de uso agricola. Una de las moléculas con mayor
importancia es el Glifosato.

En consecuencia, se han comenzado a utilizar las nanoparticulas como medios
de transporte de diferentes moléculas, las cuales recubren la nanoparticulas dandole
nuevas y mejores propiedades, formando asi nuevos materiales hibridos altamente
versatiles los cuales pueden desarrollar funciones especializadas.

En los dltimos afios, el niumero de métodos desarrollados para la sintesis de
nanoparticulas de oxido de hierro ha crecido sustancialmente. La sintesis de
nanoparticulas en este trabajo se hizo por medio del método de coprecipitacion, el
cual consiste en la mezcla de iones férrico y ferroso en una proporcion molar 1:2 en
disoluciones. El tamafio y forma de las NP obtenidas dependen del tipo de sal
empleada (cloruros, sulfato, nitratos, percloratos, etc.), la proporcion de iones férrico
y ferroso, la temperatura de reaccion, los valores de pH, la fuerza iénica del medio y
de otros parametros de reaccion como la velocidad de agitacion y velocidad de
adiccion de la disolucion basica. Pequefias modificaciones de estos parametros,
fundamentalmente en la temperatura de reaccion, afectan criticamente a las
propiedades fisicas y quimicas de las NP.
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Los Oxidos de hierro (Fe3zO4 o0 bien yFe,O3) se preparan en una proporcion
estequiométrica entre sales ferrosas y férricas en medio acuoso. La reaccion
quimica que se lleva a cabo para la formacién de Fez0O, es la siguiente:

Fe** + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

La completa precipitacion de FezO4 se consigue a un valor de pH de entre 8-14,
con una relacién estequiométrica de 2:1 (Fe*'/ Fe**) en una atmésfera de Argén para
evitar la oxidacion del hierro, ya que la estabilidad de la magnetita se ve afectada por
IS% presencia de oxigeno, convirtiéndose en maghemita (yFe,O3), segun la ecuacion:

Fe;0,+ 2H" - yFe,03 + Fe** + H,0

Posteriormente, la funcionalizacion de NP con moléculas organicas se puede
realizar por medio de dos rutas diferentes, tal como se muestra en la Figura 3.11. La
primera de ellas (Figura 3.11 A) es una funcionalizacion por pasos, donde
inicialmente se recubre la superficie de la nanoparticulas con un “linker” apropiado v,
a partir de los grupos reactivos libres de dicho “linker”, se procede a seguir con la
sintesis sobre la nanoparticulas con diferentes moléculas de interés. La segunda
metodologia (Figura 3.11 B) se basa en sintetizar primero la molécula final que se
quiere unir a la nanoparticula, con el “linker” en uno de sus extremos, y finalmente
realizar el acoplamiento a la superficie de la nanoparticula.

Metodologia A

Metodologia B

Mo — > 3 mmvgarp>

Fig. 3.11. Representacion esquematica de las dos metodologias para funcionalizar
nanoparticulas de 6xido de hierro

En el presente trabajo, se realiz0 la funcionalizacion de las nanoparticulas
mediante las dos metodologias existentes. Por un lado el receptor R1 fue sintetizado
mediante la metodologia A y en cambio los receptores R2 y R3, han sido
sintetizados por medio de la metodologia B, donde primero se ha insertado la
molécula “linker” (C5) y posteriormente se siguid con la sintesis sobre la
nanoparticula (Figura 3.3).
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Realizar sintesis siguiendo la metodologia A o B, tiene diversas ventajas y
desventajas, ya que existen diversos factores que afectan el rendimiento de la
reaccion. En el caso de la metodologia A, se logra conseguir tener el maximo
namero de receptores sobre la superficie, ya que el grado de funcionalizacion
dependera solamente del impedimento estérico que se genere entre las cadenas.

Esto por el contrario en la metodologia B, si las nanoparticulas se funcionalizan
inicialmente con el “linker” y se hacen reaccionar con las escuaramidas en un
segundo paso, el grado de funcionalizacion con escuaramidas dependera del
rendimiento general de la reaccion de acoplamiento y del impedimento estérico que
se genere.

Para la funcionalizacién de las nanoparticulas con las diferentes escuaramidas
sintetizadas se utilizaron diversos disolventes en funcion de la solubilidad de cada
una de las escuaramidas. La reaccion de funcionalizacién se hizo en microondas en
2 periodos de 20 minutos a 2 bares de presion. Es importante mencionar que es
necesaria la previa dispersion de las nanoparticulas y que las escuaramidas estén
completamente solubilizadas, ya que con esto se logra una maxima funcionalizacion
a través de los hidroxilos fendlicos de la dopamina, los cuales forman un enlace
covalente con los iones Fe de la superficie de la NP. Posteriormente se realiza la
purificacion de las NP funcionalizadas en donde con ayuda de un iman se lavan 4
veces con el mismo disolvente en el que se realizé la reaccién.

La reaccion para la obtencion del receptor R1, se llevé a cabo en agua, en cambio
para la funcionalizacion con la molécula C5 se utiliz6 MeOH como disolvente. A
continuacion se muestra en la Figura 3.12 un resumen de la ruta sintética de
funcionalizacién con las diferentes moléculas organicas.

El grado de funcionalizacién de las nanoparticulas depende directamente de la
concentracion del ligando utilizado, de modo que a medida que se aumenta la
concentracion, se obtiene un grado de funcionalizacion mayor asi hasta llegar a un
grado de funcionalizacién 6ptimo, el cual dependera en gran parte de la naturaleza
del tipo de molécula que se utilice para la funcionalizacién de la NP. Por otro lado,
existen muchos otros factores que afectan de manera indirecta el grado de
funcionalizacion, algunos de ellos son el grado de dispersion de las NP, la
solubilidad del ligando, el tamafio de la NP, superficie especifica y el impedimento
estérico que se genere al ir introduciendo cada una de las moléculas “linker”.
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¢

HO (o) NH
. . o] N o]
Hidrogenacién “H MeOH N-y
A—> — VeV
o NH Pd/C ta12h jj[
o NH o o o NH

R2= _~0" " \y~~p-CH3
H ‘CH3

o o o
0o d © R= I CH3 0
/O NONF 0
H |- L°CH3
CH3
Molecula precursora
para R2y R3

Fig. 3.12. Esquema de sintesis para funcionalizacion de nanoparticulas con escuaramidas.

Estudios anteriores en nuestro grupo de investigacion han demostrado que al
utilizar una concentracién de 2.5 x 10 moles de producto por cada mL de NP se
obtiene un grado de funcionalizacion de entre 40-60%, por lo que se utilizd este dato
para hacer el calculo de la cantidad de molécula “linker” que se debe de utilizar,
dando buenos resultados en el grado de funcionalizacion. ElI grado de
funcionalizacién de las nanoparticulas se midié por medio de la técnica TGA
(Thermogravimetric analysis or thermal gravimetric analysis). En la Figura 3.13 se
muestran los andlisis termogravimétricos obtenidos de la funcionalizacion de NP con
C4 y C5, asi como el obtenido después del proceso de hidrogenacion de C4, de
estos analisis se obtiene como resultado un porciento en cambio de peso, en donde
se toma como rango de temperatura 100-800 °C (que se muestra en color gris), con
la finalidad de solo cuantificar la pérdida de peso de la materia organica, ya que por
debajo de 100 °C, se puede considerar que la pérdida es debido a agua o volatiles y
por encima de los 800°C un cambio en el peso es debido a la descomposicién de la
magnetita.

24



3. Metodologia y Resultados

)
e
=
2 -
) NP Funcionalizadas Gradode
; funcionalizacion (%)
.
TTre—
56.70 \ e —
"y oy e \\‘
40 4| ©F¢ Q S .
5o 0 ~— o
| oy B
Q- - 51.79
e
oy YT pra
QL T 43.58
20 T p——r T T T T y v T ! 4 ! 1
0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) Universal V4.5A

Fig. 3.13. Analisis termogravimétrico de NP funcionalizadas.

En el andlisis termogravimétrico se pueden observar las dos caidas tipicas las
cuales corresponden a los dos diferentes tipos de adsorcién presentadas en las
nanoparticulas. La fisisorcién es la forma mas simple de adsorcion, y es debida a
débiles fuerzas atractivas, generalmente fuerzas de Van der Waals; por el contrario,
la quimisorcion ocurre cuando un enlace quimico se forma, definido en este caso
como un intercambio de electrones, por lo que el proceso de quimisorcion esta
asociado a pérdidas de peso a temperaturas mas altas, mientras que las uniones
débiles asociadas a la fisisorcion se ven reflejadas como pérdidas de temperatura a
temperaturas mas bajas.*

Usando estos valores de porcentaje de pérdida de peso, es posible cuantificar el
namero de moléculas orgéanicas (fisisorbidas y quimisorbidas) por nanoparticula.

3.6. ESTIMACION DEL NUMERO DE MOLECULAS ORGANICAS
UNIDAS POR NANOPARTICULA

Para calcular el nimero de moléculas por NP, existen diferentes aproximaciones:
para los fines de este trabajo, se eligidé la Ecuaciéon 1, la cual ha sido previamente
reportada. *° En la ecuacién 1, D es el didmetro de las NP (valor conocido a partir
de las SEM), PM es el peso molecular del Fe3O0,4 y & es la densidad del Fe3zO,4 De
esta ecuaciéon se obtuvo un valor 1/N, el cual se refiere al nimero de nanoparticulas
por mol de Fe3O,, el cual para las NP sintetizadas sin funcionalizar tiene un valor de
2,6315x10"® NP/mol.
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D =31,86nm
D3
Sreso, = 5,196 g/cm? _L__@ (M> Ec. 1

NFe304__ 6 PM(F6304)
PMF3304 = 231, 53 g/mOI

A partir de este dato, se calcula el numero de moléculas por NP, tomando en
cuenta los datos obtenidos del TGA de cada una de las NPF, para este calculo se
utilizan los cambios en peso, obteniendo asi la cantidad de Fe3;O,4 y la cantidad de
producto organico en la superficie. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla
3.2.

Tabla 3.2. Andlisis de porcentaje de funcionalizacion, moléculas/ NP y coeficiente
de insercion superficial de NPF.

%

Funcionalizacion Moléculas/NP g(M)
(TGA) b
o
T 56,70 82 462 2,54
oy XN o
O« ° - o O
O,,o
Q@ﬁwf 51,79 90 866 2,81
O
o\‘j/o KNH2
O~y NN 43,58 108 171 3,34
O\O B " " zNH2

El coeficiente de insercion superficial o “grafting” () proporciona la densidad de
las moléculas organicas por nm?y puede proporcionar informacién adicional acerca
de la disposicion de las moléculas. Si bien este dato es un valor que se calcula para
medir el grado de recubrimiento de NP con un surfactante como por ejemplo el acido
oleico, es valido también para el calculo de moléculas organicas. Este valor esta
calculado teéricamente para nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con acido
oleico con un valor del 3.5 moléculas/ nm? lo que nos indica que los valores
obtenidos para las NP funcionalizadas con las diferentes moléculas son valores
aceptables, ya que en este caso diversos factores como el impedimento estérico y la
disposicion de los hidroxilos de la dopamina juegan un papel fundamental.*
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3.7. CARACTERIZACION DE NP FUNCIONALIZADAS POR IR

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y
por tanto caracteristica de ésta molécula. Una de las grandes ventajas de la
utilizacion de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que permite estudiar
practicamente cualquier muestra con independencia del estado en que se encuentre.
Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se puede usar como “huella dactilar’ en
la identificacion y seguimiento a la hora de funcionalizar NP, ya que teniendo el IR
de la molécula organica y el de las NP, podemos determinar si una muestra de NP
ha sido funcionalizada con alguna molécula de interés. Lo que hace a la
espectroscopia IR en conjunto con la espectrometria de masas y la resonancia
magnética nuclear, la base del analisis organico.

Todas las moléculas sintetizadas fueron caracterizadas por FT-IR, asi como por
'H-RMN y *C-RMN. Sin embargo, la espectroscopia infrarroja (FT-IR) es la forma
mas adecuada para caracterizar la unién entre las moléculas sintetizadas y las NP.

En la Figura 3.14 se muestran los espectros de A) NP de Fe3O4 B) la
escuaramida C4 y C) el espectro las NP funcionalizadas. Las bandas mas
destacadas para el espectro de la escuaramida C4, son primero una banda poco
intensa a 1799 cm™ que corresponde a la vibracién de tensién C=0 del anillo de
escuarato, una banda muy intensa a 1655 cm™ que se asocia a vibraciones de
tension de C=0 de amida y una udltima banda de mayor intensidad a 1588 cm™ que
se relacionan con las vibraciones de deformacion de tipo N-H de amidas.

El espectro de las NP sin funcionalizar presenta las bandas tipicas a 616 y 460 cm™
las cuales corresponden a las vibraciones de tension de Fe-O, ademas de presentar
una banda intensa a 3000 cm™ la cual es debida a vibracién de las moléculas de
agua adsorbidas en la muestra.
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Fig. 3.14. Espectro de FT-IR de NPF con C4. A) NP de Fe30,4, B) la escuaramida C4
y C) el espectro las NP funcionalizadas

Como se observa en la Figura 3.14, el espectro de FT-IR de las NPF con C4
presenta las bandas tipicas de las nanoparticulas de 6xido de hierro, asi como las
correspondientes a las escuaramidas, por lo que se determina que las
nanoparticulas se han funcionalizado correctamente. Es importante mencionar que
la intensidad de las bandas es directamente proporcional al grado de
funcionalizacion, en este caso se observa que las bandas correspondientes a las
vibraciones del anillo de escuarato son intensas, lo que sugiere un elevado grado de
funcionalizacion, que ha sido comprobado mediante el analisis de TGA. Para
promover el mayor grado de funcionalizacion se deben tener en cuenta dos puntos
importantes:

1. Cuidar que el disolvente elegido como medio de reaccion facilite la solubilidad
de las moléculas organicas con las que se funcionalizara la NP.

2. Procurar que exista un exceso de ligando para favorecer el intercambio en la
superficie de la NP.

En la Figura 3.15 se muestran los espectros de A) las NP de Fe30,4, B) las NPF
con C5 después del proceso de hidrogenacion y C) el espectro las NP
funcionalizadas después de la sintesis con la escuaramida K2. Las bandas mas
destacadas para el espectro de la las NP de magnetita son las mismas que para el
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receptor 1, ya que se utilizaron NP de la misma sintesis. Por otro lado, las NPF con
C5, las cuales poseen una banda poco intensa a 1796 cm™ que corresponde a la
vibracion de tensibn C=0O del anillo de escuarato presente en la molécula,
encontrandose también las bandas asociadas a la tensién de C=0 y de N-H. En rojo
se muestran las bandas que se conservan y con las cuales se ha ido siguiendo la
reaccion, mientras que en verde, se sefialan bandas nuevas que se generaran
después de la reaccién de sintesis con la escuaramida K2. Todas estas bandas
sugieren la formacién del receptor R2.

En la Figura 3.16, se muestra al igual que los espectros anteriores A) las NP de
magnetita, B) las NPF después de hidrogenar y C) el espectro de la formacién del
R3, tomandose en cuenta las mismas bandas asociadas en las moléculas
anteriores.

460

616

®460 —

Fig. 3.15. Espectros de FT-IR A) NP de Fe3;O4 B) NPF con C5 después de proceso de
hidrogenacién, C) NPF después de la sintesis con escuaramida K2.
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Fig. 3.16. Espectros de FT-IR A) NP de Fe;O, B) NPF con C5 después de proceso de
hidrogenacién, C) NPF después de la sintesis con escuaramida K1.

3.8. CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
FUNCIONALIZADAS POR SEM.

La microscopia electronica de barrido SEM (Scanning Electron Microscope) es un
instrumento que permite la observacion y caracterizacion superficial de materiales
inorganicos y organicos, brindando informacion morfolégica del material analizado y

es capaz de producir imagenes de alta resolucion de la superficie utilizando las
interacciones electron-materia.

Esta técnica ha sido utilizada para la caracterizacion de las nanoparticulas
sintetizadas antes y después de haber sido funcionalizadas. En la Figura 3.17 se
muestran las imagenes obtenidas de las nanoparticulas sin funcionalizar.
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UIB 15.0kV x50.0k SE 016 T 4 00um

Fig. 3.17. A) SEM de Nanoparticulas de 6xido de hierro. B) Detalle del tamafio de las NP
antes de la funcionalizacion.

De la imagen 3.17 se puede observar que los tamafios de las nanoparticulas
estdn homogéneamente distribuidos teniendo un promedio de =~ 32 nm (valor
utilizado para el calculo de nimero de moléculas por NP), ademas de apreciarse la
forma esférica de los ndcleos de magnetita. Por otro lado, se observa
aglomeramiento de las NP causado por el agua en el que se dispersaron y se
prepararon las muestras, ya que al evaporarse, la mayor parte de las NP tienden a
aglomerarse en las orillas, debido a la tension superficial que genera el agua.

En la Figura 3.18 se muestran las imagenes obtenidas para las NPF con C4. En
la imagen A) se puede observar que el conjunto de NP tienden a formar esferas de
diferentes tamafios variando entre 5-10 um. La figura B es un acercamiento de la
superficie de las esferas en donde se puede apreciar que estd formada por NP
distribuidas formando pequefias cavidades o “poros” de aproximadamente 0.5 um
marcados con flechas rojas.

UIB 15.0kV x2.00k SE 7/29/2016 UIB 15.0kV x20.0k SE 7/29/2016 2.00um

Fig. 3.18. A) SEM de Nanoparticulas funcionalizadas con C4. B) Detalle de la forma de
entrelazamiento y formacion de cavidades de las NPF.
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Esta curiosa forma de

o - entrelazamiento puede ser atribuida a

O/ﬁﬁwk {;ﬂ <? que la molécula C4 tiene 3 moléculas
oo " HNX;“HN e o “linker” las cuales se unen a NP,
"3 o o . A{QQ posiblemente  formando redes. A
il gl o ", 7 continuacién, en la Figura 3.19, se

. %Jx w@( A N"):(:x”jf"" muestra un modelo esquematico de la

W ol T posible forma de union de las NP para

Of’ o0 f@ {? ﬁb formar estas estructuras. Es importante
o

mencionar que la formacion de este tipo

o4 o de cavidades Unicamente se observo
i@ O zwb, en las NPF con C4, ya que no se
O Q ° observé en las NP R2 y R3.

Fig. 3.19. Representacion esquematica de la union
de las NPF con C4 para la formacién de poros.

Por lo que se sugiere que esta molécula tiene la capacidad de reconocimiento no
s6lo de glifosato, sino también de otro tipo de moléculas que cumplan con las
caracteristicas de tamafio. Estos estudios no se realizan en este trabajo y quedan
para investigaciones posteriores.

En la Figura 3.20, se muestran las imagenes obtenidas para los receptores R2 y
R3, en ellas, se observa que las NP se encuentran aglomeradas lo que dificulta su
visualizacion y determinacion de tamafio de NP. La imagen A) corresponde a las
NPF con el receptor 2 y la imagen B) es de las NPF con receptor 3. En las cuales no
se observa una diferencia significativa entre ambas.

UIB 10.0kV x20.0k SE 6/29/2016 2.00um UIB 15.0kV x50.0k SE 7/298/2016

Fig. 3.20. Imagenes de SEM de A) NPF con receptor R2 y
B) NPF con receptor R3
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3.9. ANALISIS DE MASAS PARA DETERMINACION DE FORMACION
DE LOS RECEPTORES R2 y R3 SOBRE LA NP.

O O
@ @; lones de la Matriz
O @ ® ®®

Moléculas d
_—— Moléculas de

@o\Matriz
[e] Analito en forma

Catidnica

Moléculas
de la Matriz

Moléculas de analito

Como una prueba confirmativa
de la formacién de los receptores
R2 y R3 se llevo a cabo un analisis
de espectrometria de masas
MALDI. Este andlisis se hace
mediante una digestion con &cido

clorhidrico de las NPF previamente
dispersadas en MeOH, en donde
posteriormente se analiza el
sobrenadante obtenido después de
la filtracion de las nanoparticulas
digeridas y previamente diluidas.
Posteriormente, con base en el
fundamento de esta técnica, la
muestra se mezcla con la matriz en
exceso sobre una superficie de
metal de tal forma que ambas
cocristalizan cuando se evapora el solvente. Esta preparacion es sometida a pulsos
cortos de laser en alto vacio lo que provoca que la absorcién de energia por parte de
la matriz sea convertida en energia de excitacion y en transferencia de H* a la
muestra (ionizacion) dando lugar, a especies monocargadas. La Figura 3.21
muestra un dibujo del fundamento de esta técnica.

Fig. 3.21. Fundamento del analisis de
masas por Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI)

A continuacion, la Figura 3.22, muestra la estructura quimica y la distribucion
isotopica de la probable molécula que recubre la NP. Por otro lado la Figura 3.23,
muestra el espectro obtenido de la digestion de las NPF para la formacién de R2. El
espectro no muestra ninguna seflal a 10021.2419 m/z que es el pico que
corresponderia a la masa de la molécula buscada, Gnicamente se encontraron picos
de mayor intensidad a 558,097 y 789,204 m/z. En la Tabla 3.3 se observan las
moléculas atribuidas estos picos.

Exact Mass: 1021,2419 o0 4CH3
m/z: 1021,2419 (100,0%) ;iN/\/\N\\CH3
1022,2453 (41,1%) o_ AP uv. H CH3
1023,2487 (8,2%) j;( ~
1022,2390 (3,3%) “OQ\WH NN
1023,2462 (1,6%) "o H ‘N n CH3
1023,2423 (1,4%) ij n+CH3
10242520 (1,1%) % L CH3

Fig. 3.22. Estructura de la molécula y porcentaje de distribucién isotdpica
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Fig. 3.23. Espectro de masas de la digestion de NPF con R3

Tabla 3.3. Moléculas encontradas en espectro de masas.

Molécula

m/z tedrico

1

558,097

H

HOQJNH

HO

®H

O
O

m/z: 558,3075 (100,0%)

559,3109 (34,6%)
560,3142 (5,8%)
559,3046 (1,8%)

[M+H]'=
558, 3075
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oo CH3
o 0 Hnjiu“””g:;“ m/z: 789,2711 (100,0%) _
2 789,204 )= 790,2744 (37,9%) M]=
’ HO 791,2778 (7,0%)
Q\fﬂ Ao 790,2681 (2,6%) 789, 2711

He \—H\N\/Q 791,2753 (1,2%)

Con base en los resultados obtenidos se observa que el proceso de
hidrogenacion no fue un proceso completo y que soOlo se logré hidrogenar
parcialmente la molécula, lo que di6 como resultado que en la etapa de sintesis
sobre las NPF solo se insertara una molécula de K2, obteniendo asi la molécula 2
mostrada en la tabla anterior.

A partir de estas observaciones se repitio el proceso de hidrogenacion de las NPF
con C5 aumentando el tiempo y la presion, ahora durante 18 h a 50 psi de presion,
posteriormente las NP hidrogenadas son digeridas siguiendo el mismo
procedimiento anterior (Figura 3.24) y se obtiene el espectro de masas MALDI
(Figura 3.25).

(o] (o]

O@f —_ O@f Oo;bo

181

s

il

Cor

Dispersar las NPF en MeOH Agitacion durante 30 min

Adicionar 5 gotas HCI Concentrar Diluir con MeOH Analizar en espectrometro de
masas

Fig. 3.24. Proceso de hidrogenacion y digestion de las NPF para la obtencion del
receptor R2 y R3.
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x104
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347104
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399.03g 422126

451102
466.402

525.115

I 558.179 I

570173

683.006
fes

612114

653.197
635.154 663193

596.162

699225

CHCA 0°'H19 MS Raw

Fig. 3.25. Espectro de masas de NPF con C5 después de proceso de hidrogenacion.

En el espectro de masas indica que el proceso de hidrogenacion no se ha
completado en su totalidad, ya que es posible observar un pico intenso a 558,179
atribuido a restos del producto de partida y otro pico de menor intensidad a 378,979
del producto hidrogenado, en la Tabla 3.4 se muestran las moléculas a las que se
asignan cada uno de los picos.

Tabla 3.4. Moléculas encontradas en analisis de masas

Sefal Molécula m/z Tebrico

% m/z: 558,3075 (109,0%) [M+H]+:

1 558179 Ef 2 “sab 3142 (5%
\Q\ﬁ 559,3046 (1,8%) 558,3075

H2

H m/z: 378,2136 (100,0%) [M+H]"=

2 378,979 Q\ﬁ N 379,2170 (19,5%)
/\/N 379,2107 (1,8%) 378,2136

\/\NHZ 380,2203 (1,8%)

Posteriormente, la sintesis con K1 y K2 se llevo a cabo, ya que no fue posible
hidrogenar en su totalidad el producto. Por falta de tiempo se decidid seguir
trabajando aun cuando no se obtuvieron los receptores R2 y R3 como se planted
desde el inicio.
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3.10. CUATERNIZACION DE LOS RECEPTORES R1-R3

Trabajando con las moléculas obtenidas y en consecuencia del poco grado de
hidrogenacion para la posterior obtencion de R2 y R3, se estudio la posibilidad de
cuaternizar estas moléculas en la amina terciaria central de las moléculas, con el fin
de obtener las sales de amonio correspondientes, ya que estudios anteriores han
demostrado la capacidad de las sales de amonio de diescuaramidas y bis-
diescuaramidas en el reconocimiento molecular de aniones inorgéanicos, como
sulfato, hidrégeno fosfato y tricarboxilatos.**

Este proceso ayudaria a favorecer el reconocimiento de glifosato, el cual es
un aminofosfonato con la siguiente estructura:

® w T on
J R,
HO ~~ SOH

Fig. 3.26. Estructura de una molécula de glifosato.

La reaccion de cuaternizacion se llevo a cabo para la molécula C4 siguiendo el
protocolo de la Figura 3.26. Al termino de a reaccién, no se logré obtener el
producto metilado.

o
’
HN/: OH
o [o] H HN o [o]
ﬁ OH ﬁ
N 4 eq. Mel

~_N
NH N 1 _4eqg.Mel NH
H0©J NH DMF, 150°C HOQJ

HO o NH HO 0<>NH
(o] o
OH OH
OH OH
Fig. 3.25. Reaccion de metilacion para obtencion de sales cuaternarias.

N
H I

o
)\\( )
l-LN OH
H HN
{cHs OH
L

En consecuencia se realizd un estudio de seguimiento de la reaccion de
metilacion por resonancia, al cabo de 24 h y calentamiento del tubo en bafio de
agua, no se observd la aparicion del desplazamiento de la sefial del loduro de
metilo. La reaccién se repitié en diferentes condiciones de temperatura y disolvente
sin lograr obtener la sal de amonio cuaternaria probablemente debido a que la
molécula esta impedida estéricamente y el loduro de metilo no logra entrar al centro
de la molécula.

3.11. ESTUDIO POR RMN DE LA COMPLEJACION DE GLIFOSATO A
NANOPARTICULAS FUNCIONALIZADAS CON ESCUARAMIDAS
EN AGUA.

Estudios anteriores han demostrado la capacidad de las sales de amonio de
diescuaramidas y bis-diescuaramidas en el reconocimiento molecular de aniones
inorganicos, como sulfato e hidrégeno fosfato y tricarboxilatos.*> Es importante
sefalar que en el presente estudio Unicamente se tiene una molécula con sales de
amonio cuaternarias, R2, la cual lo esta completamente sustituida con las mismas.
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Con base en estos estudios, se plantea la deteccién de la molécula de glifosato
con el uso de las NPF con los 3 diferentes receptores R1, R2 y R3. Este estudio se
lleva a cabo en agua deuterada, pH béasico (con la adicion de NaOD) y temperatura
ambiente. Primero, es necesaria la elaboracion de una recta de calibrado en donde
se utiliza un patrén interno de referencia de 2 uL de acetonitrilo por cada 500 pL de
disolvente, se utiliza el acetonitrilo ya que su sefial en RMN es un singlete que no
interfiere con ninguna de las sefiales del glifosato. En la Figura 3.27, se muestra el
espectro de resonancia del glifosato con el patron de referencia en D,0O. Para la
elaboracion de la recta de calibrado se prepara una disolucién de glifosato en agua
deuterada con concentracion inicial de 2,4x10% M la cual ya incluye el patron de
referencia (acetonitrilo)) y NaOD (la concentracion del patron de referencia
permanece constante en todo el experimento), se genera el espectro de RMN y
posteriormente se diluye con adiciones de 120 uL de D,O, entre cada adicion se
obtiene el espectro de RMN. Para el tratamiento de los datos, se obtiene un total de
11 espectros, en los cuales la sefial de acetonitrilo se calibra a 3 y se toman los
valores de las 2 integrales del glifosato. Al final se obtiene una recta de calibrado
para cada una de las integrales, en la Figura 3.28, se muestran las rectas de
calibrado obtenidas.

©d e

L / 'th_l

R

VT -

5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 1.6 14 32 3.0 2B FX
11 {ppm)

2 & 8
o o ]
G

24 2.2 20 18 1.4

Fig. 3.27. Espectro RMN de glifosato en D,O, Acetonitrilo y NaOD.
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1 1
o ©
2 0.8 g 0.8 y =0.304x + 0.0359
Q . .
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Fig. 3.28. Rectas de calibrado obtenidas por RMN para diferentes concentraciones de
glifosato, a la izquierda Integral 1 y a la derecha Integral 2.

Para la cuantificacién de la cantidad de glifosato retenida por las NPF con cada
uno de los receptores R1-R3, se preparan 6 mL una disolucion de glifosato de
concentracion 1,96 x102 M en las mismas condiciones anteriores; posteriormente se
toman 1,5 ml y se ponen a reaccionar con 1 mg de NPF con cada uno de los
receptores durante 1 hora. Las NP son decantadas con ayuda de un iman y el
sobrenadante es filtrado y monitorizado por resonancia obteniéndose los resultados
mostrados en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Concentracion de glifosato retenida por 1 mg de NPF

NPE \_/alor dela \_/alor dela Gli_fosato Gliquato
integral 1 integral 2 retenido (mM) retenido (%)
NPEe304 0,5594 0,5406 2,03 10,39
R1 0,5581 0,5548 2,08 10,61
R2 0,6331 0,6379 Sin cambio -
R3 0,6282 0,6365 Sin cambio -

Los valores obtenidos indican que las NPF con el R1 y las NP sin funcionalizar
capturaron glifosato, aunque en muy bajas concentraciones. Este resultado es
debido a que las NPF con el R1 y R3 en sus estructuras no tienen sales cuaternarias
gue son las que favorecerian el reconocimiento del glifosato, en el caso de R2, como
se demostré en los estudios de masas, la cantidad de amina cuaternaria es poca, lo
gue no permite ver cambios significativos entre la concentracion de glifosato inicial y
final.
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Como prueba confirmatoria de la unién del glifosato a las NPF, las NP decantadas
con iman de la prueba anterior son lavadas (3 x 1,5 mL) con agua destilada y
secadas. Posteriormente se hace una prueba de FT-IR con cada una de las NPF en
donde es posible detectar las bandas del glifosato en las NPF con R1, la Figura 3.29
muestra A) las NPF con R1 antes de estar en contacto con el glifosato, B) NPF
después de 1 hora en presencia de glifosato.

De los espectros A) y B) se observa un claro cambio en los picos del espectro de
las NPF después de estar en contacto con el glifosato, destacando la aparicion de
una banda a 2955 cm™, ademés de que la banda a 1799 cm™ correspondiente a la
vibracion C=0 de la molécula de escuarato se ve mucho mas definida después de
estar en interaccion con el glifosato. Por otro lado se observa la desaparicion de dos
bandas muy intensas a 1113 y 1189 cm™, por otro lado se puede observar la banda
del fosfato sobre 1000 cm™. En la Figura 3.29 C, se muestra el espectro de IR del
glifosato reportado en la base de datos de Science finder.

T T T
WAVENUMBER [ern-1] O/o

Fig. 3.29. Espectro de FT-IR de A) NPF con C4 antes de estar en contacto con el
glifosato, B) NPF con C4 después de 1 hora en reaccion con glifosato y C) Glifosato.

40



3. Metodologia y Resultados

3.12. ESTUDIO DE COMPARACION POR RMN DE LA COMPLEJACION
DE GLIFOSATO A NANOPARTICULAS FUNCIONALIZADAS CON
ESCUARAMIDA CUATERNIZADAS EN AGUA

Con el fin de determinar si la cuaternizacion de las moléculas es directamente
proporcional a la cantidad de glifosato retenido por las NPF, se llevo a cabo el
mismo estudio anteriormente descrito utilizando 3 muestras de NPF previamente
sintetizadas en nuestro grupo de investigacion, la Figura 3.30 muestra los espectros
de IR de A) la diescuaramida probada y B) NPF. Es importante mencionar que estas
NP son de un tamafo de entre 6-8 nm, siendo un tamafio diferente al de las NP
estudiadas en el presente trabajo, por otra parte, su grado de funcionalizacion es de
364 moléculas/NP, este valor es mucho mas bajo que el de las NPF con los
receptores R1-R3. El estudio se hizo con tres diferentes muestras (M1-M3) ya que
estas variaban en el tiempo de almacenamiento, por lo que se decidid probar tres
NPF con la misma molécula pero con diferente tiempo de almacenaje.

Las NP utilizadas han sido probadas en estudios anteriores para el
reconocimiento de diferentes carboxilatos.?’
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Fig. 3.30. Espectros de IR de A) la diescuaramida probada y B) NPF con la misma
diescuaramida cuaternizada

El estudio de cuantificacion de retencion de glifosato se hizé siguiendo la misma
metodologia anterior y utilizando la misma recta de calibrado obtenida con
anterioridad y siguiendo el mismo patron de referencia de acetonitrilo. Se preparo
una disolucién de glifosato con una concentracién inicial de 1,95 x107° M,
posteriormente se pone a reaccionar durante 1 h con 1 mg de NP, las NP son
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filtradas y el sobrenadante se monitoriza por RMN, obteniéndose los resultados que
se presentan en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Concentracion de glifosato retenida por 1 mg de NPF

Valor de la Valor de la Glifosato retenido Glifosato
NPF . . N
integral 1 integral 2 (mM) retenido (%)
M1 0,5701 0,5656 1,85 9,46
M2 0,5507 0,5485 2,45 12,54
M3 0,5897 0,5940 1,06 5,42

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que la capacidad de captura de
glifosato esta directamente relacionada con la presencia de aminas cuaternarias en
la estructura de la molécula con la que se funcionalizan las NP; es importante
mencionar que el valor obtenido para la M2 es mayor con respecto a M1 y M3,
probablemente debido a que estas NP tienen un tiempo menor de almacenamiento
traduciéndose en un grado de degradacion menor por el oxigeno del medio
ambiente.

Por otro ultimo, es importante mencionar que el grado de funcionalizacion de
estas NP es mucho menor que el de las sintetizadas en el presente trabajo,
deduciendo que de haber obtenido las NPF con las sales cuaternarias como se
planteo al inicio de la investigacién, estas NP serian capaces de capturar una
cantidad mayor de glifosato.
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4. CONCLUSIONES
En resumen del presente trabajo, se presentan las siguientes conclusiones:

1. Se han sintetizado y caracterizado nuevas diescuaramidas para la
construccion de tres diferentes receptores, la sintesis fue llevada a cabo por
condensacion en condiciones suaves de reaccion obteniéndose rendimientos de
entre el 50-70%.

2. Se han sintetizado y caracterizado tres diferentes tipos de nanoparticulas de
oxidos de hierro funcionalizadas con escuaramidas que poseen como molécula
‘linker” la dopamina uniéndose asi covalentemente con las nanoparticulas, la
sintesis de las NP se hizé por el método de coprecipitacion y la funcionalizacion
se realiz6 en microondas. La caracterizacion de las NP se realiz6 por IR
observando las bandas tipicas de las escuaramidas y se comprobé el grado de
funcionalizacién mediante analisis termogravimétrico (TGA) obteniéndose valores
altos de coeficiente de insercion superficial o “grafting” (¢) de entre 2.5-3.3.

3. Se ha sintetizado un nuevo receptor C4 no reportado en la bibliografia.

4. Se ha evaluado el comportamiento supramolecular de las 3 nanoparticulas
funcionalizadas frente al glifosato comprobando un grado muy bajo de
reconocimiento de este analito inicamente con el receptor R1.

5. Se ha demostrado la correlacion que existe entre la presencia de sales

cuaternarias presentes en las moléculas y el reconocimiento y captura de
glifosato.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. METODOS GENERALES

Los disolventes utilizados para la sintesis de las moléculas orgénicas vy
nanoparticulas, asi como los experimentos de determinacién de glifosato fueron
adquiridos de las casas comerciales Scharlau y Panreac.

Los reactivos comerciales como: escuarato de dietilo, clorhidrato de dopamina,
3,4-dimetoxifenetilamina y Glifosato fueron suministrados por Sigma-Aldrich. El
carbonato de sodio, sodio ditionito y el hidroxido de sodio fueron adquiridos en la
casa comercial Fluka. ElI agua utilizada para lavados en sintesis se purificO por
electro6smosis con un equipo ELIX10 (Millipore) y, posteriormente, por tratamiento a
través de un equipo MilliQ (Millipore) hasta alcanzar una resistividad maxima de
18,2MQ. Los disolventes deuterados utilizados para los experimentos de resonancia,
se compraron con calidad espectroscopica RMN con una riqueza del 99,98% y se
usaron sin purificar posteriormente.

Los espectros de RMN (1H, 13C) se registraron en un instrumento Bruker
AVANCE-300. Los desplazamientos quimicos estan expresados en ppm vy
referenciados a la sefial residual del disolvente utilizado. Los espectros de FT-IR se
registraron con un espectrofotometro Bruker Tensor 27 usando pastillas de KBr. Los
andlisis termogravimétricos (TGA) se realizaron en un equipo simultdneo de
termogravimetria y analisis térmico diferencial de la casa comercia TA Instruments
modelo SDT Q600. Las fotografias de microscopia fueron adquiridas con un
Microscopio electrénico de barrido (SEM): HITACHI S-3400N, resolucién de 3 nm y
voltage de aceleracion entre 0.5 a 30 kV.

Los espectros de masas, fueron adquiridos con un espectrometro de masas
MALDI-TOF BRUKER Autoflex IIl Smeartbeam para el analisis de digestion de NP y
un espectrometro de masas Micromass Autospec 3000 el cual cuenta con un
sistema de fuentes de ionizacién por electrospray (ESI) positivo y negativo para la
caracterizacion de las moléculas organicas sintetizadas.

5.2. SINTESIS DE ESCUARAMIDAS

5.2.1. SINTESIS DE C1
N*-(2-aminoetil)-N>-bencil-N*-(2-(bencilamino) etil)etano-1,2-diamina.

NH
NH, 2

H MeOH
NaBH AN
N
NH/\/ \/\NH2 ©/\ N/\O
(1)

(2
En un matraz redondo de fondo plano, se adicionan 2 g (13,67 mmol) de TREN
(1), disuelto en 40 mL de Metanol y se deja en agitacion durante 10 minutos,
posteriormente se adicionan gota a gota, con ayuda de un embudo de presion
compensada, 1,45 g (13,67 mmol) de benzaldehido (2) disuelto previamente en 30
mL de Metanol. La mezcla de reaccion se deja en agitacion durante 30 minutos a
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temperatura ambiente y a continuacion se adiciona 1,0 g de NaBH,4 (26,43 mmol) en
porciones pequefias y se deja en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente.

Al término de la reaccion se acidifica el medio con 5 mL de HCI 1M y se deja a
reflujo 95°C durante 1 hora y media. Posteriormente, se ajusta el pH a 10 con NaOH
1M. Se disminuye el volumen con ayuda de rotavapor hasta obtener un producto
color blanco viscoso, el cual se disuelve en 20 mL de agua y se hace una extraccion
con CH,CI, (4x15 mL), se adiciona Na,SO,4 para quitar cualquier traza de agua. Se
evapora sequedad. Finalmente se obtiene un liquido color amarillo intenso.®’
Rendimiento 41%.

El producto se purifica por columna de silica, utilizando como fase movil una
mezcla de CHCIl3/MeOH/NH4OH en proporcion 10:4:1 respectivamente.

'H-RMN (DMSO-d¢) & 2,36 (t, 2H); 3,66 (s, 4H); 7,21 (t, 2H); 7,27 (t, 8H). ‘*H-RMN
(CDCl3) 8: 1,54 (s, 4H); 2,47 (t, 2H); 2,67 (m, 10H); 3,76 (s, 4H) ppm.

13C-RMN (CDCl3) & 39,97; 47,11; 54,04; 54,42; 57,75; 126,91; 128,12; 128,41;
140,42 ppm.

5.2.2. SINTESIS DE DIESCUARAMIDAS K1Y K2,
(0] o o (o] (0] o

= P L
1eq. eq. Me
EtO OFt — 2 N2 £r0 NN\ > EtO N
1) Et,0, t.a. H DMF/Acetona H@
K1 Me;N

Me;N K2

SINTESIS DE K1
N,N-dimetil-N"-(2-etoxi-3,4-dioxo-1-ciclobutenil)-propilamina

En un matraz redondo de fondo plano se disuelven 2 g (11,8 mmol) de escuarato
de dietilo (1) en 20 mL de éter dietilico. Por otro lado, se disuelve 1 g (9,8 mmol) de
N,N- dimetilpropilendiamina (2) en 30 mL éter dietilico y se adiciona muy lentamente
gota a gota con ayuda de un embudo de presion compensada a la mezcla de
reaccion de (1). La reaccién se deja transcurrir por 12 horas en atmosfera inerte de
Argon. Al término de la reaccidén se observa la formacién de un precipitado amarillo
muy fino. Filtrar y lavar con una mezcla de pentano: éter (10:1).%’

Se obtienen 1,68 g de un producto sélido amarillo muy fino con un rendimiento
del 76%.

'H-RMN (DMSO-dg) & 8,77(br, NH); 8,58 (br, NH); 4,63 (g, 2H); 3,5 (dq, 2H); 2,22
(9, 2H); 2,11 (s, 6H); 1,63 (m, 2H); 1,36 (t, 3H) ppm.

13C-RMN (CDCls) & 189,2; 188,47; 182,03; 176,91; 172,47; 68,63; 54,99; 43,64;
42,63; 26,59; 15,44 ppm.
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5.2.3. SINTESIS DE DIESCUARAMIDA C2.
3-(3,4-dihidroxifeniletilamino)-4-etoxiciclobut-3-en-1,2-diona.

H o)
(o} HO N
:©/\/ MeOH :O/\/ ]
N32C03 HO o}
C2 /

f o Na,S,0,

En un matraz redondo de fondo plano se disuelven 0,99 g (5,24 mmol) de
clorohidrato de dopamina (2) en 40 mL de metanol, se deja en agitacion 5 minutos y
se adiciona 400 mg de Na,COg3 para producir la desprotonacion de la amina y 200
mg de Na,S,0, para evitar la oxidacion de la dopamina a la forma de orto-quinona
(que se observa claramente con un cambio de color en la disolucién de la dopamina,
que va desde rosa hasta un color café muy oscuro). Posteriormente se adicionan 7
gotas de NaOH 1 M; es necesario esperar 5 segundos entre cada gota.
Continuando, se disuelven 1,13 g (6,64 mmol) de escuarato de dietilo (1) en 20 mL
de MeOH y se adicionan gota a gota con ayuda de un embudo de presion
compensada sobre la mezcla de reaccion de la dopamina. Se deja reaccionar
durante 16 horas a temperatura ambiente y atmosfera de Argon. Al finalizar la
reaccion, se filtran las sales y se reduce el volumen con ayuda del rotavapor; se
precipita con 30 mL de éter di etilico. Se realizan 2 lavados con éter, con la finalidad
de eliminar restos de producto de partida.

Se obtienen 927,8 mg de producto soélido color amarillo muy fino, con un
rendimiento del 63,98%.

H-RMN (DMSO-dg) ¢ 1,35 (t, 3H); 2,62 (t, 2H); 3,39 (d, 1H); 3,59 (d, 1H); 4,61
(m, 2H) 6,42 (m, 1H); 6,62 (m, 2H); 8,0 (br, NH); 8,70 (t,1H); 8,84 (t, 1H) ppm.

13C-RMN (DMSO-dg) & 15,52; 35,62; 45,51; 68,60; 116,11; 119,28; 128,77;
143,65; 144,98; 172,43; 176,43; 181,91; 189,06 ppm.

IR (KBr): 816; 1029; 1079; 1120; 1172; 1236; 1282; 1334; 1382; 1421; 1518;
1537; 1597; 1690; 1814; 3060; 3245; 3492 cm™

EM (HRMS-ESI(+)) m/z(%) calculada para Ci4His0sN [M+Na]™: 300,0848;
encontrada 300, 0842.

5.2.4. SINTESIS DE DIESCUARAMIDA C3.
3-(3,4-dimetoxifeniletilamino)-4-etoxiciclobut-3-en-1,2-diona.

H (o]
le) o /0 N
:O/\/ Eter - :O/\/ \ﬁo
t.a, 4h O
(o] 0\ o]
W c3

En un matraz redondo de fondo plano se disuelven 1 g (5,88 mmol) de escuarato
de dietilo (1) en 40 mL de éter dietilico. Por otro lado, se disuelve 1,12 g (6,22 mmol)
de 3,4-dimetoxifenetilamina (2) en 25 mL éter dietilico y se adiciona muy lentamente
y gota a gota con la ayuda de un embudo de presion compensada a la mezcla de
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reaccion de (1). La reaccion se deja transcurrir por 4 horas en atmosfera inerte de
Argon. Al término de la reaccion se observa la formacién de un precipitado blanco
muy fino. Filtrar y lavar con éter.

Se obtienen 1,43 g de un producto solido blanco muy fino con un rendimiento del
80%.

'H-RMN (DMSO-d¢) & 1,32 (m, 3H); 2,74 (t, 2H); 3,46 (m, 2H); 3,72 (d, 6H); 4,59
(m, 2H); 6,71 (d, 1H); 6,84 (m, 2H); 8,82 (dt, 2H) ppm.

13C-RMN (DMSO-dg) & 15,09; 35,32; 45,02; 54,85; 68,25; 112,09; 120,27; 130,13;
146,87; 148,10; 172,14, 176,10; 181,99; 188,71 ppm.

IR (KBr): 768; 794; 1030; 1104; 1143; 1157; 1234; 1268; 1354; 1385; 1454;
1501; 1598; 1697; 1798; 2830; 2937; 3080; 3206 cm™

EM (HRMS-ESI(+)) m/z(%) calculada para CigH190sN [M+Na]™: 328,1162;
encontrada 328,1155.

5.2.5. SINTESIS DE ESCUARAMIDA C4
N,N’,N”-Tris(3-(3,4-dihidroxifeniletilamino)-4-etoxiciclobut-3-en-1,2-diona)-Tris(2-
aminoetil)amina

HO OH

W dNlevas-S Q X £
T N

En un matraz redondo de fondo plano, se disuelven 313 mg (1,13 mmol) de C2
en 30 mL de MeOH. Por otro lado, se disuelven 52 mg (0,35 mmol) de TREN (1) en
10 mL de MeOH y se adiciona lentamente con ayuda de un embudo de presion
compensada sobre la mezcla C2. La reaccion se deja transcurrir por 3 horas en
atmosfera inerte de Argon y 50°C, posteriormente se deja a temperatura ambiente
durante 12 horas. Al término de la reaccibn se observa la formacion de un
precipitado color marrén, filtrar y lavar con 10 mL de MeOH. Para finalizar, secar con
5 mL de éter.

Se obtienen 300 mg de producto sélido color marron muy fino, con un
rendimiento del 73%.

'H-RMN (DMSO-ds) & 2,64 (t, 12H); 3,64 (dt, 12H); 6,46 (d, 3H); 6,64 (m, 9H)
ppm.

3C.-RMN (DMSO-d¢) & 36,46; 41,49; 44,97, 54,64; 115,51; 119,34; 129,17;
143,73; 145,16; 167,90; 182,52 ppm.
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IR (KBr): 635; 783; 810; 1115; 1262; 1349; 1433; 1541; 1588; 1655; 1799; 2949;
3244 cm™,

EM (HRMS-ESI(+)) m/z(%) -calculada para C4Hss012N; [M-H]: 838,8510
encontrada 838,3030.

5.2.6. SINTESIS DE ESCUARAMIDA C5
N-(3-(3,4-dihidroxifeniletilamino)-4-etoxiciclobut-3-en-1,2-diona)-N’,N "bis(2-

bencil)tris(2-aminoetil) amina
o

H

N
NH, \¢§o
H H 0 HO w

N HO N EtOH
NN :Q/V Ht'a HO

o SN

@ /O @A H H@

En un matraz redondo de fondo plano, se disuelven 251 mg de C2 en 30 mL de
EtOH y con ayuda de un embudo de presion compensada, adicionar 0,3 g de C1
previamente disueltos en 20 mL de EtOH. Dejar reaccionar durante 16 horas a
temperatura ambiente y en atmosfera inerte de argén. Al término de la reaccion se
observa la formacién de un precipitado color blanco, eliminar el exceso de EtOH y
precipitar con 30 mL de éter. Filtrar y lavar con una mezcla de EtOH/ Eter (3 gotas
de EtOH por cada 10 mL de éter).

Se obtienen 213 mg de un producto sélido color gris tenue, con un rendimiento del
44%.

'H-RMN (DMSO-dg) & 3,51 - 3,66 (m, 16H); 6,43 (t, 1H); 6,60 (m, 2H); 7,28 (m,
10H); 7,90 (br, NH) ppm.

13C-RMN (DMSO-d¢) & 36,18; 44,68; 45,96; 52,42; 53,24; 54,22; 115,20; 118,92;
126,20; 127,72; 128,86; 140,09; 143,37; 144,79; 167,45; 182,09 ppm.

IR (KBr): 605; 700; 749; 1043; 1117; 1210; 1261; 1352; 1453; 1539; 1592; 1655;
1797: 2850; 2949; 3250; 3441 cm’™.

EM (HRMS-ESI (+)) m/z (%) calculada para Cs;H3904Ns 557,3002, encontrada
611,21.
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1 30008415 CuHweO:N=Na 100 75 03 C14H150EN[23]Na 300.08424
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5 C:HaO:MN-#Ma. 24 2260676399362 -05 475 C3IH1402M9[23]Na4 300.08558
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2811547 CuHwO:N=Na 100 75 -0 C16H1905N[23INa  328.11554
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