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1. Introduccio

1.1. Reconeixement molecular d’anions

El reconeixement molecular d’anions és una de les principals branques d’estudi de la
Quimica Supramolecular a causa del paper fonamental que aquests presenten a la naturalesa ja
gue més del 70% dels cofactors i els substrats implicats en processos biologics s6n anions?, aixi
com en medicina, catalisi, ciencies ambientals, biologia i quimica. Per aquest motiu, el disseny i
sintesi de receptors que sén capagos d’acomplexar-se amb anions és una de les arees més
estudiades a l'actualitat, i al llarg dels darrers anys, ha estat un pilar fonamental en el
desenvolupament de multitud d’aplicacions com és la fabricacié de sensors optics basats en el
reconeixement receptor-anié, el disseny de nous sistemes per mesurar el transport d’anions a
través de les membranes cel-lulars, el desenvolupament de processos organocatalitics en els
quals s’involucra la complexacié d’anions, etc.?

Per dur a terme un reconeixement eficient, és desitjable que el receptor estableixi
interaccions intermoleculars no covalents amb 'anio, és a dir, que sigui capag d’unir-se a I'anié
mitjangant interaccions per enllag d’hidrogen, electrostatiques i de Van der Waals.3

Les interaccions electrostatiques, generalment dominen sobre qualsevol altre tipus de
interaccié i s6n particularment molt importants per estabilitzar els anions en solucié.* No obstant
aixo, les interaccions per enllag d’hidrogen sén de les més estudiades en Quimica
Supramolecular a causa de la direccionalitat que ofereixen.® Ofereixen I'oportunitat de sintetitzar
receptors neutres que adequadament dissenyats es poden unir a anions amb diferents
geometries en dissolvents polars protics. Per exemple, les urees (Figura 1.1.1.) i les amides son
grups funcionals molt utilitzats per establir enllagos d’hidrogen mentre que receptors que
presenten grups pirrols, com és el cas dels calixpirrols (Figura 1.1.2.), generen una cavitat a on
es poden establir interaccions ani6-m® o d’'enllag d’hidrogen amb anions’. Combinant les
interaccions electrostatiques i les d’enllag d’hidrogen es poden sintetitzar receptors molt eficagos,
com per exemple receptors que contenen grups imidazol i guanidinis (Figura 1.1.3.) que treballen
en dissolvents aquosos.® Els grups guanidinis, que es troben a les cadenes laterals de les
arginines, tenen un paper molt important ja que estabilitzen estructures terciaries de proteines
formant ponts salins entre carboxilats i participen als centres de reconeixement de substrats
anionics a enzims i anticossos.8 Presenten carga positiva permanent a pH fisiologic (pKa ~ 13.5).

El receptor ureic que s’indica a la Figura 1.1.1. presenta una elevada afinitat d’'unié amb I'anio
benzoat (Ka=2,7-10* M-1). També pot interaccionar amb altres anions com sén el sulfat, el fosfat
i el carboxilat en dissolvents poc polars i en diclorometa formant un complex 1:1 estabilitzat pels
enllagos d’hidrogen que es formen.®

1 A. Bianchi, K. B.-James, and E. G.-Espaiia, Anion Coordination Chemistry, First edition, Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA., 2012.

2 N. Busschaert, C. Caltagirone, W. Van Rossom, and P. A. Gale, Chem. Rev. 2015, 115 (15), 8038-8155.

3 N. H. Evans, P.D. Beer, Angew. Chem. Int. 2014, 53, 11716-11754.

4J. L. Sessler, P. A. Gale, W.S. Cho, Anion Receptor Chemistry, RSC Publishing, 2006.

5 G. R. Desiraju, T. Steiner, The Weak Hydrogen Bond In Structural Chemistry and Biology, Oxford University Press,
1999

6 P. Ballester, Acc. Chem. Res. 2013, 46 (4), 874-884.

"P. A. Gale, J. L. Sessler, V. Kral, and V. Lynch, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118 (21), 5140-5141.

8 P. Blondeau, M. Segura, R. Pérez-Fernandez, and J. de Mendoza, Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 198-210.

® Zhan-Ting Li, Li-Zhu Wu, Hydrogen Bonded Supramolecular Structures, Lecture Notes in Chemistry 87, 2016.
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Figura 1.1.1. Receptor ureic dissenyat per recongixer anions.®
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La interaccié del receptor Calix [4]pirrol (Figura 1.1.2.) amb varies sals de clorur, com és el
clorur de tetrabutilamoni, ha estat estudiada mitjangant valoracions per espectroscopia H-RMN
en diferents medis organics. S’ha observat que els valors de les constants d’associacio
obtingudes (Ka) sén fortament dependents del dissolvent organic utilitzat, variant en un rang de
10%-105 ML acetonitril (Ka=2,5-10% M), DMSO (Ka= 2,2-10% M), nitrometa (Ka= 2,4-10* M),
diclorometa (Ka= 4,3-102 M1),10

Figura 1.1.2. Estructura del meso-octametilcalix[4]pirrol.2°

Els receptors que presenten grups guanidinis a la seva estructura, s6n molt Gtils pel
reconeixement d’oxoanions. Un possible receptor és aquell que incorpora el grup guanidini en un
bicicle decalina (Figura 1.1.3.(a)) per millorar la seva solubilitat en dissolvents apolars, on els
enllagos d’hidrogen sén més forts, i evitar la conformacio anti, la qual no és adequada per establir
els enllagos d’hidrogen amb els oxoanions (Figura 1.1.3.(b)). Es va estudiar la interacci6 del
receptor que apareix a la Figura 1.1.3.(c) amb el p-nitrobenzoat tetrabutilamoni a través de
valoracions seguides per espectroscopia UV-Vis (Ka= 7-10% M1). L’estructura obtinguda per
cristal-lografia de raigs X va confirmar la formacié de dos enllagos d’hidrogen entre el receptor i
I'oxoanio.®
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Figura 1.1.3. a) Estructura general d’un receptor guanidini biciclic quiral. b) Conformacions anti i syn del grup guanidini.
c) Estructura d’un receptor guanidini biciclic quiral.®

Els receptors que actuen en el reconeixement d’anions se poden classificar en neutres o
carregats positivament.

10 J.L. Sessler, D.E. Gross, W.-S. Cho, V-M. Lynch, F. P. Schmidtchen, G. W. Bates, M. E. Light, and P. A. Gale, J. Am.
Chem. Soc. 2006, 128 (37), 12281-12288.



Entre els receptors carregats positivament, destaquen els que contenen grups amonis. Un
exemple seria el receptor que s’indica a la Figura 1.1.4. ,el qual presenta un espaiador unit a dos
anells de 9 membres. En solucié aquosa, els dos anells es protonen i poden interaccionar amb
I'anié mitjangant enllagos d’hidrogen i interaccions electrostatiques. Concretament, és capag de
reconeixer de forma selectiva un ani6 difosfat en un ampli interval de pH.*!
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Figura 1.1.4. Receptor d’anions que es carrega positivament en medi aqués.!

Entre els receptors neutres destaquen els que presenten grups amides, urees i tiourees degut
a la seva gran capacitat per establir enllagcos d’hidrogen amb els anions, en particular amb
oxoanions.1213 Existeixen estudis en els quals s’han sintetitzat una gran varietat de receptors
ureics i tioureics (Figura 1.1.5.) i s’ha avaluat la seva capacitat per reconéixer diversos anions.
Es va determinar que els 10 receptors s6n capacgos de formar complexes amb anions com: sulfat,
dihidrogenfosfat, clorur, nitrat i bicarbonat en DMSO/H20. A meés, es va demostrar que pels
receptors amb grups tioureics, els quals presenten N-H més acids, es van obtenir les constants
d’associacié més baixes, comparades amb les dels receptors ureics.®
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Figura 1.1.5. Estructura dels receptors ureics (1-5) i tioureics (6-10).°

A partir d’'un estudi per cristal-lografia de raigs X del receptor 7, es va observar que els dos
atoms de sofre estableixen interaccions intermoleculars per pont d’hidrogen amb els N-H
tioureics (Figura 1.1.6.(a)) i que a més, quan forma el complex amb el clorur de tetrabutilamoni
amb estequiometria 1:1, s’estableixen 6 interaccions per enlla¢ d’hidrogen, una per cada grup N-
H, estabilitzant el complex (Figura 1.1.6.(b)).°

(b)

Figura 1.1.6.. Estructures obtingudes per cristal-lografia de Raigs X del receptor 7. A la figura (a) s’indica I'estructura
del receptor. A la figura (b) s’indica I'estructura del complex que forma el receptor amb el clorur de tetrabutilamoni.®

1 p. A Gale, N. Busschaert, C. J. E. Haynes, L. E. Karagiannidis and I. L. Kirby, Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 205-241.
12.J. L. Atwood, J.W. Steed, Encyclopedia of Supramolecular Chemistry, Vol. 1, Marcel Dekker, Inc., 2004.
13 D. E. Gémez, L. Fabbrizzi, M. Licchelli and E. Monzani, Org. Biomol. Chem. 2005, 3, 1495-1500.
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Els receptors de base esquaramida son un altre tipus de receptors molt eficacos per
reconéixer una gran varietat d’anions, degut a la seva capacitat per establir enllagos d’hidrogen.
A més, la seva efectivitat es creu que és deguda al augment del caracter aromatic de I'anell
esquaramidic a I'nora de formar el complex.2 Es poden considerar isosters dels receptors que
contenen grups urees o tiourees.* S6n molts els estudis que s’han realitzat per tal d’establir
diferéncies entre aquestes tres families de receptors neutres. Un d’ells, per exemple, va confirmar
que l'anié oxalat estableix interaccions més estables amb els receptors de base esquaramida i
no amb els que contenen grup urees perque en el primer cas es forma un cicle de 9 membres,
mentre que en el segon solament de 8.15

Hi ha receptors de base esquaramida neutres i d’altres carregats. Aquests darrers combinen
la carrega del grup tetra-alquilamoni que presenten a la seva estructura amb la capacitat de la
fracci6 esquaramidica per establir enllagcos d’hidrogen amb I'anié. S’ha demostrat que sén
receptors potencials pel reconeixement selectiu d’anions sulfat, ja sigui en dissolvents no polars,
en alcohols o en mescles alcohol-aigua.t®

La naturalesa del dissolvent en el qual es produeix el reconeixement també juga un paper
crucial en el control de I'afinitat i la selectivitat de la unié entre el receptor i I'anié. El receptor ha
de compatir eficagment amb I'entorn del dissolvent en el qual es produeix el reconeixement
d’anions. Per exemple, un receptor neutre que s’uneix als anions Unicament mitjancant
interaccions d’hidrogen, és poc probable que pugui competir amb l'esfera de solvatacié que
envolta I'ani6 en un dissolvent polar protic i per tant, nomeés pot funcionar en dissolvents organics
aprotics (on I'anié interactua de forma més feble amb el dissolvent). Per altra banda, un receptor
carregat, pot beneficiar-se dels efectes electrostatics i per tant pot competir més eficagment en
dissolvents polars. A més, el receptor no solament ha de competir amb el dissolvent sin6é també
amb el catié6 que acompanya a I'ani6. La importancia de la parella que formen el catié-ani6 és
molt significativa, sobretot en dissolvents no polars, ja que I'anié es troba poc solvatat i la seva
unié amb el catié cobra més importancia. Mentre que en dissolvents més polars, els dos es troben
solvatats i es redueix la forca de la parella ani6-catié en soluci6.*

La hidrofilia o capacitat de solvatacié de I'anié també és un factor a tenir en compte ja que
pot influir en la selectivitat del receptor i les caracteristiques d’unié. La série de Hofmeister ordena
els anions en ordre creixent de solvatacio.*

Anions organics < ClO4 < SCN- < I < silicat < NOs™ < Br < CI' < HCOs” < H2POs < F < SOs4” < HPO4*

El comportament observat dels anions respecte a la seva afinitat pels substrats organics s’ha
d’interpretar com el balan¢ de la suma d’interaccions de molécula organica-anié aixi com la
interaccié amb les molécules d’aigua de les seves primeres capes de solvatacio.

Un altre factor a considerar és que els anions sén sensibles al pH i en medis molt acids és
poden protonar perdent la seva carrega negativa, necessaria per establir la interaccio amb el
receptor. Per tant, els receptors han de poder funcionar en el rang de pH de 'ani6é d’estudi; el
que suposa un repte quan es dissenyen receptors protonats, llevat dels que tenen centres
cationics que no depenen del pH (com els grups tetra-alquilamoni). Afortunadament, aquest
problema és menor en receptors neutres.*

14 F. E. Held, S. B. Tsogoeva, Royal Society of Chemistry, 2016, 6, 645-667.

15 V. Amendola, G. Bergamaschi, M. Boiocchi, L. Fabbrizzi, M. Milani, Chem. Eur. J. 2010, 16, 4368-4380.

16 E. Delgado-Pinar, C. Rotger, A. Costa, M. N. Pifia, H. R. Jiménez, J. Alarcén and E. Garcia-Espafia, Chem.
Commun., 2012, 48, 2609-2611.



1.2. Molécules d’estudi: esquaramides

Les esquaramides sén un tipus de composts organics derivats de 'acid esquaricl? (Figura
1.2.1.) que presenten un ciclobute dicarbonilic amb un o dos substituents aminics variables.®
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Figura 1.2.1.Estructura de I'acid esquaric 1 i els seus derivats amidics, els esquaramido éster de férmula general 2 i les
bis-esquaramides secundaries de formula general 3.

So6n una classe de composts de gran rellevancia que han estat estudiats des de la década
dels anys 60 degut a les propietats fisiques i quimiques particulars que presenten.®

Son estructures rigides i planes que presenten una gran capacitat per formar enllagos
d’hidrogen,?® ja que tenen dos grups donadors i dos grups acceptors a la seva estructura. Aquest
fet, els hi permet participar en el reconeixement d’ions,2° Poden interaccionar de forma selectiva
amb certs anions con son el clorur?l, el fosfat??, el carboxilat®® i el sulfat!6-?224, el que els hi
confereix, a més, I'habilitat de ser uns bons transportadors d’ions.?5. S’han utilitzat per crear
hidrogels supramoleculars?® i com a catalitzadors??, entre moltes altres aplicacions. Sé6n uns
grans candidats per usar en multitud d’ambits com la quimica meédica, la biologia o el medi
ambient.

1.2.1. Esquaramides secundaries: formacioé d’enllagcos d’hidrogen

Les esquaramides secundaries (Figura 1.2.2.), es poden usar per crear interaccions per
enllag d’hidrogen amb altres molecules. Presenten grups carbonils que poden actuar com a
acceptors d’hidrogen i dos enllagos N-H que poden actuar com a donadors d’hidrogen efectius,
habilitat que els hi permet interaccionar amb altres molécules i aixi canviar o inclis millorar certes
caracteristiqgues propies i formar complexes supramoleculars estabilitzats.1823, Per exemple,
alguns estudis computacionals i experimentals han confirmat que l'aromaticitat de les
esquaramides millora si interactua amb un catié amoni.?®

H - bond acceptor

v

Y ¥ .
Q o] 8] o]
R _R R. _H
N N N N
\ I \ !
HoH H H - bond
Ao A donar-acceptor
! i : (anti /syn)
H - bond donor
(anti / anti )

Figura 1.2.2. Representacio general dels dos conformers (anti/anti i anti/syn) d'esquaramides secundaries. Se
representen les opcions d'enllag d'hidrogen dels conformers.*®

17 Se refereix al compost 3,4-dihidroxi-3-ciclobute-1,2-diona.

8R. I. Storer, C. Aciro, L. H. Jones, Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 2330-2346.

19 M. C. Rotger, M. N. Pifia, A. Frontera, G. Martorell, P. Ballester, P. M. Deya, A. Costa, J. Org. Chem. 2004, 69, 2302-
2308.

s, Tomas, R. Prohens, M. Vega, M. C. Rotger, P. M. Deya, P. Ballester, A. Costa, J. Org. Chem. 1996, 61, 9394-
9401.

21 s, J. Edwards, H. Valkenier, N. Busschaert, P. A. Gale, and A. P. Davis, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 1-6.

22 M. N. Pifia, B. Soberats, C. Rotger, P. Ballester, P. M. Deya and A. Costa, New J. Chem. 2008, 32, 1919-1923.
B R, Prohens, S. Tomas, J. Morey, P.M. Deya, P. Ballester, A. Costa, Tetrahedron Lett. 1998, 39,1063-1066.

2 C. Jin, M. Zhang, L. Wu, Y. Guan, Y. Pan, J. Jiang, C. Lin and L. Wang., Chem. Commun, 2013, 49, 2025-2027.
% R. Prohens, G. Martorell, P. Ballester, A. Costa, Chem. Commun, 2001, 16, 1456-1457.

% D, Wu, R. Jiang, L. Luo, Z. He, J. You, Inorg. Chem. Front. 2016, 3, 1597-1603.

27 R. S. Muthyala, G. Subramaniam and L. Todaro, Org. Lett. 2004, 6, 4663-4665.

2 ], Seto, A. B. Comeau, and C. T. Seto, Organic Lett. 2004, 6, 83-86.



Per entendre aquesta capacitat per establir enllagos d’hidrogen, el que les converteix en
unitats molt interessants a l'ambit de la quimica supramolecular, s’han realitzat estudis
conformacionals?® per RMN i de formacié d’enllagos intra i intermoleculars mitjancant la técnica
d’espectroscopia de raigs X3°.

Figura 1.2.3. Estructura d'una dibencil esquaramida obtinguda per cristal-lografia de raigs X que adopta una conformacio
anti/anti. En blau i vermell s’indiquen els enllagos d’hidrogen que s’estableixen amb altres molécules formant agregats
tipus cap-coa.'®

Aquesta gran capacitat de formacié d’enllagos d’hidrogen amb altres molécules permet
utilitzar les esquaramides com a catalitzadors. Si les esquaramides s6n quirals, poden utilitzar-
se en sintesi enantioselectiva.s!

Les esquaramides secundaries es poden aplicar al reconeixement d’anions aprofitant la seva
capacitat per formar interaccions per enlla¢g d’hidrogen. Per exemple, la preséncia de grups
carboxilats en molécules biologicament rellevants, ha provocat un considerable interés en
desenvolupar receptors artificials (Figura 1.2.4.) que puguin detectar aquest ani6 en medis
aguosos, el dissolvent natural per a la majoria de carboxilats.23Cal recordar també I'existéncia de
receptors esquaramidics pel reconeixement d’anions com el fosfat??, el sulfat!6:2224 j el clorur??.

X
R
B
R 0
%’H
X
R
Bud
(]
A = nPr, X = OEt

Figura 1.2.4. Estructura d'un receptor dissenyat i sintetitzat per reconéixer I'anié carboxilat.?

1.3. Estudis de reconeixement molecular. Determinacié de les
constants d’associacioé receptor-substrat

L’enfocament més comu en Quimica Supramolecular per a quantificar les interaccions és
realitzar valoracions en les quals el substrat s’incorpora de forma gradual al sistema que conté
el receptor, observant aixi canvis en alguna propietat fisica, la qual es troba monitoritzada, que
es poden detectar mitjangant espectroscopia RMN, UV-Vis, fluorescéncia, entre altres técniques.
S’han de tenir en compte certs factors per tal de garantir que els resultats finals sén fiables.
S’elegeix el model d’'uni6é estequiométric, la concentracié del receptor i el métode de deteccid,
s’apliquen métodes avangats d’analisi de dades i de regressié, generalment no lineals, per tal de

2 . Martinez, G. Martorell, A. Sampedro, P. Ballester, A. Costa, and C. Rotger, Org. Lett. 2015, 17 (12), 2980-2983.
30C. Rotger, B. Soberats, D. Quifionero, A. Frontera, P. Ballester, J. Benet-Buchholz, P. M. Deya, A. Costa, Eur. J. Org.
Chem. 2008, 1864-1868.

S1T.J. Auwvil, A. G. Schafer, A. E. Mattson, Eur. J. Org. Chem. 2014, 2633-2646.



calcular les constants d’associacid (Ka), obtenir informacié energética (AG, AH, AS) i
estequiometrica (formacié del complex 1:1 vs 1:2) i finalment es calculen els intervals de
confianca dels resultats obtinguts.32

1.3.1. Espectroscopia UV-Vis aplicada al reconeixement molecular

Una de les técniques més habituals per realitzar les valoracions de reconeixement molecular
és I'espectroscopia UV-Vis. La concentracié de receptor (cromofor) escollida ha de situar-se dins
la regi6 on el pics d’absorcié d’interés, el del receptor i el del complex format, es troben dins els
limits de la llei de Lambert-Beer, és a dir, que presentin un valor d’absorbancia menor de 1. A
més, també és desitjable que el substrat afegit no absorbeixi a la regié d’interés per tal de
simplificar el sistema i que a mesura que es formi el complex es vagi notant un canvi notable a
I'espectre UV-Vis.3?

Les valoracions per espectroscopia UV-Vis son especialment vulnerables als efectes de
dilucié i temperatura aixi com a la preséncia d’'impureses que pugui presentar el receptor o la
solucié que conté I'ani6.32

La concentracié de receptor es manté constant durant tot el transcurs de la valoracié i es van
fent addicions sequiencials d’anié per tal d’'observar els canvis que tenen lloc a I'espectre UV-Vis.
Quan l'anio interacciona amb el receptor esquaramidic, es produeix una modificacioé de I'estat
electronic de la molécula i s’observa que el complex receptor-anié format presenta un pic diferent
a l'obtingut inicialment. Arriba un punt en qué tot i augmentar la concentracié d’ani6 I'espectre no
canvia i per tant la valoracié es dona per acabada.

En funcié del receptor esquaramidic usat, els maxims d’absorbancia s’observen a longituds
d’ones diferents pero en tots els casos es troben dins el rang tipic d’esquaramides, de 290-300
nm.

1.4. Assajos per desplagament d’indicador (IDA)

La deteccié d’anions juga un paper fonamental en molts processos bioldgics com és el
transport d’hormones i proteines, la regulacié de 'ADN i 'activitat enzimatica, etc. Es per aixo
que han inspirat al disseny de sensors quimics per a la seva deteccié tant qualitativa com
quantitativa. A més, a I'ambit mediambiental, la preséncia d’espécies anidniques en aigles
naturals ha desencadenat esforcos de recerca en el desenvolupament de metodologies
analitiques verdes. Per tant, s’han dissenyat sistemes de detecci6 a partir de receptors sintétics
que puguin ser selectius, efectius i que permetin una facil deteccié de la preséncia d’anions al
medi. Per aguest motiu, s’han desenvolupat els assajos per desplagcament d’indicador (IDA,
sigles en angles).33

La tecnica IDA permet convertir un receptor sintétic en un sensor optic.34

Inicialment, un indicador s’uneix de forma reversible a un receptor i través de la introduccio
al sistema d’'un analit competitiu, es produeix el desplagament de l'indicador (Figura 1.4.1.), el
gue es tradueix en una senyal optica.3®

%2 p. Thordarson, Chem. Soc. Rev. 2011, 40, 1305-1323.

3 M. N. Pifia, B. Soberats, C. Rotger, P. Ballester, P. M. Deya and A. Costa, New J. Chem. 2008, 32, 1919-1923.
3 M. Sayed, K. Shinde, R. Shah, and H. Pal, ChemistrySelect, 2016, 5, 989-999.

% B. T. Nguyen, E. V. Anslyn, Coordination Chemistry Reviews 250, 2006, 3118-3127.
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Figura 1.4.1. Esquema general del procés d’'un assaig IDA.*®

Idealment, un receptor que presenta una gran afinitat cap a I'analit i 'indicador és la clau del
desenvolupament d’un sistema de deteccid eficient. A més, I'afinitat entre el receptor i 'analit ha
de ser superior a la que presenti amb I'indicador per tal que es pugui produir el desplagament i
s’indueixi a un canvi espectroscopic apreciable.33

En funcié de certs factors com la geometria, la carrega i el caracter hidrofobic de I'analit aixi
com de la naturalesa del dissolvent, el tipus d’interaccié amb el receptor pot variar, essent la més
comu la de tipus enllag d’hidrogen juntament amb les interaccions electrostatiques i les que es
donen per complexacié amb centres metal-lics.3°

Es una técnica que ofereix algunes avantatges en front a altres métodes tradicionals ja que
no requereix que l'indicador es trobi unit covalentment al receptor, permetent aixi usar diferents
indicadors per a un mateix receptor, es pot aplicar tant en medis organics com aquosos i a mes
s’adapta facilment a diferents receptors per a dur a terme una analisis rapida.s®

Existeixen diferents mecanismes a partir dels quals té lloc la modulacié de la senyal com s6n
la transferéncia fotoinduida d’electrons (PET), la fluorescéncia per energia de ressonancia
transferida (FRET),I'energia de transferéncia electronica (EET) o a través de simples canvis en
la forga idnica o el pH.3536

En funcié de l'indicador elegit, es pot classificar la teécnica en: IDA colorimétrica (C-IDA) que
empra indicadors colorimétrics, IDA fluorescent (F-IDA) que usa indicadors fluorescents i IDA de
complexacié metal-lica que usa un centre metal-lic amb un indicador colorimétric o fluorescent,
essent per tant un subconjunt d’'un C-IDA i un F-IDA.35

L’aplicacié del metode Colorimetric Indicator-Displacement Assays (C-IDA) és una de les
opcions més usades ja que permet detectar anions de forma rapida. Es basa en un canvi de color
de I'indicador en funcid de si es troba lliure o unit al receptor. Per tant, aquest canvi de coloracio
modula la senyal optica i permet la deteccié de I'analit d’interes. 3>

A la bibliografia®®-37 podem trobar exemples d’assajos IDA que s’han desenvolupat per
detectar analits ambientals com sén I'anio fosfat i sulfat, els quals es troben presents en moltes
aigles naturals en concentracions apreciables i presenten efectes nocius pel medi ambient si es
troben en excés, utilitzant un receptor esquaramidic i els indicadors acid-base vermell de cresol
(Figura 1.4.2.) i bromocresol. Els complexos receptor-indicador es caracteritzen en una mescla
etanol-aigua mitjangant espectroscopia UV-Vis.

3% T. Gunnlaugsson, M. Glynn, G. M. Tocci, P. E. Kruger, F. M. Pfeffer, Coordination Chemistry Reviews 250, 2006,
3094-3117.

37 M. N. Pifia, M. C. Rotger, A. Costa, P. Ballester, P. M. Deya, Tetrahedron Letters 45, 2004, 3749-3752.
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Figura 1.4.2. Esquema representatiu de I'equilibri competitiu entre el vermell de cresol i el sulfat pel receptor
esquaramidic.¥’

Una altra de les aplicacions destacades d’aquesta técnica és la deteccié de composts
bioldgics com per exemple el citrat, un component important del cicle de Krebs que produeix
importants intermedis de nombrosos processos biosintétics. El receptor (Figura 1.4.3.) dissenyat
conté 3 grups guanidinis que permeten la seva unié al citrat, un tricarboxilat a pH neutre.
L’indicador que intervé és el 5-carboxifluoresceina.3®

® HE“
oy Ly

H’L\HN N
/ Y

Figura 1.4.3. Estructura del receptor dissenyat per detectar el citrat.®

1.5. Antecedents

1.5.1. Receptors esquaramidics

Els receptors de base esquaramida seleccionats (Figura 1.5.1.) per dur a terme la part
experimental d’aquest treball foren sintetitzats i proporcionats pel grup de Quimica

Supramolecular (SUPRAMOL).
Z N Z A
oj NH HN Zo Oj :NH HN: io

o NH HN” "o o NH HN -0

NO,  E-167 NO, AN AN

Figura 1.5.1. Estructura dels receptors de base esquaramida. A I'esquerra s’indica I'estructura del receptor E-167 i a la
dreta I'estructura del receptor E-177.

Els dos receptors pertanyen a la mateixa familia i estan formats per un espaiador rigid, una
bis-amina arilpropargilica,® que a més d’evitar que I'estructura col-lapsi o es plegui en medi

3% B. Soberats, L. Martinez, M. Vega, C. Rotger, A. Costa, Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 1727-1731.
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aqués, preorganitza dues di-esquaramides secundaries a una distancia adequada que quan
estan enfrontades entres elles construeixen una cavitat en forma de mitja lluna que pot acollir
anions de diferent mida. Es tracta per tant de receptors ditdpics ja que hi ha dos punts on es
poden establir enllagos d’hidrogen entre les esquaramides i els anions. La diferéncia entre els
dos receptors resideix en qué el receptor E-167 presenta un grup NO2 en posicié para respecte
al nitrogen de la unitat esquaramidica, a diferéncia del receptor E-177, que en aguesta mateixa
posici6 presenta un grup dimetilamino.

També existeix una relacié entre els substituents de l'anell aromatic dels receptors i la
capacitat d’establir I'enlla¢ d’hidrogen amb I'anié. El receptor E-167 presenta un grup NO2z en
posicié para respecte al nitrogen esquaramidic. Aquest, és un grup atractor d’electrons i molt
desactivador tant per efecte inductiu (-I) com per efecte ressonant (-R), per tant, capta densitat
electronica de 'anell aromatic i de la unitat esquaramidica que intervé en la formacié de I'enllag
d’hidrogen. L’enlla¢g N-H es polaritaza més i I'enllag d’hidrogen es veu afavorit. Per altra banda,
el receptor E-177 presenta un grup dimetilamino a la mateixa posici6. Aquest, és un grup donador
d’electrons, activador per efecte ressonant (+R) i desactivador per efecte inductiu (-1). Es una
situacié diferent respecte al receptor E-167, ja que en aquest cas, I'anell aromatic i la unitat
esquaramidica que intervé en la formacioé de 'enllag d’hidrogen presenten una major densitat
electronica i per tant s’espera que l'efecte electrodonador del grup dimetilamino redueixi la
capacitat dels N-H esquaramidics de formar els enllagos d’hidrogen.

Aquests receptors son candidats molt adequats per dur a terme estudis de reconeixement
d’anions ja que presenten una estructura que permet que l'anié interaccioni amb la part
esquaramidica (Figura 1.5.2.) sense que es donin interaccions amb altres moléecules.

7 X
Uﬁ(,\,_ -H- Mooy o

X X

Figura 1.5.2. Esquema que simbolitza la interaccié de tipus enlla¢ d’hidrogen entre el receptor esquaramidic i I'anio, on
XiY s0On els substituents en posicié meta i para que poden anar variant.

A més, que el receptor tingui dues unitats esquaramidiques implica que també és possible
que un sol receptor pugui interaccionar amb dos anions (Figura 1.5.3.) ja que la rotacié d’'un
enlla¢c esquaramida respecte a I'espaidor allunyaria les dues esquaramides una de l'altre i es
convertirien en dos centres de reconeixement independent.

La barrera de rotacié per un enllag esquaramidic N-C és aproximadament de 63 kJ/mol®°. A
temperatura ambient podem trobar un equilibri conformacional com el que es descriu a la Figura
1.5.3., sobretot en abséncia d’anions que fixin la conformacié del receptor.

Figura 1.5.3. Esquema que simbolitza la interaccié d’un receptor amb dos anions. S’observa com el receptor canvia la
seva estructura, rotant, perqué cada anié formi un enllag d’hidrogen amb cada unitat esquaramidica del receptor.
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1.5.2. Reconeixement d’anions en cloroform i aigua mitjangant valoracions
per espectroscopia UV-Vis

Les valoracions per espectroscopia UV-Vis s’han de dur a terme en un medi en el qual el
receptor sigui soluble. Els composts amb esquaramides di-secundaries tendeixen a formar
agregats cap-cua per mitja d’enllacos d’hidrogen®®, el que els converteix en composts poc
solubles en dissolvents organics. Per altra banda, sense la preséncia de centres carregats, les
esquaramides di-secundaries no sén generalment solubles en aigua.

Ambdos receptors (E-167 i E-177) son solubles en dissolvents organics com el cloroform i el
DMSO. Per altra banda, presenten una baixa solubilitat en aigua, ja que sén receptors neutres.
S’espera que el grup dimetilamino del receptor E-177 es pugui protonar en medi aquos i faciliti la
solubilitat en aigua.

Simone Siccardi, en el seu Treball de Fi de Master, va realitzar estudis de reconeixement
d’anions mitjangant valoracions per espectroscopia UV-Vis usant els mateixos receptors descrits
a l'apartat anterior i 3 anions diferents com soén el clorur, el pirofosfat i el fosfonoacetat. Va
realitzar els experiments en cloroform-DMSO, en proporcié 99-1% respectivament. Va determinar
que en tots els casos es donava la formacio del complex 1:1 (interaccid entre un receptor i un
anio), perd també, tot i que en menor proporcid, s’observava la formacié del complex 1:2
(interaccio entre un receptor i dos anions). Va calcular mitjancant el software HypSpec*® les
constants d’associacid que es mostren a la Taula 1.5.1. i va observar que per a tots els anions la
K1, la que implica la formacio del complex 1:1, era elevada, observant-se una lleugera preferéncia
per a I'ani6 pirofosfat. Aquest efecte fou més acusat per el receptor E-177. Per altra banda, la K2
era entre un o tres ordes de magnitud inferior que la Ki, el que indica que el complex 1:2 és
menys favorable. Aquest fet és similar als dos receptors i és més acusat en el cas del clorur.
Analitzant aquestes dades es va determinar que les possibles diferéncies de densitat electronica
existents entre els receptors esquaramidics no foren determinants per explicar els valors de les
constants d’associacié obtinguts.*

Taula 1.5.1. Constants d’associacio (K, i K») entre els receptors E-167 | E-177 i els diferents anions.

Anio Receptor E-167 Receptor E-177
K1 (M’l) K> (M'l) K1 (M'l) Kz (M'l)
Pirofosfat 6,73-10° 5,69-104 7,82-10° 4,94.102
Clorur 2,07-10° 9,71-102 3,48-10° 4,93-103
Fosfonoacetat 2,66-10° 6,40-10% 2,72-10° 1,18-104

En aquest treball es pretén realitzar el mateix estudi en aigua ja que els anions so6n
parcialment solubles en medis aquosos. A més, es podra comprovar si els efectes hidrofobics
afecten a la selectivitat del receptor o es produeixen canvis en els valors de les constants
d’associacio.

El medi en el qual es du a terme I'estudi també té un paper important en quant a la selectivitat
del receptor. Per exemple, en dissolvents pratics i/o en aigua, el dissolvent natural per a la majoria
d’anions, només alguns receptors seran selectius per detectar anions degut a que la majoria
d’ells es troben fortament solvatats. Per tal d’aproximar-se al problema del reconeixement
selectiu d’anions en aigua i descobrir els factors que el controlen, existeixen estudis on s’han
realitzat experiments per estudiar I'efecte sobre la selectivitat de I'enllag si s'introdueixen certes
variacions estructurals, incloent un nombre variable d’interaccions per enllag d’hidrogen.3’

% R. Prohens, A. Portell, C. Puigjaner, R. Barbas, X. Alcobé, M. Font-Bardia and S. Tomas, CrystEngComm, 2012,14,
5745-5748.

40 p. Gans, A. Sabatini and A. Vacca, Talanta, 1996, 43, 1739-1753.

41 S. Siccardi, Molecular recognition studies of biorelevant anions with squaramides-based receptors, Treball de Fi de
Master (TFM), 2017, Universitat de Turin.
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2. Objectius

Els objectius marcats en aquest treball sén els seglients:

e Aplicar técniques d’espectroscopia ultraviolada per a I'estudi de complexacio via enllag
d’hidrogen de receptors de base esquaramida amb anions biologicament rellevants en
dissolucio aquosa.

e Determinar les constants d’associacié i comparar els resultats per analitzar I'afinitat i
selectivitat dels receptors estudiats en front dels anions utilitzats.

e Dissenyar un sistema IDA per a aquests receptors i avaluar la seva viabilitat per
determinar la preséncia d’anions en un medi aquos.

3. Resultats i discussio

3.1. Estudi de l'associacio dels receptors E-167 i E-177 per
espectroscopia UV-Vis amb oxoanions de rellevancia biologica

3.1.1. Condicions de treball

Antes dels estudis de complexacio, s’han realitzat estudis de solubilitat en aigua dels
receptors E-167 i E-177, mencionats a 'apartat d’Introduccio, per trobar les condicions de treball
adequades.

Els composts que tenen esquaramides di-secundaries, tenen tendéncia a formar agregats a
través d'una série d’interaccions per enllag d’hidrogen, sobretot en dissolvents organics que
afavoreixen aquest tipus d’interaccions. L’agregacié es veu desfavorida en dissolvents
competitius amb I'enllag d’hidrogen com sén el DMSO o alcohols i els complexos esquaramidics
tornen més solubles. A pesar de que l'aigua és un dissolvent que pot establir enllagos d’hidrogen
amb les esquaramides i de la polaritat de I'anell esquaramida, en molts de casos, la tendencia a
formar agregats per enllag d’hidrogen entre esquaramides i, les repulsions entre les parts més
hidrofobiques de la molécula i l'aigua dificulten que una molécula no carregada i per tant, més
facil de solvatar, com és el cas dels receptors estudiats, no sigui facilment soluble en aigua, inclis
en concentracions de l'ordre 10> M necessaries per fer els estudis d’'UV.

En algunes ocasions, una petita proporci6 de DMSO d’'un 1-5% en un altre solvent és
suficient per solubilitzar el compost esquaramidic, pero, en aquest cas, els dos receptors
esquaramidics utilitzats presenten molt poca solubilitat en aigua, per aixd €s necessari un
augment de la concentracié de DMSO. S’han investigat diferents proporcions d’aigua/DMSO per
arribar a trobar la més adequada sempre intentant usar la menor proporcié de DMSO possible.
A més a més, laigua es troba tamponada per evitar reaccions acid-base paral-leles que
poguessin interferir amb els estudis de complexacio.

Es va observar que els receptors E-167 i E-177 eren solubles en una dissolucié d’aigua i un
10 % de DMSO (la minima quantitat necessaria per dissoldre el receptor, encara que després
precipiti el complex), perd es va observar també que al fer I'estudi d’associacié amb el primer
anié estudiat, el pirofosfat, apareixia un precipitat durant les valoracions. Per aquest motiu, es va
dur a terme un altre estudi per trobar una proporcié de DMSO que permetés finalitzar la valoracio
amb aquest anié. Es realitzaren diferents valoracions utilitzant proporcions de 10-30 % de DMSO
amb el receptor E-167 a una concentracio (2-10-°M ) i I'anié pirofosfat fins obtenir unes condicions
gue permetessin completar la valoracié sense la formacio de cap precipitat.
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La part de I'espectre estudiat correspon a linterval 280-480 nm que permet visualitzar la
banda del cromofor esquaramida i la de I'anell aromatic.

Durant el transcurs de la valoracié amb un 30% de DMSO no es va observar I'aparicié de
cap precipitat i una vegada enregistrades totes les dades es va poder fer el corresponent ajust
de forma optima. Per tant, es conclou que les condicions adequades per treballar s6n 70% aigua
tamponada i 30% DMSO per aconseguir la solubilitat adequada del receptor.

El tampo utilitzat fou el de Tris (hidroximetil)aminometa a pH 10, el pH necessari per
assegurar-se que 'ani6 pirofosfat es troba completament desprotonat i per tant en la seva forma
basica.

3.1.2. Anions estudiats

Les valoracions es van dur a terme amb 4 anions biologicament rellevants (Figura 3.1.1.),
com son el pirofosfat, el clorur, el fosfonoacetat i el succinat, tots ells solubles en medi aqués.
Dos dels anions estudiats es van utilitzar a partir de les seves corresponents sals de
tetrabutilamoni (hidrogen pirofosfat de tris-tetrabutilamoni i clorur de tetrabutilamoni) i els altres
dos (fosfonoacetat i succinat) a partir de la seva corresponent forma acida.

a) b)
cl? 11
'O/lID\O/ \~OH - 3 *N(Bu), ClI" *N(Bu)4
- O-
c) d)
0] (0] i
T OH
P HO)W
HO I\)J\OH
OH 0]

Figura 3.1.1. Estructura dels anions estudiats en forma de sal o en forma acida. A la figura a) s’indica I'estructura de
I’hidrogen pirofosfat de tris-tetrabutilamoni, a la figura b) la del clorur de tetrabutilamoni, a la figura c) la de I'acid
fosfonoacétic i a la figura d) la de I'acid succinic.

El pirofosfat és la base conjugada de I'acid pirofosforic (H4sP207). Té 4 protons que pot perdre
a través de 4 equilibris acid-base presentant uns valors de pKa* de 0,85, 1,96, 6,60, 9,41. En
soluci6 hi podria haver diferents formes del pirofosfat pero la preséncia del tamp6 a pH 10 elimina
aguesta possibilitat i només la forma basica P-O7* és la que es troba a la solucio.

En la sal de clorur de tetrabutilamoni, I'anié clorur solament presenta una carrega negativa i
és simeétric amb una estructura esférica.

L’acid fosfonoaceétic presenta 3 protons que pot perdre a través de 3 equilibris acid-base. Els
seus valors de pKa corresponents son 2,6, 5 i 8,2.4% Totes les valoracions es duen a terme a un
pH aparent de 10, per tant, no hi ha forma acida en el medi de valoracié, només la seva forma
basica, POs®* , es troba en solucié. Aquest anié pot interaccionar i crear un enllag d’hidrogen amb
el receptor a través del grup fosfat i del grup carboxilat.

L’acid succinic presenta 2 protons que pot perdre a través de 2 equilibris acid-base. Els seus
valors de pKa corresponents sén 4,21 i 5,72.44 Al treballar a pH 10 en totes les valoracions, es
troba en forma basica en dissolucid. Es un acid dicarboxilic, per tant, al desprotonar-se pot
interaccionar mitjangant enllag d’hidrogen amb el receptor a través dels grups carboxilat.

42 D. L. Purich, R. D. Allison, Handbook of Biochemical Kinetics, Academic Press, 2000.

4 J.C.-H. Mao, E. R. Otis, A. M. Von Esch, T.R. Herrin, J. S. Fairgrieve, N. L. Shipkowitz and R. G. Duff, Stuctrure-
Activity studes on phosphonoacetate, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol.27, Num. 2, 1985, 197-202.

4 Recurs online de 'empresa Sigma Aldrich: Product Information Succinic Acid
[https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-Aldrich/Product_Information_Sheet/398055pis.pdf]
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3.1.3. Valoracions per espectroscopia UV-Vis amb el receptor E-167

El receptor E-167 (Figura 3.1.2.) presenta un grup NO2 en posicié para respecte al grup -NH
de la unitat esquaramidica.
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Figura 3.1.2. Estructura del receptor E-167 i el seu espectre UV-Vis a 2-10° M.

Abans de realitzar la valoraci6 mitjancant espectroscopia UV-Vis, s’ha d’elegir la
concentracié adequada de receptor. En un espectre UV-Vis, I'absorbancia i la concentracio del
compost son directament proporcionals segons la llei de Lambert-Beer.#> La concentracié de
receptor ha de deixar un interval util d’absorbancia per si les bandes creixen o decreixen en
intensitat en el transcurs de la valoracié. Per aix0, s’ha optat per elegir la concentracié 2:10° M
que ens assegura treballar al voltant de la part mitjana de I'escala 0-1 d’absorbancia, tal com
s’observa a la Figura 3.1.2.

S’observen dos maxims: un a 390 nm i I'altre a 295 nm. La primera banda (295 nm) correspon
al cromofor de I'anell esquaramida, mentre que la segona banda (390 nm) correspon al sistema
nitroaromatic.

Totes les valoracions es duen a terme a concentracié constant de receptor ja que la solucié
d’anié conté la mateixa concentracio de receptor que la solucié de receptor que es troba dins la
cubeta. D’aquesta forma, les diferéncies d’intensitat d’absorbancia no poden ser atribuides a
diferéncies de concentracioé de receptor.

3.1.3.1.  Valoracions entre el receptor E-167 i els anions

e Pirofosfat

La valoracié es du a terme a concentracié constant de receptor, 2-10° M, i es realitzen
successives addicions de 50 pL de la dissolucié que conté I'anié de concentracié 2,17-10 M fins
a obtenir un total de 19 punts. A la Figura 3.1.3. es representa I'espectre UV-Vis obtingut un cop
realitzada la valoracid entre el receptor E-167 i I'anié pirofosfat on solament s’han representat 7
punts a I interval de concentracions d’anié de 0 M a 6,51-10-5 M.

4 D. A. Skoog, F. J. Holler, S. R. Crouch, Principios de Andlisis Instrumental, Cengage Learning Ed, 2007.
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Figura 3.1.3. Col-lecci6 d’espectres UV-Vis de la valoracié entre el receptor E-167 (2:10°M) i I'anié pirofosfat
a concentracions (0, 1,45, 2,71, 3,83, 4,82, 5,71 6,5-:10° M) a I'interval 250-500 nm. A la inserci6 del grafic es
representa la variacié del maxim d’absorbancia a 390 nm en funcié de la concentracié de pirofosfat en el medi.

A mesura que avanga la valoracio, es produeix una disminucié de I'absorbancia del receptor
al augmentar la concentraciéo d’anié. L’absorbancia és proporcional a la concentracio, si la
primera disminueix, també ho fa la concentracié de receptor lliure. Per tant, és un indicador que
aquest es va acomplexant amb I'anié i que es va formant una nova especie.

A més, s’observa un lleuger desplagcament del pic maxim cap a longituds d’ones majors a
mesura que avanca la valoracio, el que es coneix com a efecte batocromic*¢. Aquest fet pot ser
atribuit a la interaccié que es produeix entre I'anio pirofosfat i el N-H esquaramidic del receptor.

Les dades obtingudes en forma de col-leccié d’espectres de UV-Vis s’introdueixen al
programa HypSpec, el qual incorpora una série d’eines que permeten calcular a través de I'ajust,

el valor de log [ i aixi poder calcular la constant d’afinitat entre el receptor i I'anié i la magnitud
termodinamica AG.

Els dos receptors tenen dues unitats esquaramidiques, per tant, és possible que dos anions
interaccionin amb un sol receptor. Seguint els antecedents que es tenen del comportament del
receptor E-167 i I'anié pirofosfat en medi organic (cloroform), en els quals es va determinar que
era necessari establir un segon equilibri referent a la formacié del complex 1:2, és logic pensar
que en medi aquds ocorre de forma similar. Aquest equilibri alternatiu és afegit al programa, de

tal forma que s’obtenen dos valors de log [B: log B: i log B2.
El valor de log B1 expressa I'afinitat d’interaccié entre un anié i un receptor mentre que log

B2 expressa la interaccio entre dos anions i un receptor. Coneixent aquests valors es calcula els
valors de B1i Bzrealitzant I'operacio inversa del logaritme.

[Rec(An)]
Rec + An & Rec(An) B = [Rec] - [An] logPB; = log[Rec(An)] — log[Rec] — log[An]
[Rec(An),]
Rec + 2An & Rec(A4n), B, = logB, = log[Rec(An),] — log[Rec] — 2 log[An]

[Rec] - [An]?

El valor de la constant d’afinitat K1 expressa la interaccié entre un anio i un receptor per a la
corresponent formacié del complex en proporcio 1:1, presentant aquesta el mateix valor que log
B1. El valor de la constant d’afinitat K2 expressa la interaccié entre el complex 1:1 i el segon anio,
tal com s’indica a les seguents expressions.

4 L. D. S. Yadav,Organic Spectroscopy, Kluwer Academic Publishers, 2005.
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_ [Rec(An)]

Rec + An & Rec(4n) K, = [Rec] - [4n] logK, = log[Rec(An)] — log[Rec] — log[An]

[Rec(An),]

Rec(An) + An & Rec(An), K, = [Rec(An)] - [An]

logK, = log[Rec(An),] —log[Rec(An)] — log[An]

La diferéncia entre log B2 i log B1 proporciona el valor de log Kz :

logB, — logB; = log[Rec(An),] — log[Rec(An)] — log[An] = logK,
A partir d’aquest valor, realitzant la inversa del logaritme, es pot coné&ixer el valor de Ka.
Una vegada s’han realitzat tots els calculs adients, es podrien donar 3 situacions diferents:

e Que el valor de log K1 sigui major que el de log Kz, el que indicaria que el primer ani6é no
facilita la unié d’'un segon anio.

e Que el valor de log K1 sigui menor que el de log Kz, el que indicaria que es forma el
complex 1:2 i que la primera interaccid, la corresponent a la formacié del complex 1:1 és
solament un procés que afavoreix la formacio de la segona interaccio.

e Que el valor de log K1 sigui igual que el de log Kz, el que indicaria que la unié del primer
anié no influencia la interaccié del segon.

A més, com més grans siguis els valor de log B1 i log B2, ens indicara que major és I'afinitat
entre I'anié i el receptor.

Una vegada obtingudes les constants d’afinitat és possible calcular la corresponent AG tenint
en compte que es treballa a una temperatura de 25 °C, mitjancant la seglient expressio:*’

AG =—-R-T-InK

Efectivament, s’observa que la millor regressio s’obté quan es consideren els dos equilibris
de formacio6 dels complexes 1:1 i 1:2 (Figura 3.1.4.) perqué la senyal residual una vegada fet
I'ajust és menor i es reparteix de forma aleatoria al llarg de totes les longitud d’ones.

100

Intensity
% formation relative to E-167
Intensity

Obs-Calc intensity (unweighted)

value

o
0,002 1 o, P . | =]
-n‘nnﬁ v : ‘ ' I I‘ 3

2 B 10 14 18 250 350 450 550
point number wavelength

Figura 3.1.4. Ajust obtingut amb el programa HypSpec.*

47 P, Atkins, J. de Paula, Quimica Fisica 8a edicién, Ed. Medica Panamericana, 2006.

48 A I'esquerra es representen amb quadres blaus els valors experimentals d’absorbancia a 390 nm i amb creus
vermelles els punts teorics. Les espécies presents en cada moment de la valoracio es representen en: linia blava
(complex 1:1), linia vermella (receptor lliure), linia marré (complex 1:2). A la dreta s’indica I'ajust de I'espectre UV-Vis
complet. La linia blava gruixada representa els valors experimentals i la linia blava més fina els valors teorics.
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A concentracions baixes d’anid en el medi, la formacié del complex 1:1 és la predominant,
mentre que a concentracions altes, superiors a 3,83-10° M, I'espécie majoritaria al medi es el
complex 1:2. Al punt mig de la valoracié coexisteixen els dos complexes.

Els resultats obtinguts s’adjunten a les seglents taules:

Taula 3.1.1. Afinitats d’interaccié (log B i log B.) i constants d’associacié en unitats logaritmiques (log K i log K3) entre
el receptor E-167 i I'anid pirofosfat.

Valoracio log B: log B2 log K1 log K>
1 6,3 9,93 6,3 3,63
2 6,14 9,70 6,14 3,56
3 6,18 9,76 6,18 3,58

Taula 3.1.2. Afinitats d’interaccioé (B1 i B2), constants d’associacio (K, i Kz), energies lliures de Gibbs (AG; i AG,) entre el
receptor E-167 i I'anié pirofosfat.

. B B K1 Kz AG: AG:
valoracio ypay (M) (M) (M)  (Kcal/mol) (Kcal/mol)

1 1,095-106 8,511-10° 1,995-10° 4,266-10°  -8,594 -4,952

2 1,380-106 5,012-10° 1,380-10° 3,631-10°  -8,376 -4,856

3 1,514-106 5,754-10° 1,514-106 3,802:103  -8,431 -4,884

Taula 3.1.3. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacié (K; i Kz) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-167 i I'anio pirofosfat de les 3 répliques.

Ki (M) Kz (M) AG: (Kcal/mol) AG: (Kcal/mol)
1,63-106 + 3,23-10° 3,9-10%+ 3,3:102 -8,5+0,1 -4,90 £ 0,05

S’observa que el valor de log Ki és practicament el doble que el de log Kz en les tres
répliques. Aixod indica que el primer anié que s’uneix al receptor no facilita la unié del segon i per
tant es forma el complex 1:1 majoritariament. No obstant, al final de la valoracié també es doéna,
en menor proporcid, la formacié del complex 1:2.

e Clorur
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07 § 07 \ﬁ\.“‘

0 20 40 60
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Figura 3.1.5. Col-leccio d’espectres UV-Vis de la valoraci6 entre el receptor E-167 (2-10°M) i I'ani6 clorur a
concentracions (0, 1,45, 2,71, 3,83, 4,82, 5,71 i 6,5-:10° M) a l'interval 280-480 nm. A la inserci6 del grafic es
representa la variacié del maxim d’absorbancia a 390 nm en funcié de la concentracié de clorur en el medi.
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Taula 3.1.4. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacié (K; i K) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-167 i I'anio clorur de les 3 répliques.

Ki (M)

Kz (M)

AG: (Kcal/mol)

AG: (Kcal/mol)

1,2.105+8,3-104

1,97-10%+ 2,06-102

-8,29 + 0,04

-4,49 + 0,06

En aquest cas, es forma el complex 1:1 de forma majoritaria, com es pot veure al grafic
d’especiacio, donat que el valor de K és tres ordres de magnitud major que el de Ka.

e Fosfonoacetat
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Figura 3.1.7. Col-lecci6 d'espectres UV-Vis de la valoracié entre el receptor E-167 (2:10°M) i I'anio
fosfonoacetat a concentracions (0, 1,45, 2,71, 3,83, 4,82, 5,71 6,5-10°° M) a l'interval 280-480 nm. A la insercié
del grafic es representa la variacié del maxim d’absorbancia a 390 nm en funcié de la concentracié de
fosfonoacetat en el medi.
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Figura 3.1.8. Ajust obtingut amb el programa HypSpec.*®

Taula 3.1.5. Mitjana i desviacio estandard de les constants d’associacio (K; i K;) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-167 i I'anié fosfonoacetat de les 3 répliques.

Ki (M) Kz (M) AG: (Kcal/mol) AG: (Kcal/mol)
8,5-105+ 1,4-10° 4,1-10%+7,6-102 -8,08+0,1 -4,92 + 0,12

La constant d’associacié del complex 1:1 és inferior a la que s’ha obtingut en el cas del
pirofosfat, mentre que la constant d’associacié del complex 1:2 és similar. El que indica és que
la unié amb el fosfonoacetat resulta menys favorable que amb el pirofosfat ja que quan es forma
el complex 1:1, en el cas del pirofosfat es donen dues interaccions fosfat, el que resulta més
favorable que una fosfat i l'altra carboxilat. En el cas del complex 1:2, possiblement el
fosfonoacetat s’uneix pels grups fosfats deixant el carboxilat lliure essent més favorable que el
complex 1:1.

e Succinat
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Figura 3.1.9. Col-leccio d’espectres UV-Vis de la valoracié entre el receptor E-167 (2-10°M) i I'anié succinat a
concentracions (0, 1,45, 2,71, 3,83, 4,82, 5,71 6,5-10° M) a l'interval 280-480 nm. A la inserci6 del grafic es
representa la variacié del maxim d’absorbancia a 390 nm en funcié de la concentracié de succinat en el medi.
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Figura 3.1.11. Regressi6 obtinguda amb el programa HypSpec.*

Taula 3.1.6. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacié (K; i Kz) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-167 i I'anié succinat de les 3 répliques.

Ki (MY) K2 (M1
2,22-106 +3,04-105  1,6:10%+ 8,4-10!

AG: (Kcal/mol)
-8,65 + 0,08

AG: (Kcal/mol)
-4,36 £ 0,03

La constant d’associacié del complex 1:1 és basant similar a la que s’obté amb l'ani6
pirofosfat. En principi, el grup fosfat es complexa millor que el grup carboxilat pero tal vegada en
el cas del succinat, la distancia és més adequada i s’afavoreix la formacié del complex on els dos
grups carboxilats s’'uneixen al receptor, essent d’aquesta forma millor anié que el fosfonoacetat.

Taula 3.1.7. Constants d'associacio (K, i K;) entre el receptor E-167 i els diferents anions.

Anio Receptor E-167
K1 (M'l) K> (M'l)
Pirofosfat 1,63-108 3,90-10°
Clorur 1,20-10¢ 1,97-103
Fosfonoacetat 8,50-10° 4,10-108
Succinat 2,22-108 1,60-103

3.1.4. Valoracions per espectroscopia UV-Vis amb el receptor E-177

El receptor E-177 (Figura 3.1.12.) presenta un grup dimetilamino en posici6 para respecte al
grup -NH de la unitat esquaramidica.

d NH HN o)

280 330 380 430 480

E177 N Longitud d'ona (nm)

Figura 3.1.12. Estructura del receptor E-177 i el seu espectre UV-Vis a 2:10° M

N
VAR

De la mateixa manera que en el cas anterior, s’ha optat per treballar a una concentracié
constant de receptor 2-10> M, la qual permet deixar un interval Gtil d’absorbancia per si les
bandes creixen o decreixen en intensitat en el transcurs de la valoracié tal com s’observa a la
Figura 3.1.12.
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La dissolucié d’aquest receptor és incolora a diferéncia de la del receptor E-167 que és groga.
A més, es pot observar que l'espectre és diferent. Hi ha una banda ampla de maxim
d’absorbancia a 335 nm que correspon tant a I'anell esquaramidic com a I'anell aromatic.

En aquest cas, s’espera que l'efecte electrodonador del grup dimetilamino redueixi la
capacitat dels N-H esquaramidics de formar els enllagos d’hidrogen.

Les valoracions, es duen a terme seguint el mateix procediment que en el cas del receptor
E-167 a diferéncia de la dissolucié que conté I'anié a partir de la qual es fan les successives
addicions de 50 pL, que en aquest cas la seva concentraci6 és 3-104 M.

Es van realitzar les valoracions amb els mateixos anions, menys amb el succinat, que no es
varen poder dur a terme per falta de receptor.

3.1.4.1. Valoracions entre el receptor E-177 i els anions

e Pirofosfat
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Figura 3.1.13. Col-leccio d’espectres UV-Vis de la valoracio entre el receptor E-177 (2:10°°M) i I'anié pirofosfat
a concentracions (0, 2,00, 3,75, 5,29, 6,67, 7,89 i 9,00-10° M) a l'interval 250-500 nm. A la inserci6 del grafic
es representa la variacié del maxim d’absorbancia a 335 nm en funcié de la concentracié de pirofosfat en el
medi.
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Figura 3.1.14. Regressio obtinguda amb el programa HypSpec.*

4 A I'esquerra es representen amb quadres blaus els valors experimentals d’absorbancia a 335 nm i amb creus
vermelles els punts teorics. Les espécies presents en cada moment de la valoracio es representen en: linia blava
(complex 1:1), linia vermella (receptor lliure), linia marré (complex 1:2). A la dreta s’indica I'ajust de I'espectre UV-Vis
complet. La linia blava gruixada representa els valors experimentals i la linia blava més fina els valors tedrics.

24



Taula 3.1.8. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacié (K; i K) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-177 i I'anid pirofosfat de les 3 répliques.

Ki (M) Kz (M) AG: (Kcal/mol) AG: (Kcal/mol)
2,07-108+ 2,15-10° 3,1.10%+ 5,6-102 -8,61 + 0,06 -4,75+ 0,11

Es forma el complex 1:1 de forma majoritaria ja que el valor de Ki és tres ordres de magnitud
major que el de Kz, Les constants sén similars a les obtingudes amb el receptor E-167 i el mateix
anio.
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Figura 3.1.15. Col-leccié d’espectres UV-Vis de la valoracié entre el receptor E-177 (2-10°M) i I'anio clorur a
concentracions (0, 2,00, 3,75, 5,29, 6,67, 7,89 i 9,00-10° M) a I'interval 250-500 nm. A la inserci6 del grafic es
representa la variacié del maxim d’absorbancia a 335 nm en funci6 de la concentracié de clorur en el medi.
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Figura 3.1.16. Regressi6 obtinguda amb el programa HypSpec.*
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Taula 3.1.9. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacié (K i K) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-177 i I'anié clorur de les 3 répliques.

Ki (M1) Kz (M1) AG: (Kcal/mol) AG: (Kcal/mol)
2,9-108 + 1,6-10° 1,8:10% £ 4,3-102 -8,80 £ 0,03 -4,44 + 0,14

Es forma el complex 1:1 de forma majoritaria ja que el valor de K1 és tres ordres de magnitud
major que el de Ko. Els resultats son del mateix ordre de magnitud que els obtinguts amb el
receptor E-167, encara que la Kz sigui lleugerament més elevada.
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Figura 3.1.17. Col-lecci6 d’espectres UV-Vis de la valoracié entre el receptor E-177 (2:10°M) i I'anié
fosfonoacetat a concentracions (0, 2,00, 3,75, 5,29, 6,67, 7,89 i 9,00-10° M) a l'interval 280-480 nm. A la
insercio6 del grafic es representa la variacié del maxim d’absorbancia a 335 nm en funcié de la concentracio de
fosfonoacetat en el medi.
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Figura 3.1.18. Regressi6 obtinguda amb el programa HypSpec.*

Taula 3.1.10. Mitjana i desviacié estandard de les constants d’associacio (K; i K;) i energies lliures de Gibbs (AG; i AG,)
entre el receptor E-177 i I'anié fosfonoacetat de les 3 répliques.

K1 (M) Kz (M) AG: (Kcal/mol) AG: (Kcal/mol)
1,5-108 £1,9-10° 6,0-10% + 5,8-10? -8,41 + 0,08 -5,15 + 0,06

La constant d’associacié del complex 1:1 és inferior a la que s’ha obtingut en el cas del
pirofosfat, mentre que la constant d’associacié del complex 1:2 és major. El que indica és que
quan es forma el complex 1:1, en el cas del pirofosfat, es donen dues interaccions fosfat, el que
resulta més favorable que una fosfat i I'altra carboxilat. En el cas del complex 1:2, possiblement
el fosfonoacetat s'uneix pels grups fosfats deixant el carboxilat lliure essent més favorable que el
complex 1:1.
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3.1.5. Comparacié del dos receptors a partir dels resultats obtinguts

Taula 3.1.11. Constants d'associacio (K; i K5), dels dos receptors amb els diferents anions.

Anié Receptor E-167 Receptor E-177%
K1 (M'l) K> (M'l) K1 (M'l) K> (M'l)
Pirofosfat 1,63-106 3,90-10° 2,07-10¢ 3,10-108
Clorur 1,20-106 1,97-108 2,90-10¢ 1,80-108
Fosfonoacetat 8,50-10° 4,10-103 1,50-108 6,00-10°
Succinat 2,22-106 1601202 o T

Taula 3.1.12.. Energies lliures de Gibbs (AG; i AG;) dels dos receptors amb els diferents anions.

Anié Receptor E-167 Receptor E-177%°
AG; (kcal/mol) AG; (kcal/mol) AG; (kcal/mol) AG; (kcal/mol)
Pirofosfat -8,50 -4,90 -8,61 -4,75
Clorur -8,29 -4,49 -8,80 -4,44
Fosfonoacetat -8,08 -4,92 -8,41 -5,15
Succinat -8,65 436 0 0 T

Com es pot comprovar a les Taules 3.1.22. i 3.1.23. , les constants d’associaci6 en unitats
M-Liels valors d’energies lliures de Gibbs, en Kcal/mol, dels dos receptors son similars i es troben
a la majoria dels casos dins el mateix ordre de magnitud.

En tots els casos hi ha formacié del complex 1:1i 1:2, pero en tots els experiments, el valor
de AG1 és major que AG2. Per tant, I'equilibri més important és el de formacié del complex 1:1.

A més, per tots els anions, tant les constants d’associacié com els valors de AG s6n elevats.
Els millors resultats les presenten el succinat i el pirofosfat en el cas del receptor E-167 i el clorur
i el pirofosfat en el cas del receptor E-177, tenint en compte que no hi ha valors per el succinat.

La diferéncia de densitat electronica entre els dos receptors no pareix ser molt rellevant en
quant als valors de les constants d’associacié obtingudes ja que si es comparen les dues
constants d’associacié de cada anié entre els dos receptors s’observa que presenten el mateix
ordre de magnitud. Aixo es tradueix en qué les dues molécules s6n bons receptors i el fet de que
presentin un grup diferent en posicié para respecte al nitrogen esquaramidic no és determinant
a I'’hora d’explicar la interaccid. La preséncia de DMSO en el medi, que en aquest estudi és del
30%, pot influir en modificar el comportament esperat dels receptors i facilitant la formaci6 de
complexos. Com s’ha indicat a la Introduccié, les esquaramides formen complexes estables
amb oxoanions en DMSO. Es podria pensar que el fet de treballar en aigua podria influir en els
valors de les constants d’associacio i que fossin menors ja que els receptors i anions es troben
solvatats i el sistema necessita una major energia per superar aquesta energia de solvatacié. No
obstant aix0, els elevats valors de les constants sembla indicar que aquest aspecte és
menyspreable, perd com s’ha dit anteriorment, I'elevada proporcié de DMSO en el medi influeix
sobre el comportament del sistema.

3.2. Assajos per desplacament d’indicador (IDA)

Per dissenyar un sistema IDA i dur a terme el reconeixement d’anions, es va utilitzar el
vermell de cresol, un indicador acid-base sensible a la radiacié UV-Vis i que permetia obtenir una
senyal en les condicions de treball fixades.

%0 Les valoracions amb el succinat no s’han obtingut degut a la falta de receptor suficient per poder realitzar els estudis.
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En solucid, el color d’aquest indicador canvia de groc (forma acida) a lila (forma basica) per
desprotonacié d’un monoanié fendlic per donar una semiquinona dianidnica (Figura 3.2.1.) amb
conjugacio estesa que és reconeguda pels receptors esquaramidics.??

Figura 3.2.1. Estructura de la forma basica del vermell de cresol.?

El vermell de cresol presenta un grup fenol i un acid sulfonic. Quan I'acidesa de la soluci6 es
trobi al voltant del pKa del vermell de cresol (pKa=8,25), aquests dos grups es trobaran en la seva
forma anidnica, moment en el qual podran interaccionar amb el receptor esquaramidic. A mesura
gue es va formant la complexacié de la forma basica amb una esquaramida, es desplaca
I'equilibri acid-base de 'anid, disminuint la forma acida del medi. Per tant, visualment el color que
predomina és el color de la forma basica encara que el pH de la dissolucié sigui més acid que el
que correspon al color observat. Una vegada és alliberat I'anié del complex per desplagament
amb un altre anié, es restableix I'equilibri acid-base i s’observa un augment en la coloracié de la
forma acida al medi.

S’ha realitzat I'espectre UV-Vis (Figura 3.2.2.) de l'indicador a diferents valors de pH a una
concentracio de 105 M.
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Figura 3.2.2. Espectre UV-Vis del vermell de cresol a diferents valors de pH a l'interval 250-650 nm.

A partir dels 5 espectres es poden assignar les bandes caracteristiques del vermell de cresol.
Les bandes que apareixen al voltant dels 575 i 270 nm son les propies de la forma basica de
l'indicador ja que a mesura que augmenta el pH aquestes també incrementen la seva intensitat.
Per altra banda, la banda que apareix sobre els 430 nm correspon a la forma acida de l'indicador
ja que sols s’aprecia amb intensitat a un valor de pH menor o igual de 8,5.

La valoracié entre el vermell de cresol i el receptor E-167 es du a terme a pH 10 per tal de
mantenir les mateixes condicions que en els experiments anteriors. En aquest cas, es fa una
valoracid inversa, ja que es van addicionant aliquotes de la dissolucié que conté el receptor sobre
una dissolucié d’indicador. La concentracié d’indicador és 10-° M, la qual es manté contant mentre
es van fent addicions de receptor de 50 uL de forma successiva, partint d’'una dissolucié de
receptor de concentracié 2,17-104 M, la mateixa que en totes les valoracions dutes a terme amb
aquest receptor i els diferents anions. S’ha realitzat I'espectre UV-Vis (Figura 3.2.3.) de 19 punts
a l'interval de concentracions de receptor de 0 M a 6,51-10-° M. S’ha elegit I'interval 250-650 nm.
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Figura 3.2.3. Espectre UV-Vis de la valoracié entre I'indicador vermell de cresol i el receptor E-167 a l'interval 250-650
nm.

La banda que es troba al voltant de 570 nm, corresponent a I'indicador, disminueix en
intensitat a mesura que transcorre la valoracio i augmenta la concentracié de receptor. Aquest
fet indica que disminueix la concentracié d’indicador lliure i que es va acomplexant amb el
receptor.

Les bandes que es troben al voltant de 390 i 300 nm augmenten en intensitat a mesura que
augmenta la concentracio de receptor. Aixo indica que la banda que correspon a l'indicador en
la seva forma acida, en el cas de que I'equilibri acid-base de I'indicador lliure permetés que es
formi, no seria til donat que queda solapada per la del receptor. Per tant aquest indicador no és
Gtil per plantejar un sistema IDA amb aquest receptor.

A més, hi ha un problema afegit. S’ha dut a terme la valoracié a pH 10 per tal de recrear les
mateixes condicions que totes les valoracions anteriors i per assegurar que quan es realitza el
desplagament de I'indicador per part de I'ani6 pirofosfat, aquest es troba en la seva forma basica.
El més adequat hauria estat treballar a un pH de 8,5 i aixi poder tenir el vermell de cresol tant en
la seva forma acida com basica (Figura 3.2.2.). D’aquesta forma, s’hagués pogut observar el
canvi de color de groc a lila degut a l'equilibri acid-base induit a causa de la preferéncia de
complexaci6 a partir de la seva forma dianionica.

S’enregistren les dades obtingudes al programa HypSpec i s’obtenen els valors que
s’indiquen a les taules (3.2.1i 3.2.2.).

Taula 3.2.1. Afinitats d’interaccio (log B i log B2) i constants d’associaci6 (log K i log K5) en unitats logaritmiques i afinitats
d’interaccid (B1 i B,) i constants d’associacio (K, i K;) entre I'indicador vermell de cresol i el receptor E-167.

log B: log B2 Bi(M1) B2(M1) log K1 log K2 K1 (M1 K2 (M1

6,29 9,69 1,95-108 4,90-10° 6,29 3,40 1,95-106 2,51-10°

Si es comparen aquests valors amb els obtinguts amb el receptor E-167 i 'anié pirofosfat,
s’observa que I'afinitat entre el receptor i I'indicador és major i per tant es podria esperar que
I'anié no fos capag de desplagar a l'indicador i que per tant la valoracioé IDA no es pugui dur a
terme satisfactoriament. Per confirmar aquest fet, es va preparar una mescla de receptor E-167
i indicador de concentracions 5,13-10° M i 105 M respectivament, per tal d’assegurar la formacio
del complex receptor-indicador. Després es varen fer successives addicions d’una dissolucié que
contenia 'anié pirofosfat de concentracié 2,17-10* M i no es va observar cap canvi de coloracio
en la dissolucio, tal com s’observa a la Figura 3.2.4.
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Figura 3.2.4. Confirma que la valoraci6 IDA no es va realitzar satisfactoriament ja que la solucié va presentar una
coloraci6 lila al llarg de tota la valoracié.

En resum, en aquest Treball de Fi de Grau:

e S’hadissenyat una metodologia que permet determinar I'afinitat d’interaccié de composts
de base esquaramida amb anions de rellevancia bioldgica mitjancant espectroscopia UV-
Vis.

e S’han realitzat estudis de reconeixement molecular mitjangant UV que han requerit
'aprenentatge i I'is d’'un software d’analisi de dades experimentals (HypSpec).

e S’han utilitzat técniques instrumentals que permeten ampliar els coneixements adquirits
durant el Grau.

4. Procediment experimental

En aquest apartat es descriura el procediment que s’ha dut a terme en la part experimental
del treball. Per aix0, es parlara sobre els passos que s’han seguit per tal de realitzar les
valoracions mitjancant espectroscopia UV-Vis entre els dos receptors estudiats i els diferents
anions, aixi com també de la seva aplicacié concreta a les valoracions IDA.

4.1. Metodologia utilitzada en les valoracions per espectroscopia UV-
Vis

Es va utilitzar la mateixa metodologia per realitzar les valoracions per espectroscopia UV-Vis
dels receptors E-167 i E-177 amb els quatre anions avaluats que es troben en forma de sal o
d’acid: pirofosfat, clorur, fosfonoacetat i succinat. Es van realitzar tres répliques de cada valoracié
i a partir de la mitjana s’han calculat les constants d’associacio (Ka) i els valors de I'energia lliure
de Gibbs (AG).

El tampo elegit ha de permetre treballar a uns valors de pH entre 8 i 10 per evitar que I'anié
pirofosfat es trobi en la seva forma acida. Per aquesta rad, s’'usa el tampd Tris
(hidroximetil)aminometa. Es comprova el pH abans de comencar la valoraci6 i al final de la
mateixa. El pH mesurat és aparent degut a la preséncia d'un 30 % de DMSO en el medi.

Es preparen 1000 pL de dissolucié de receptor a una concentracié de I'ordre 10 M en
DMSO. A partir d’aquesta, es preparen 4000 uL d’'una dissolucié de receptor de concentracio
2-10°M en un 30% de DMSO i un 70% d’aigua tamponada a pH 10. S’introdueixen 2100 pL
d’aquesta dissolucio dins la cubeta, per a posteriorment enregistrar la seva absorbancia. Aquest
sera el primer punt de la valoracio, i que correspon a I'espectre del receptor lliure. Per a realitzar
la dissolucio del blanc de 2100 pL s’introdueixen 630 yuL de DMSQO i 1470 uL d’aigua tamponada
dins una cubeta per tal que la seva proporcio sigui 30% DMSO i 70% aigua tamponada.
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Per preparar la dissolucié del substrat valorat (anid) es pesa una quantitat coneguda de la
sal o I'acid corresponent i es dissol en 500 pL de la dissolucié de receptor, posteriorment es
dilueix per obtenir una dissolucié de 1000 pL de concentraci6é 2,17-10* M d’ani6 si es treballa
amb el receptor E-167 i 3-10* M si es treballa amb el receptor E-177.

Un cop s’han preparat totes les dissolucions es pot dur a terme la valoracio per
espectroscopia UV-Vis. S’introdueix la cubeta que conté la dissolucié del blanc dins
I'espectrofotometre i es defineixen les condicions espectrals: l'interval de longitud d’ona i la
velocitat a la qual es vol enregistrar 'espectre. Es realitza el blanc entre 250 i 600 nm. S’introdueix
la cubeta que conté la dissolucié de receptor lliure, i s’enregistra I'espectre al mateix interval de
longitud d’ona. Es van afegint aliquotes de 50 pL de la dissolucié d’anié de forma successiva fins
afegir un total de 900 pL i en cada una de les addicions s’enregistra I'espectre.

4.2. Metodologia utilitzada en els assajos per desplagament d’indicador
(IDA)

Inicialment, s’enregistra 'absorbancia de l'indicador acid-base vermell de cresol a diferents
concentracions per a determinar quina és la més adequada per treballar.

Per estudiar quines son les bandes caracteristiques de I'indicador en funcié de les condicions
de pH es preparen 4 dissolucions d’indicador de 2100 uL de concentracié 10> M a pH 5,5, 8,5, 9
i 10 directament dins les cubetes, a partir d’'una dissolucié concentrada d’indicador. Es mantenen
les cubetes en agitacié continua i es fan les mesures de pH amb un pH-metre, ajustant amb
NaOH o HCI fins aconseguir el pH desitjat.

Seguidament, es realitzen totes les dissolucions necessaries per dur a terme la valoracié
entre I'indicador vermell de cresol i el receptor E-167 seguint el mateix procediment que s’ha
descrit en el cas de treballar amb els diferents anions. En aquest cas, I'interval d’estudi en el qual
es du a terme la valoracié per espectroscopia UV- Vis és 250-800 nm. Es van afegint aliquotes
de 50 pL de la dissolucié de receptor (2,17-10“ M) dins la cubeta que conté la dissolucio
d’indicador (10° M) de forma successiva fins afegir un total de 900 puL i en cada una de les
addicions s’enregistra I'espectre.

Les dades obtingudes soén tractades amb el programa HypSpec per tal d’obtenir el valor de
log B i aixi poder calcular la constant d’afinitat entre I'indicador i el receptor.
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5. Conclusions

En quant als resultats obtinguts, les conclusions que s’han extret son les seglents:

e Les constants d’associacio (K) en unitats M i els valors d’energies lliures de Gibbs
(AG), en Kcal/mol, obtinguts entre els dos receptors i els diferents anions de
rellevancia bioldgica presenten el mateix ordre de magnitud en la majoria de casos i
sOn valors elevats.

e En tots els estudis realitzats el model de complexacié s’ajusta millor si es tenen en
compte els dos equilibris (1:1 i 1:2) de formacié del complex, perd en tots els
experiments, I'equilibri més important és el de formacié del complex 1:1.

e En el cas del receptor E-167, les constants d’associacid, en unitats M1 , més
elevades s’obtenen amb I'anié succinat (K= 2,22-10°9) i el pirofosfat (K= 1,63-10°).

e En el cas del receptor E-177, les constants d’associacié, en unitats M1 , més
elevades s’obtenen amb I'anié clorur (K= 2,90-10°9) i el pirofosfat (K= 2,07-106).

e El fet que els dos receptors presentin un grup diferent en posicié para respecte al
nitrogen esquaramidic i que per tant la seva densitat electronica no sigui la mateixa,
no pareix ser rellevant a I'hora d’explicar els valors de les constats d’associacio
obtinguts ja que en tots els casos presenten el mateix ordre de magnitud.

e La valoracié per desplagament d’indicador no s’ha pogut dur a terme de forma
satisfactoria ja que a les condicions de treball que s’han optimitzat (pH=10), la
constant d’associacié de l'indicador és molt elevada per poder ser desplagat per
'anié i el vermell de cresol es troba en la seva forma basica perd no acida i per tant
el canvi de color de groc a lila degut a I'equilibri acid-base que té lloc no es pot
observar.
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