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Resumen: Sintesis de reticulantes supramoleculares con respuesta a la luz para la
preparacion de sistemas de liberacidn controlada de farmacos

Los copolimeros bloque anfifilos pueden autoensamblarse en disolucién acuosa. Los
agregados resultantes se emplean para encapsular y transportar moléculas, y liberarlas
cuando sea requerido. Estos nanotransportadores pueden disgregarse en medios muy
diluidos. Para evitar que esto ocurra, una posibilidad es entrecruzar las cadenas del
copolimero que forma el agregado. Ademas, si estos copolimeros presentan algin
grupo sensible a estimulos que provoque algin cambio quimico o fisico, se puede
conseguir la liberacién de la carga. Un estimulo de interés es la luz, que en el caso de
azobencenos provoca una fotoisomerizacidn trans-cis reversible.

El objetivo principal de este trabajo es la preparacion y caracterizacion de
entrecruzantes derivados del acido cianurico (Cy), en los que también se incorporan
azobencenos, como unidad con respuesta a la luz. Estos derivados son capaces de
unirse mediante enlaces de hidrégeno a unidades complementarias como son las de
2,6-diacilaminopiridina (DAP). Con este fin, se introducen unidades de DAP en un
copolimero bloque anfifilo, que permite la unién supramolecular por enlaces de
hidrogeno con los derivados de Cy.

En este trabajo, se ha sintetizado y caracterizado cuatro derivados de Cy, algunos de
ellos con unidades azobenceno en la molécula. Se estudié su fotorrespuesta en
disolucién cuando son irradiados con luz UV. Se ha funcionalizado un copolimero de
polietilenglicol (boque hidréfilo) y policarbonato (bloque hidréfobo) para incorporar
unidades de DAP. Asimismo, se han estudiado los copolimeros supramoleculares
resultantes de la interaccion DAP-Cy. Se han realizado los primeros estudios de
agregacion en agua a partir de estos copolimeros.



Abstract: Synthesis of light responsive supramolecular crosslinkers for controlled
drug delivery systems

Amphiphilic block copolymers can self-assemble in aqueous solution. The resulting
aggregates are used to encapsulate and transport molecules, and release them when
required. These nanocarriers can disassemble in very diluted media. To prevent this,
one possibility is to crosslink the copolymeric chains that form the aggregate.
Furthermore, if these copolymers have some group with response to stimuli that cause
some chemical or physical change, the release of the molecular cargo can be stimuli-
induced. A stimulus of interest is light, which in the case of azobenzenes causes a
reversible trans-cis photoisomerization.

The main objective of this work is the preparation and characterization of crosslinkers
derivatives of cyanuric acid (Cy), in which azobenzenes are also incorporated as a unit
with response to light. These derivatives are capable of binding by hydrogen bonds to
complementary units such as those of 2,6-diacylaminopyridine (DAP). To this end, DAP
units are introduced into an amphiphilic block copolymer, which allows
supramolecular binding by hydrogen bonds with the Cy derivatives.

In this work, four derivatives of Cy have been synthesized and characterized, some of
them with azobenzene units in the molecule. Their photoresponse was studied in
solution when they are irradiated with UV light. A copolymer of polyethylene glycol
(hydrophilic block) and polycarbonate (hydrophobic block) has been functionalized to
incorporate DAP units. Likewise, the supramolecular copolymers resulting from the
DAP-Cy interaction have been studied. Preliminary aggregation studies in water have
been carried out from these copolymers.



Abreviaturas empleadas en el trabajo:

- ALK: cadena alquilica

- AZO: azobenceno

- CCF: cromatografia de capa fina

- Cy: 4cido cianurico

- DAP: 2,6-diacilaminopiridina

- DBU: 1,8-diazabicyclo[5.4.0lundec-7-eno

- DCM: diclorometano

- Dy: didmetro hidrodindmico

- DLS: dispersion dinamica de luz

- DMF: N,N-dimetilformamida

- DMSO: dimetilsulféxido

- DMPA: 2,2-dimetoxi-2-difenilacetofenona

- DPTS: p-toluensulfonato de 4-(dimetilamino)piridinio
- EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
- EPR: permeacién y retencion aumentada

- FTIR: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
- HPLC: Cromatografia liquida de alta eficaciéon

- MS: Espectrometria de masas

- PC: policarbonato

- PEG: polietilenglicol

- RMN: resonancia magnética nuclear

- TEM: microscopia de transmision electrdnica

- THF: tetrahidrofurano

- UV-vis: espectroscopia ultravioleta visible
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1. Introduccidn

1.1Transportadores de farmacos

Para obtener una respuesta terapéutica, es indispensable que una cantidad de
farmaco activo llegue al sitio de accién, y que esa dosis efectiva se mantenga en el
destino por un tiempo definido. Sin embargo, para muchos farmacos, el proceso
plantea una serie de problemas tales como su rapida degradacion en el entorno in
vivo, farmacocinética inadecuada, falta de selectividad para los tejidos diana, o
farmacos de baja masa molecular insolubles en agua, que se distribuyen a todo el
cuerpo después de la inyeccidn intravenosa, lo que limita criticamente la dosis debido
al riesgo subyacente de los efectos secundarios, incluso una posible toxicidad.

La denominada Nanomedicina pretende aplicar los principios de la Nanociencia o
Nanotecnologia a la Medicina. En el caso de los farmacos, algunos de los problemas de
solubilidad, dosificaciéon y efectos secundarios se pueden solucionar empleando
nuevas terapias basadas en nanomateriales o encapsulando los farmacos
convencionales en materiales biocompatibles, tales como los polimeros, que faciliten
su dosificacién, reconocimiento por las células diana y actividad farmacoldgica
evitando su eliminacién del torrente sanguineo de forma precoz.

Los sistemas que, a escala nanoscdpica, se usan para encapsular y transportar
farmacos pueden denominarse nanotransportadores. La acumulacion preferencial de
estos farmacos encapsulados es una ventaja significativa para el desarrollo de terapias
antitumorales dirigidas. Los nanotransportadores tienen un tamafio tal que facilita que
se liberen en las zonas tumorales por el conocido efecto de permeacién y retencién
aumentada (EPR). Ademas, los tumores presentan caracteristicas especificas, como el
ambiente acido intratumoral que puede facilitar que una vez llegado a ese punto el
nanotransportador libere la carga, si bien es posible el uso de otros estimulos para
facilitar dicha liberacién, como el aumento de temperatura, reactividad redox o luz.
Finalmente es posible incluir en los nanotransportadores biomarcadores especificos
para el reconocimiento de células tumorales. Como se ha comentado, entre los tipos
de materiales que mas se estdn investigando como nanotransportadores, los
polimeros, y en particular copolimeros bloque, ocupan un puesto preferencial por su
compatibilidad y versatilidad en el disefio estructural.?

1.2 Polimeros y copolimeros bloque

Un polimero es una macromolécula, normalmente organica y con una elevada masa o
tamarfio, formada por una o varias unidades quimicas que se repiten y que derivan de
los llamados mondmeros. Un polimero es el resultado de un proceso de polimerizacién
en el que dichas unidades monoméricas se unen mediante enlaces covalentes. Los
grupos terminales son grupos dispuestos al comienzo y al final de la cadena (como se
muestra en la figura 1.1), los cuales, dependiendo del proceso y condiciones de
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polimerizacién suelen tener una contribucién muy pequena a las propiedades del
polimero.

Mondmero Palimera

Estirena H Poliestireno

= 1 — e

+ P ».\. e Grupos terminales
| T .

i Polimerizacion * Grado d2
J polimerzacidn
(promedso)

Unidad l:‘pt".i'.i'.'.l
Figura 1.1 Ejemplo de polimerizacién

Segun la estructura de las cadenas moleculares podemos diferenciar, de forma basica,
entre:

- Polimeros lineales: los mondmeros se unen formando una cadena lineal
sencilla.

- Polimeros ramificados: presentan una cadena lineal principal, pero a ella estan
unidas pequenas cadenas laterales de tamafos variables.

- Polimeros entrecruzados: aquellos cuyas cadenas poliméricas estan unidas
entre si.

También se pueden clasificar los polimeros dependiendo de los mondémeros que lo
forman: homopolimeros, para los polimeros que estan formados por una Unica unidad
repetitiva y copolimeros, para los que su cadena esta compuesta por dos o mas
unidades repetitivas. A su vez, los copolimeros se pueden clasificar segin como estén
distribuidos los mondmeros a lo largo de la cadena polimérica como se muestra en la
Figura 1.2 para el caso sencillo de dos unidades repetitivas. >4
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Figura 1.2 Tipos de polimeros segun su topologia y composicidon
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1.3.  Copolimeros bloque anfifilos

Los copolimeros blogue son macromoléculas en las que dos o mas mondmeros
diferentes se agrupan de forma separada en segmentos o bloques. Una de las
estrategias mas habituales para la obtencién de copolimeros bloque es la
polimerizacién secuencial de dos mondmeros distintos. Consiste en polimerizar un
primer monomero y utilizar el polimero generado como macroiniciador para activar la
polimerizacién de un segundo mondmero. La polimerizacion del segundo mondmero
puede activarse en el propio medio de polimerizacién aunque también es posible aislar
y purificar dicho macroiniciador antes de utilizarlo en un segundo de proceso de
polimerizacion.

Si la naturaleza quimica de los bloques constituyentes es suficientemente distinta,
estos tienden a segregar en la nanoescala, lo que es la base de su aplicacién como
nanomateriales.’ Un tipo de estos copolimeros bloque son los denominados anfifilos,
en los que se combina un bloque hidrdéfilo y un bloque hidréfobo (supuesto que sea
dibloque, o sea con solo dos bloques). Estos copolimeros bloque anfifilos pueden
agregarse en medios acuosos formando autoensamblados de tamafo nanométrico
entre los que destacan micelas (de diferente morfologia) y vesiculas. El bloque
hidréfilo se encuentra en contacto con la fase acuosa, debido a la afinidad por este
medio, mientras que las cadenas hidréfobas interaccionan entre si tal y como se
muestra en la Figura 1.3. Uno de los principales factores que determina si los
autoensamblados resultantes son micelas o vesiculas es el balance hidréfobo-hidréfilo.

Figura 1.3 Representacion de una micela y una vesicula en las que el color azul corresponde al bloque hidréfilo y el
rojo al bloque hidréfobo®

La investigacion en las Ultimas décadas ha dado lugar a importantes avances en el
desarrollo de nanotransportadores mediante copolimeros bloque anfifilos,
encapsulando farmacos generalmente en las regiones hidréfobas, dada la poca
solubilidad en agua de numerosos farmacos. El bloque hidréfilo suele ser el
polietilenglicol (PEG) y en el bloque hidréfobo, donde generalmente se retiene el
farmaco, cadenas poliméricas de muy diversos tipos en las que se suele incluir
unidades con respuesta a estimulos que dan lugar a una respuesta programada. Estos
estimulos pueden ser quimico-biolégicos (como el pH, redox, enzimatica...) o estimulos
fisicos (temperatura, luz, fuerza mecanica, uItrasonidos...).7

3
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1.4.  Copolimeros bloque supramoleculares

Generalmente la preparacion de la gran mayoria de polimeros comerciales o de
investigacion, incluidos copolimeros bloque, se basa en una quimica covalente. Sin
embargo, la quimica supramolecular, que genera copolimeros bloque mediante
interacciones no covalentes permite una aproximacién mas versatil, principalmente a
la hora de funcionalizar una cadena polimérica. Por ejemplo, en el disefio de
copolimeros blogue con respuesta a estimulos externos, la unidad sensible a un
estimulo (unidad funcional) se puede unir a través de enlaces de hidrogeno, la
interaccidon no covalente mas empleada en polimeros supramoleculares. Esto confiere
mayor versatilidad a la hora de preparar materiales (se puede modificar en los
porcentajes deseados o combinando diferentes moléculas, sin necesidad de cambiar
de copolimero bloque de partida), asi como un cardcter dindmico dado que estos
enlaces son sensibles a la polaridad del medio, al pH o variacién de temperatura.
Figura 1.4.

B -mondémero hidrofébico

Copolimero bloque con aproximacion covalente;
sgrupo sensible a estimulo
E >
v :bloque hidréfilo
# :unidad de interaccién

Copolimero bloque con aproximacion supramolecular; @ -unidad de interaccién

o — T

Figura 1.4 Tipos de copolimeros bloque anfifilos

polimerizacidn

Una forma de conseguir esta funcionalizacion por enlaces de hidrégeno,
recientemente descrita en nuestro grupo de investigacidon, es el uso de copolimeros
gue contengan un andlogo de una nucleobase como la adenina, capaz de reconocer
eficientemente otra nucleobase, como la timina. Para ello se prepararon los
copolimeros con unidades de 2,6-diacilaminopiridina (DAP) que se muestran en la
figura 1.5.2

hidréfilo hidréfobo

Figura 1.5 Copolimero bloque supramolecular funcionalizado con DAP formando enlaces de hidrogeno con timina

4
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1.3Azobencenos y su aplicacion a copolimeros bloque con respuesta a la luz
Los copolimeros bloque anfifilos que presentan una parte de la molécula con respuesta
a un estimulo como el pH, temperatura, potencial redox, ultrasonidos, enzimas..., se
han estudiado extensamente. Sin embarrgo, los que muestran una respuesta frente a
un estimulo luminico tienen la ventaja de que no se requiere ninguna alteracién
quimica en el medio en el que se encuentran y que se puede aplicar con un total
control temporal y espacial (solo hay respuesta cuando y donde se aplica la luz).

La capacidad de respuesta a la luz es generalmente proporcionada por moléculas
fotocrémicas unidas a los polimeros. El azobenceno, y sus derivados se han usado
ampliamente con este propdsito porque pueden experimentar fotoisomerizacién
reversible trans-cis (o E-Z) cuando se iluminan con luz UV o visible. El espectro UV-vis
del trans-azobenceno tiene una banda de absorcion intensa caracteristica de la
transicion n—n* alrededor de 345 nm que disminuye gradualmente cuando tiene lugar
la isomerizacién fotoinducida trans-cis. El espectro presenta ademds otra banda
mucho mas débil asociada a la transicién n-nt* a 440 nm, que gradualmente aumenta
durante este proceso de isomerizacion fotoinducida, como se puede observar
esquematicamente en la Figura 1.6.°

500

40
(E)-azobenceno {2)-azobenceno Longitud de onda (nm)

. . . .y . . . . 10
Figura 1.6 Fotoisomerizacién reversible del azobenceno y variaciones en el espectro UV-vis.

La incorporacion de azobencenos a copolimeros bloque anfifilos, es una forma habitual
de dotar de respuesta a la luz a los agregados (micelas o vesiculas) que derivan de los
mismos. En el caso de micelas o vesiculas que contengan azobenceno, como el
isdmero cis es mas polar que el isdmero trans, el resultado de la irradiacion es la
alteracion del balance hidréfobo-hidrofilo. Esto unido al cambio de geometria de la
unidad azobenceno y al movimiento molecular asociado a la isomerizacion, puede
provocar una alteracién del agregado suficiente para inducir la liberacién de la posible
carga que haya sido encapsulada. La introduccion de azobencenos en la
macromolécula puede ser mediante enlace covalente o interacciones
supramoleculares, por ejemplo a través de enlaces de hidrogeno como se muestra en
la figura 1.5.1

1.4 Entrecruzamiento de nanotransportadores poliméricos

Los micelas y vesiculas poliméricas son termodinamicamente mas estables que los
agregados andlogos formados por anfifilos de bajo peso molecular, como por ejemplo
liposomas. Sin embargo, en condiciones de alta dilucion como las que se dan en el
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medio fisioldgico, pueden llegar disociarse liberando la carga de forma prematura si se
diluyen por debajo de la concentracién micelar critica. La alternativa habitual para
superar esta limitacion es entrecruzar las macromoléculas mediante enlaces
covalentes. Algunas de las estrategias que se han empleado pasan por introducir
grupos con tendencia a formar radicales en el interior o grupos reactivos, algunos
ejemplos son dobles enlaces, grupos tiol... Sin embargo, la estabilidad que provoca el
entrecruzado covalente también dificulta la liberacién de la carga.

Una alternativa es entrecruzar mediante enlaces reversibles o dinamicos como ésteres
de boratos, dimerizacion de cumarina o enlaces de hidrogeno, mucho menos
estudiados que el entrecruzado covalente. La interaccion mediante enlace de
hidrégeno es selectiva y direccional, pero esencialmente es dindmica y reversible, lo
que favorece la liberacidon del material encapsulado, y su estabilidad depende del pH y
de la temperatura. Y como se ha mencionado, si se introducen grupos que sean
sensible a estimulos externos, se puede conseguir que el autoensamblado responda a
dichos estimulos.*?
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2 Objetivos y planteamiento

El objetivo principal del trabajo ha sido la preparacion agentes entrecruzantes basados
en derivados de &acido cianurico que puedan utilizarse para el entrecruzado de
copolimeros blogue que contengan unidades de 2,6-diacilaminopiridina (DAP), con la
finalidad ultima de estabilizar los posibles agregados que se formen a partir de la
combinacién de un copolimero bloque con unidades de DAP y el entrecruzante.

El 4cido cianurico (Cy) es capaz de unirse simultaneamente a dos unidades de DAP
estableciendo 6 enlaces de hidrogeno, por lo que a priori la formacion de los
agregados serd mas estable que cuando se utilizan otros derivados de timina, con
menor numero de enlaces de hidrégeno.

Por ello, se ha planteado la sintesis de los compuestos que se muestran en la Figura
2.1. La serie propuesta incluye no solo compuestos estrictamente reticulantes (con dos
Cy), sino también compuestos modelos con una sola unidad de Cy. Aunque cada
unidad Cy se une a dos unidades de DAP, y por lo tanto es posible el entrecruzado, en
este caso se espera que sea mas probable la unién a dos unidades DAP contiguas de la
misma cadena.

Cy-AZO-Cy Cy-AZO
H
O N_0 o o HYO o
HN N\/\/\)J\o N AN N~~~
. | g et
“@"WJ\ Y ° “@"%
0
Cy-ALK-Cy oo N o Cy-A:K
H 0._N_0
OYNYO o o YN o
AN N~~~ o A HN NV\/\)J\OM
N o™~ TN N hig 5
5 J L o)
© © 07 N"Yo

H

Figura 2.1 Compuestos derivados de acido cianurico propuestos

La tarea principal del trabajo ha consistido en sintetizar los compuestos propuestos y
que no habian sido descritos previamente, donde Cy-AZO-Cy es un reticulante con una
unidad azobenceno sensible a la luz (AZO); Cy-AZO contiene una unidad fotosensible
pero no es entrecruzante. Cy-ALK-Cy y Cy-ALK son andlogos a los anteriores, pero sin la
unidad fotosensible azobenceno.

Por otro lado, aparte de la preparacién de los compuestos indicados se han abordado
las siguientes tareas:

- Preparacion de polimeros supramoleculares con cada uno de los compuestos y
con mezclas entre ellos. Para ello se ha empleado el polimero PEG;i3-b-
PCDAP,.

- Formacién de autoensamblados en agua.
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3 Resultados y discusion

3.1 Sintesis y caracterizacion de derivados de dcido cianurico

Inicialmente se abordd la sintesis de un derivado del acido cianurico (Cy), compuesto
3, con un conector que permita incorporar la unidad azobenceno o el espaciador
alifatico. Para ello, se propuso la ruta sintética que se muestra en la Figura 3.1.
siguiendo un procedimiento ya descrito en la literatura. >

& 1.(CO),Cl,, DCM/DMF 5 Cy, DBU/DMF ,?J\ 0\/@
2.BnOH, NEt, Brac~o~ A 70°C HNT NS
Br\,/\\/\/lkOH E—— 0/\© - A /g )
Rto 71% q Rto 56% 07 N0 2
H,, Pd
Rto 90%
(0]
HN J'I\ N /\/\/\H,OH
og‘ N ’go 3 o

H

Figura 3.1 Ruta sintética seguida para la sintesis de

La primera reaccidn es una esterificacion de un cloruro de acido con alcohol bencilico
gue ademas de proteger el acido carboxilico, facilita la identificacion del producto por
cromatografia de capa fina (CCF).** El compuesto (1) obtenido se hace reaccionar con
un exceso de acido cianurico (Cy) para forzar que solo entre una cadena en cada
molécula de acido cianurico (Cy) obteniéndose el compuesto (2). El producto fue
adecuadamente caracterizado, y en particular las sefiales e integraciones registradas
en el espectro de *H RMN concuerdan con las esperadas (ver anexo A).” Finalmente,
se desprotege el grupo acido carboxilico mediante la hidrogenaciéon catalizada por
paladio del éster bencilico (2) para obtener el acido 6-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)
hexanoico (3). Este 4cido se ha usado como precursor para preparar todos los
compuestos previstos de acuerdo al esquema general que se muestra en la Figura 3.2.

Para la preparacion de Cy-AZO-Cy se procedié primero a la sintesis de 4,4'-
dihidroxiazobenceno (4), para ello se siguio el procedimiento descrito en la literatura,®
mediante acoplamiento diazoico entre la sal de diazonio del 4-aminofenol y fenol. Este
azobenceno (4) se obtuvo un rendimiento del 6%, frente al 12% descrito en el articulo
original. El derivado Cy-AZO-Cy se obtuvo haciendo reaccionar 4,4'-
dihidroxiazobenceno con el compuesto (3) mediante una esterificacion tipo Steglich.
Este producto Cy-AZO-Cy dada su escasa solubilidad, se purificd por lavado con
metanol caliente para eliminar las impurezas y posterior filtrado. Mediante *H RMN e
IR se comprobd que la estructura corresponde a la esperada. En MS se empled la
técnica del electrospray para corroborar su obtencion, observandose la sefial que

corresponde al ion [M+Na]" (ver anexo A).
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El compuesto Cy-AZO se obtuvo de forma similar utilizando 4-hidroxi-4’-
isobutoxiazobenceno, el cual estaba disponible en el laboratorio. En este caso el
producto se purificé por recristalizacién en metanol. La estructura se confirmé
mediante técnicas espectroscdpicas.

Del mismo modo que en casos anteriores, para la sintesis de Cy-ALK-Cy y Cy-ALK se
recurri6 a una esterificacion de Steglich con 1,10-decanodiol y 1-decanol
respectivamente. Los productos fueron purificados por recristalizaciéon en metanol.
Los datos de RMN, IR y MS se recogen en el anexo A.
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Figura 3.2 Sintesis de los compuestos derivados del 4cido cianurico

3.2. Estudio UV-vis de los azobencenos en disolucion

Una vez caracterizados, se estudid la fotoisomerizacion en disolucion de DMSO de los
azobenzenos Cy-AZO-Cy y Cy-AZO. Para ello, las disoluciones se irradiaron a distintos
tiempos con una ldmpara de mercurio de baja presidon (con maximo de irradiacion a
365nm), hasta que no se registraron variaciones en espectro UV-vis, momento en el
gue se considera se ha alcanzado el estado fotoestacionario.

El derivado Cy-AZO-Cy se estudié a una concentracién de 5x10° M en DMSO. En la
Figura 3.3. se muestran los diferentes espectros registrados. En el espectro inicial (t0)
se observa una banda intensa a 345 nm que corresponde a la transicion m-mt* del
isdmero trans y otra débil a 440 nm que se debe a la transicién n-rt*. Esta segunda es
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una transicion asociada a conformaciones no planas del trans azobenceno. Cuando se
irradia la disolucién, la intensidad de la banda nt-rt* disminuye y se desplaza a menores
longitudes de onda, al mismo tiempo que aumenta la banda n-n* debido a la
isomerizacion trans-cis.

UV-Vis Cy-AZO-Cy

1,1
= 09 —1t0
€
L 07 t5
o
'{'E 0,5 t15
o t30
3 03 =
< —— 145
0,1
—160
-0,1270 320 370 420 470 520 570
A (nm)
Figura 3.3 Evolucion del espectro UV-Vis del compuesto Cy-AZO-Cy al irradiar a con luz UV j
UV- Vis Cy-AZO
1,1
= 09
IS
L 07
.© —1t0
8 05
o v t5
2 0,3
o Y <
2 — t15
0,1
\ ,,,,,,,,,
-0,1270 320 370 420 470 520 570
A (nm)

Figura 3.4 Evolucion del espectro UV-Vis del compuesto Cy-AZO al irradiar con luz UV

En la Figura 3.4. se recopilan los espectros del compuesto Cy-AZO registrados a una
concentracién 10* M en DMSO. De nuevo, el espectro inicial (t0) muestra la banda
intensa debida a la transicién nt-nt*del trans Cy-AZO a 356nm y la banda mas débil a
448 nm correspondiente a la transicion n-rt*. Al irradiar se observan variaciones en el
espectro similares a las indicadas para Cy-AZO-Cy. En este caso, la fotoisomerizacién es
mas rapida y se alcanza un estado fotoestacionario en 15 s frente a los 60 s de Cy-AZO-
Cy, con mayor porcentaje de cis como se deduce de la disminucién de la intensidad en
el maximo de absorcion. Esto puede ser debido a las diferencias electrénicas del
azobenceno relacionadas con el cardcter electrodador de los sustituyentes en
posiciones 4,4’.

10
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3.3. Preparacion y caracterizacion de copolimeros bloque supramoleculares
Como paso previo a la obtencion de los copolimeros supramoleculares, se sintetizé un
copolimero bloque de polietilenglicol (blogue hidréfilo) y un policarbonato con
unidades DAP (bloque hidréfobo) PEG;i3-b-PCDAPis. Como precursor se uso el
copolimero PEG;13-b-PC;y9, en el que el policarbonato tiene un grupo vinilo lateral. Este
copolimero se funcionalizé con un tiol derivado DAP mediante una reaccion de tiol-
enos radicalaria fotoiniciada como se indica en la Figura 3.5. Es una reaccién de adicion
de radicales tiol sobre el doble enlace en la que se utilizd 2,2-dimetoxi-2-
difenilacetofenona (DMPA) como fotoiniciador radicalario y una lampara de baja
presion de mercurio para generar los radicales. Para que la funcionalizacion del
polimero sea completa se usd exceso de tiol que se elimind mediante una columna de
exclusién (Biobeads SX1) en THF. De acuerdo al espectro de *H RMN (en el que no se
detectan los protones vinilicos) y teniendo en cuenta el limite de deteccion de la
técnica, puede considerarse que la funcionalizacidn del polimero ha sido completa.

" 0 0 ﬂ 0 O
Otokpthoy okt Hs~ AN Otobtio ot

: ot g H H E : 0”0 0 f\,'L o]
“ DMPA, THE, UV Light g ANy HJ\/

N
H

PEG,,;-b-APC,q
PEG,,,-b-PCDAP,,

Figura 3.5 Funcionalizacidn del copolimero bloque PEG;;3-b-PC;9 con DAP

Una vez sintetizado, se estudiaron los copolimeros bloque supramoleculares de este
copolimero precursor con cada uno de los cuatro derivados de acido cianurico
obtenidos. Para su preparacion, se consideré la funcionalizacién mediante enlace de
hidrogeno de todas las unidades DAP y teniendo en cuenta que cada unidad Cy
interacciona con dos DAP. En la tabla 3.1 se muestran los copolimeros
supramoleculares estudiados.

Tabla 3.1 Copolimeros supramoleculares estudiados y disolvente empleado en su preparacion

Copolimero supramolecular Disolvente

PEG113'b'PCDAP19+ Cy-AZO-Cy THF+DMSO
PEG;13-b-PCDAP19+ Cy-AZO THF
PEG;13-b-PCDAP;9+ Cy-ALK-Cy THF
PEG;13-b-PCDAP; 9+ Cy-ALK THF

Los polimeros se prepararon en un vial mezclando los componentes (copolimero y
derivado cianurico) en disolucidn y evaporando posteriormente el disolvente a
temperatura ambiente con agitacion. Como disolvente se seleccioné THF ya que se
evapora con facilidad. Sin embargo, dada su limitada solubilidad, el copolimero
supramolecular con Cy-AZO-Cy se prepard usando una mezcla THF y DMSO. En este
caso, el disolvente se elimind a presion reducida calentando suavemente en un bafio
de silicona.

11
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Los copolimeros supramoleculares se estudiaron en disolucién mediante *H RMN en
cloroformo deuterado. Para comprobar las interacciones mediante enlaces de
hidrégeno, se comparé el espectro de 'H RMN del copolimero bloque supramolecular
y el copolimero bloque precursor. Como puede verse en la figura 3.6, los protones del
grupo amida de la unidad DAP (hidrégenos en rojo) aparecen a mayor desplazamiento
guimico (se encuentran mas desapantallados) cuando estan implicados en la
formacion de enlace de hidréogeno con el acido cianurico. En el anexo B se recogen
todos los espectros de RMN de los copolimeros supramoleculares. En el caso del
polimero PEG113-b-PCDAP,5+ Cy-AZO-Cy, debido a la escasa solubilidad del Cy-AZO-Cy,
el estudio se realizdé en DMSO deuterado. Como este disolvente compite en la
formacion del enlace de hidrogeno, la formacién del copolimero supramolecular en

disolucién no pudo establecerse.

PEG1B-_b-PCDAP1g+ CY_‘A_ZQ___,_.»- = e § I _l

Figura 3.6. Desplazamiento de las sefiales de los protones "H RMN al establecer enlaces de hidrogeno en el
copolimero supramolecular PEG;43-b-PCDAP4 + Cy-AZO

La formacién de enlaces de hidrogeno en estado sdlido se estudid mediante
espectroscopia IR. En las Figuras 3.8 y 3.7 se comparan las bandas de los precursores
PEG;13-b-PCDAP;3 y Cy-AZO-Cy con la de copolimero supramolecular PEGji3-b-
PCDAP;, + Cy-AZO-Cy. La Figura 3.7 corresponde a la regién 3700-2500 cm™, donde se
aprecia como la banda de vibracion del enlace N-H del grupo amida del DAP se
desplaza a numeros de onda menores al formarse el copolimero bloque

supramolecular.

12
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Figura 3.7. Modificacion de la banda N-H en FTIR de PEG;;3-b-PCDAP;4 + Cy-AZO-Cy (linea azul), PEG;;3-b-PCDAP¢ +
(linea roja) y Cy-AZO-Cy (linea amarilla)
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Figura 3.8. Modificacion de la banda C=0 en FTIR de PEG;,3-b-PCDAP,4 + Cy-AZO-Cy (linea azul), PEG;,3-b-PCDAP4 +
(linea roja) y Cy-AZO-Cy (linea amarilla)

En la Figura 3.8, se muestra la variacién de la banda de tension del C=0 al formarse los

enlaces de hidrégeno. Del mismo modo, cuando el grupo carbonilo establece

interacciones por enlace de hidrogeno, la banda de tensién de este enlace aparece a

numeros de onda ligeramente mas bajos. En el Anexo B se recogen los espectros FTIR

de todos estos polimeros supramoleculares.

3.5 Estudio de los autoensamblados en fase acuosa

Los agregados de los copolimeros supramoleculares se prepararon mediante el
método de nanoprecipitacidon, a partir de una disolucion en un disolvente organico
miscible con agua. Sobre esa disolucién se afiadid H,O miliQ en pequefias porciones
mientras se registré en un espectrofotdmetro UV-vis la absorbancia a 650 nm. En el

13
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momento en que en la disolucién comienzan a formarse los agregados se produce la
dispersion de la luz incidente, y por lo tanto, llega menos luz al detector.
Consecuentemente la medida aparente de absorbancia aumenta hasta que alcanza un
valor constante cuando ya se han formado los agregados. La disolucidon obtenida en
este punto se dializd frente a H,O miliQ para eliminar el disolvente organico. La
disolucion dializada se diluyé con H,O miliQ para obtener una dispersién acuosa de
agregados con una concentracion final de polimero de 1mg/mL.

Los agregados de estos polimeros supramoleculares se prepararon a partir de
disoluciones de THF, excepto con PEGii3-b-PCDAPis + Cy-AZO-Cy que, debido a
limitada solubilidad, se us6 DMF. En las figuras 3.9 y 3.10 se muestras las curvas de
turbidimetria registradas. Debe remarcarse que en todos los casos se detecté la
precipitacion parcial de la muestra durante la etapa de didlisis. A pesar de esto, se
separd la disolucion sobrenadante y se estudid mediante dispersidon de luz dindmica
(DLS) y TEM (Transmission Electron Microscopy).

Para intentar superar esta limitacién se prepard un nuevo polimero supramolecular
con Cy-AZO-Cy, en el que solamente se funcionalizarén la mitad de las unidades DAP,
denominado PEG;13-b-PCDAP;9 + Cy-AZO-Cy 50%. Sin embargo, la disolucién precipito
igualmente al dializar.

Finalmente, se prepararon dos ultimos copolimeros supramolecular combinando Cy-
AZO-Cy con Cy-ALK y Cy-AZO con Cy-ALK-Cy en proporcion molar 1:1 en ambos casos.
El primero de los copolimeros supramoleculares PEG113-b-PCDAP14 + Cy-AZO-Cy 50% +
Cy-ALK 50% no se logrd obtener dado que no se pudo solubilizar la mezcla de los
componentes en ningun disolvente. Por ello no se intentd la preparacion de los
agregados. Con el polimero PEG;13-b-PCDAP;g + Cy-AZO 50% + Cy-ALK-Cy 50% se
consiguieron dispersiones de agregados estables que se caracterizaron mediante DLS y
TEM.

2,3
Cy-AZO-Cy 100%
1,8
Cy-ALK 100%
1,3
0,8
0,3
02 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

%H,0 miliQ
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Figura 3.10 Formacién de agregados para PEG;,3-b-PCDAP;4 con Cy-AZO (naranja), por otro lado Cy-ALK-Cy
(amarillo) y una mezcla de Cy-AZO y Cy-ALK-Cy al 50% cada uno (amarillo)
El tamafio de los agregados en disolucién se determiné mediante dispersiéon de luz
dindmica (DLS). En esta técnica se mide la intensidad de la luz dispersada por las
nanoparticulas; cuanto mayor sea el tamafio, mayor serd la dispersién de luz. La
técnica considera que los agregados son idealmente esféricos en disolucidn y, con esta
suposicién, se determina el didmetro hidrodinamico (D,) promedio.

1,2
1
——Cy-AZO-Cy 100%
0,8 = Cy-AZ0O 100%
o Cy-ALK-Cy 100%
T 06
€ Cy-ALK 100%
=)
Z 04 —— Cy-AZO+Cy-ALK-Cy 50%
0,2
0

10 20 30 40 50 60 70 80
Tamafio (nm)

Figura 3.11 Grafica de DSL para la determinacién del tamaio de los agregados en disolucion acuosa

En la Figura 3.11 se muestran las distribuciones de tamafo, D, de los agregados
estudiados que esta en torno a . Los valores obtenidos no distan mucho del tamafio de
los agregados formados Unicamente con el copolimero. PEG;13-b-PCDAP4. Con Cy-
ALK-Cy se obtienen distribucion de valores bimodal probablemente debida formacion

de agregados de mayor tamafio.

15



Trabajo Fin de Grado: Oscar Garcia Villar Grado en Quimica

Finalmente, los agregados se estudiaron por TEM (Transmission Electron Microscopy)
con muestras tefiidas con acetato de uranilo. Como puede observarse en la Figura
3.11Se todos los copolimeros supramoleculares forman micelas con un diametro entre
25y 35 nm que concuerdan con los determinados por DSL.

ety

Figura 3.12 Fotografias de TEM. En las imagenes, las barras corresponden a una longitud de 0,1um; 50nm; 0,1um;
0,1um y 0,1um (de izq a dcha y de arriba abajo)

16
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4 Conclusiones

Tras la finalizacién de la parte experimental, las principales conclusiones de este
trabajo son:

- Se ha disefiado una estrategia sintética adecuada para preparar derivados de
acido cianurico, en comparacion con anteriores trabajos del grupo donde se
obtenian derivados di- o tri-sustituidos complicados de separar. Se han
obtenido todos los compuestos derivados de acido cianurico propuestos. El
compuesto 4,4’-dihidroxiazobenceno, no se ha obtenido con el rendimiento
esperado, por lo que se deberia reconsiderar la obtencidon del producto
mejorando el procedimiento empleado o empleando otro distinto.

- El estudio de los compuestos en disolucién acuosa mediante UV-Vis, se ha
observado la fotoisomerizaccidn trans-cis, donde el tiempo de irradiacion de la
muestra para alcanzar el estado fotoestacionario varia, siendo en este caso mas
rapido para el Cy-AZO que el Cy-AZO-Cy.

- En la sintesis de copolimeros bloque supramoleculares mediante su
caracterizacion por RMN e IR se ha podido comprobar las interacciones
mediante enlaces de hidrégeno que se establecen entre ambos componentes

- En la formacién de autoensambrados en disolucién acuosa, no se ha podido
introducir de forma efectiva los derivados de acido cianurico con el método
empleado, observandose una precipitaciéon parcial, previsiblemente de los
derivados de ciandrico.

Para finalizar, aunque no se han conseguido formar de forma efectiva los agregados
fotoestimulables, gracias a la variedad de compuestos derivados de acido cianurico
obtenidos en este trabajo, es factible la preparacién de una variedad de mezclas con
estos hasta formar agregados estables, ya sea variando la composiciéon o mezclandolos
con otros compuestos previamente sintetizados en el grupo.
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5.  Parte experimental

5.1. Sintesis de compuestos

5.1.1. Sintesis de 6—=bromohexanoato de bencilo (1)

Sobre una disolucion de dcido 6—bromohexanoico (20,5 mmol, 4,0 g) en DCM (50 mL) y
DMF (0,1 mL) se afiade cloruro de oxalilo (26,6 mmol, 2,31 mL). La reaccion se
mantiene en un bafio de hielo durante 18 h. Al cabo de este tiempo se elimina el
disolvente en el rotavapor y el residuo se disuelve en DCM (30 mL) y alcohol bencilico
(19 mmol, 2 mL) y se enfria en un bafio de hielo. A continuacidn, se adiciona gota a
gota EtsN (3 mL) en DCM (10 mL). La reaccién se deja progresar durante 4 h a
temperatura ambiente. La reaccidn se lava con agua (3xXX mL) y con una disolucién de
NaCl saturada (1xXX mL). La disolucién organica se seca con sulfato de magnesio y se
elimina el disolvente en el rotavapor. El producto se purifica por cromatografia en gel
de silice usando hexano:acetato de etilo 95:5 como eluyente. (Rendimiento: 71%)

'H NMR [400 MHz, CDCls, & (ppm)]: 7,35 (m, 5H); 5,12 (s, 2H); 3,38 (t ,J = 8 Hz, 2H);
2,38 (t, ) =8Hz, 2H); 1,86 (m, 2H); 1,68 (m, 2H); 1,47 (m, 2H).

3C RMN [100MHz, DMSO, & (ppm)]:173,22; 136.02; 128,64; 128,56; 128,34; 128,21;
77,73; 77,33; 77,01, 76,69; 66,19; 65,69; 34,06, 33,41, 32,38; 27,64, 24,06.

FTIR (KBr) v (cm™): 1725 (C=0); 3025 (Csp>-H); 1260 (C-O).

5.1.2. Sintesis de 6-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)hexanoato de bencilo (2)
6—Bromohexanoato de bencilo (1) (5,28 mmol, 1,5 g) y acido cianurico (26,4 mmol,
3,4g) se disuelven en DMF (37,5 mL). Sobre esta disolucidn se afiade DBU (5,28 mmol,
0,79 mL) gota a gota y se calienta a 70 °C con agitacion. Al cabo de 24 h se elimina la
DMF mediante destilacion. Al residuo obtenido se le anade metanol para precipitar el
acido cianurico en exceso y se filtra sobre Celite®. El producto se purifica por
cromatografia en columna usando gel de silice y DCM:metanol 95:5 como eluyente. El
sélido obtenido se lava con hexano. (Rendimiento: 56%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 11,37 (m, 2H); 7,35 (m, 5H); 5,08 (s, 2H); 3,60 (t,
J=8 Hz, 2H); 2,34 (t, J=8 Hz, 2H); 1,51 (m, 4H); 1,25 (m, 2H).

13 RMN [100MHz, DMSO, & (ppm)]: 173,15; 150,28; 149,08; 136,75; 128,88; 128,35;
66,76; 33,75; 27,44, 25,96; 24,57.

FTIR (KBr) v (cm™): 3200 (N-H); 3086 (Csp>-H); 1736 (C-Ar); 1691 (C=0); 1170 (C-O).

5.1.3. Sintesis del acido 6—(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il) hexanoico (3)
Se afiade 6-(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)hexanoato de bencilo (2) (3,15mmoal,
1,00g) en THF (100mL) en un matraz que se desoxigena mediante 3 ciclos de vacio-Ar.
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A esta disoluciéon se le afiade Pd/C (0,85mmol, 0,10g). Se introduce hidrogeno
mediante 3 ciclo de vacio/H, y se mantiene con agitacién 24 h. Tras comprobar
mediante '"H RMN que todavia queda reactivo, se adiciona mas Pd/C (0,85mmol, 0,10g)
y se deja 24 h mas. La reaccién se filtra a través de Celite® lavando con THF, la
disolucion obtenida se evaporay el sélido se lava con dietil éter. (Rendimiento: 90%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 11,99 (s, 1H); 11,38 (s, 2H); 3,60 (t, J=8 Hz, 2H);
2,18 (t,) = 8 Hz, 2H); 1,49 (m, 4H); 1,24 (m, 2H).

13C RMN [100MHz, DMSO, & (ppm)]: 174,84; 150,28; 149,08; 33,93; 30,88; 27,52;
26,07; 24,60.

FTIR (KBr) v (cm™): 3218 (O-H); 3100 (N-H); 1680 (C=0)

5.1.4. Sintesis de 4,4'-dihidroxiazobenceno (4)

Una disolucién de NaNO; (92 mmol, 6,3 g) en H,0 (130 mL), previamente enfriada en
un bafio de hielo, se adiciona lentamente sobre una disolucion de 4-aminofenol (92
mmol, 10 g) en HClI 2M (180 mL) mantenida con agitacién en un bafio de hielo. A
continuacién, se adiciona lentamente una disolucién de fenol (96 mmol, 8,6 g) en
NaOH acuoso (3 M) también previamente enfriada. La mezcla resultante se mantiene
agitando 1h en bafio de hielo y 24 h a temperatura ambiente. La reaccidn se acidifica
con HCI (1M) hasta un pH préximo a 2-3 y se extrae con acetato de etilo (5%x30 mL).
Una vez evaporado el disolvente, el crudo de reaccién se adsorbe en gel de silice y se
purifica mediante cromatografia en columna eluyendo con DCM:acetato de etilo
inicialmente 95:5 y cuando empieza a salir el producto 90:10. (Rendimiento: 6%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 10,10 (s, 2H); 7,70 (m, 4H); 6,90 (m, 4H).
13 RMN [100MHz, DMSO, 6 (ppm)]:160,44; 145,74; 124,59; 116,24.

FTIR (KBr) v (cm™): 3312 (O-H); 3189 (Csp?-H); 1262 (C-O).

5.1.5. Sintesis de Cy-AZO-Cy

En un matraz de dos bocas se disuelve 4,4'-dihidroxiazobenceno (4) (0,90 mmol, 0,19
g), acido 6—(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il) hexanoico (3) (2,47 mmol, 0,6 g) y DPTS
(0,81 mmol, 0,23 g) en DCM (10 mL) y DMF (1 mL) en atmdsfera de Ar. La disolucion se
enfria en un bafio de hielo y se anade EDC (2,73mmol, 0,42 g). Tras 30 min, cuando la
mezcla estd completamente disuelta, se retira el bafio de hielo y se deja agitando la
reaccion durante 3 dias. Finalmente se evapora el disolvente y el sélido aislado se lava
con metanol caliente. (Rendimiento: 67%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 11,39 (s, 4H); 7,96 (m, 4H); 7,37 (m, 4H); 3,66 (t, J
= 8 Hz, 4H); 2,62 (t, J = 8 Hz, 4H); 1,68 (m, 4H); 1,57 (m, 4H); 1,37 (m, 4H).
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13C RMN [100MHz, DMSO, 6 (ppm)]:171,99; 153,24; 150,33; 149,93; 149,09; 124,29;
123,39; 33,80; 27,49; 25,92; 24,42.

FTIR (KBr) v (cm™): 3200 (N-H); 3034 (Csp?-H); 1676(C=0); 1194 (C-O)

EM (TOF, m/z): 687,21 (Cy-AZO-Cy + Na®)

5.1.6. Sintesis de Cy-AZO

Una mezcla de 4-hidroxi-4’-isobutoxiazobenceno (1,40 mmol, 0,40 g), acido 6—(2,4,6-
trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)hexanoico (3) (2,02 mmol, 0,49 g) y DPTS (1,33 mmol, 0,38 g)
mantenida bajo atmdsfera de Ar en un bafio de hielo se disuelve en DCM (10mL) y
DMF (1mL). Se afiade EDC (4,42 mmol, 0,68 g) y, una vez que la mezcla se ha disuelto,
se retira el bafio de hielo y se mantiene con agitacion 3 dias. Al cabo de este tiempo, se
evapora el disolvente y se recristaliza en metanol. (Rendimiento: 70%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 11, 41(s, 2H); 7,88(m, 4H); 7,33(m, 2H); 3,87(d, J =
8 Hz, 2H); 3,68(t, ) = 8 Hz, 2H); 2,67(t, J = 8 Hz, 2H); 2,06(m, 1H); 1,68(m, 2H); 1,57(m,
2H); 1,37(m, 2H); 1,01(d, 6H).

13C RMN [100MHz, DMSO, & (ppm)]:171,55; 161,62; 152,13; 149,85; 149,61; 145,95;
124,58; 123,37; 122,77; 115,06; 74,13; 33,30; 27,65; 27,00; 25,43; 23,93; 18,95.

FTIR (KBr) v (cm™): 3206(N-H); 3101(Csp?-H); 1681(C=0); 1201(C-O)

EM (TOF, m/z): 518,19(Cy-AZO + Na*)

5.1.7. Sintesis de Cy-ALK-Cy

Una mezcla de acido 6—(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)hexanoico (3) (2,47 mmol, 0,6
g), 1,10-decadiol (0,9 mmol, 0,156 g) y DPTS (0,81 mmol, 0,23g) mantenida bajo
atmdsfera de Ar en un bafio de hielo se disuelve en DCM (10mL) y DMF (1mL). Se
afiade EDC (2,70 mmol, 0,42g) y, una vez que la mezcla se ha disuelto, se retira el bafio
de hielo y se mantiene con agitacion 3 dias. La disolucién resultante evapora y el sélido
se recristaliza en metanol. (Rendimiento: 68%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]: 11,38(s, 3H); 3,98(t, J = 6,6 Hz, 4H); 3,60(t, ) = 8
Hz, 4H); 2,26(t, J = 8 Hz, 4H); 1,51(m, 12H); 1,24(m, 16H).

13 RMN [100MHz, DMSO, 6 (ppm)]: 172,81; 149,78; 63,63; 33,30; 28,78; 28,53; 28,06;
26,96; 25,48; 25,31; 24,11.

FTIR (KBr) v (cm™): 3212(N-H); 3101(Csp>-H); 1681(C=0); 1201(C-O).

EM (TOF, m/z): 647,30(Cy-ALK-Cy + Na®)
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5.1.8. Sintesis de Cy-ALK

Una mezcla de acido 6—(2,4,6-trioxo-1,3,5-triazinan-1-il)hexanoico (3) (2,02mmol,
0,49g), 1-decanol (1,40 mmol, 0,53g) y DPTS (1,33 mmol, 0,38g) mantenida bajo
atmédsfera de Ar en un bafio de hielo se disuelve en DCM (10mL) y DMF (1mL). Se
afiade EDC (4,42 mmol, 0,68 g) y, una vez que la mezcla se ha disuelto, se retira el bafio
de hielo y se agita a temperatura ambiente durante 3 dias. Se evapora el disolvente y
el crudo se recristaliza en metanol. (Rendimiento: 75%)

'H NMR [400 MHz, DMSO, & (ppm)]:11,36 (s,2H); 3,98 (t, J = 8 Hz,2H); 3,59 (t, ) = 8 Hz,
2H); 2,26 (t, J = 8 Hz, 2H); 1,51 (m, 6H); 1,23 (m, 17H); 0,84 (m, 3H)

B3C RMN [100MHz, DMSO, & (ppm)]: 172,80; 149,78; 148,56; 63,62; 33,31; 31,25;
28,88; 28,64; 28,56; 28,07; 26,96; 25,48; 25,31, 24,12, 22,06, 13,91.

FTIR (KBr) v (cm™): 3206(N-H); 3093(Csp>-H); 1684(C=0); 1181(C-O).

EM (TOF, m/z): 406,24(Cy-ALK + Na®)

5.1.9. Sintesis de PEG113-PCDAP4

En un matraz Schlenk cargado con un tiol derivado de 2,6-diacilaminopiridina (DAP)
(ver Figura 3.5.) (1,3 mmol, 328 mg) y PEG113-PCy9 (previamente sintetizado por el
grupo de investigacién) (0,022 mmol, 300mg) sometido a ciclos de vacio/Ar se adiciona
THF seco (7 mL). Una vez disuelta la mezcla, se afiade DMPA (1,1x10>mmol, 0,42mg) y
se irradia la disolucién con una lampara de Hg Philips PL-S 9W con una intensidad
365nm en una caja tapada (ver Figura 5.1) durante 4 h. La reaccidn se vierte, con la
ayuda de una pipeta, sobre dietil éter (300 mL) frio bajo agitacion para precipitar el
polimero y se deja enfriar 24 h en el congelador. El polimero se aisla por filtracion y se
lava con dietil éter frio. El polimero se purifica disolviéndolo en THF y precipitando en
dietiéter, se pasa a través una columna de exclusion (Biobeads SX1) disuelto en THF y
se precipita nuevamente en diétil éter frio.

5.2.  Preparacion de polimeros supramoleculares

Se prepararon disolviendo en un vial 25 mg de copolimero PEG;;3-PCDAPyg y la
cantidad necesaria de los derivados de cianurico correspondiente, usando la minima
cantidad de disolvente de calidad HPLC. La disolucion se filtré con filtro de teflén de
0,2 micras, y el disolvente se evapord a temperatura ambiente en un agitador orbital.
Finalmente, se secd en un desecador a vacio para eliminar las trazas de disolvente. La
cantidad de acido cianurico se calculd considerando la funcionalizacidon de todas las
unidades de DAP. Sobre esa cantidad calculada, se utilizdé solamente el 95% para evitar
gue un exceso experimental del derivado cianurico pudiera precipitar e interferir en el
proceso de formacion de los agregados.

21



Trabajo Fin de Grado: Oscar Garcia Villar
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Tabla 5.1. Resumen de todos los copolimeros supramoleculares sintetizados.

Porcentaje masa derivado
Copolimero supramolecular DAP Cy (mg) Disolvente
modificado y{me
PEG113-b-PCDCAyP19+ Cy-AZO- 100% 550 THE+DMSO
PEG113-b-PCDCAyP19+ Cy-AZO- 50% 225 OME
PEG;13-b-PCDAP19+ Cy-AZO 100% 8,47 THF
PEG113-b-PCI2:I‘\,P19+ Cy-ALK- 100% 117 THE
PEG113-b-PCDAP o+ Cy-ALK 100% 6,35 THF
PEG113-b-PCDAP19+ cy-AZO- o o
Cy + Cy-ALK 50% + 50% 3,67 DMF
PEGllg-b-PCDAP19+ cy-AZO + o 0
Cy-ALK-Cy 50% + 50% 2,82 THF

5.3.  Irradiacion de los azobencenos con dcido cianurico en disolucion
Se preparan disoluciones aprox. 10*M que se irradiaron en cubetas de cuarzo de 1 cm
con una ldmpara de Hg Philips PL-S 9W con una intensidad 365 nm segun el montaje

de la Figura 5.1.

5.4. Formacion de agregados

Figura 5.1. Montaje de irradiacién

En un vial se disolvieron 5 mg del copolimero supramolecular en 1 mL del disolvente
seleccionado. La disolucidn se filtré a través de un filtro de teflon de 0,2 micras en una
cubeta de cuarzo. Sobre esta disolucién se afiadieron porciones de 20 uL de H,0 miliQ
mientras se registré el valor de la absorbancia a 650 nm. Una vez alcanzado un valor
estable, la dispersion obtenida se filtré a través de un filtro de acetato de celulosa de 5
micras y se dializo durante 2 dias frente a agua usando una membrana de acetato de
celulosa regenerado (Spectra-Por7). El agua se renovd 12h. El resultado tras la dialisis
se recogio en una probeta y se diluyé hasta un volumen de 5 mL. En la tabla 5.1. se
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recogen

los disolventes que se emplearon para solubil

supramolecular:

Tabla 5.1. Resumen de todos los agregados formados

Grado en Quimica

izar cada copolimero

Copolimero supramolecular Disolvente
PEG;13-b-PCDAP19+ Cy-AZO-Cy (100%) DMF
PEG;13-b-PCDAP19+ Cy-AZO (100%) THF
PEG;13-b-PCDAP;9+ Cy-ALK-Cy (100%) THF
PEG;13-b-PCDAP19+ Cy-ALK (100%) THF
PEG;:3-b-PCDAP; o+ Cy-AZ0 + Cy-ALK-Cy | THF
(50%+50%)

PEG;13-b-PCDAP;9+ Cy-AZO-Cy (50%) DMF
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ANEXO B: Copolimeros bloque supramoleculares (- H-RMN, FTIR)

1. PEGj13-b-PCDAP4
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2. PEGi13-b-PCDAP4 + Cy-AZO-Cy
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3. PEGi13-b-PCDAPyg + Cy-AZO
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5. PEGi13-b-PCDAP4g + Cy-ALK
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7. PEGi13-b-PCDAPyq + Cy-AZO + Cy-ALK-Cy

| 'ﬂ.
|“\

| \
)ll ! [ A ‘ﬂl %U h ‘\]
P S N U"ﬂ'l.leUmg___,JLu;/ W v U" WIW R

2.0 115 110 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 i 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 3.5
f1 (ppm)

XXii



100

0 O
o O

70

D
o O

o

Transmitancia (%)

= N W b WU,
o O o

o

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ndmero de onda v (cm?)

cocl,

o
-
-
1

i

T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 95 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5

XXiii



Anexo C: Microscopia electronica de transmision (TEM)
1. PEGi13-b-PCDAPg + Cy-AZO-Cy

2. PEGi13-b-PCDAPyg + Cy-AZO

3. PEGi13-b-PCDAPyq + Cy-ALK-Cy
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4. PEGi13-b-PCDAP4g + Cy-ALK

5. PEGy13-b-PCDAP; + Cy-AZO + Cy-ALK-Cy
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Anexo D: Técnicas e instrumentos

- Resonancia magnética nuclear (RMN)
Se ha empleado un equipo Bruker AV-400, el cual opera a 400 MHz para *HRMN vy a
100MHz para 13C. Todos los espectros han sido realizados en CDCl; y en DMSO
deuterado, pesando 10mg de cada producto.

- Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)
Todas las muestras se prepararon en pastillas de KBr pesando 1mg de cada compuesto

en el equipo Bruker Tenso 27.

- Microbalanza de precision
Se ha empleado la balanza Mettler ME30

- Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)
Se ha empleado un equipo ATl Unicam, UV4-200 y cubetas de cuarzo de paso 1 cm.

- Dispersion dinamica de luz (DLS)
Las muestras se prepararon diluyendo las disoluciones con agregados en agua Mili-Q
primero con una concentracién de 200 pg/mL y luego de 100 pug/mL en cubetas de
poliestireno desechables. Las medidas se llevaron a cabo en el equipo Malvern
Instrument Nano ZS usando un laser He-Ne con una longitud de onda de 633 nm.

- Microscopia de Transmisidn Electrénica (TEM)

Se ha empleado dos microscopios electrénicos de transmisién: Fei Tecnai T20 y Jeol
JEM 1010 Electron Microscope. Para la preparacion de las rejillas de TEM, se deposita
20uL de la disolucién con las nanoparticulas sobre una rejilla del modelo CF 400-CU
Carbono Film, se espera 30 segundo para asegurarse de que tu compuesto se deposita
en la rejilla. A continuacién, con mucho cuidado, se retira el exceso de disolucién y se
repite el mismo proceso con el agente de tincion, en este caso con acetato de uranilo.
Finalmente, se deja secando en el desecador a vacio las rejillas y se llevan a medir.

- Espectrometria de masa (MS)
Se ha empleado un equipo Bruker Microflex y la técnica MALDI-TOF, utilizando como

disolvente DMSO.

XXVi



	TFG 1.6_FINAL_ANEXOS.pdf
	Anexos
	Anexo A (1H-RMN; 13C-RMN, FTIR, Masas)
	ANEXO B: Copolímeros bloque supramoleculares (1H-RMN, FTIR)
	Anexo C: Microscopia electrónica de transmisión (TEM)
	Anexo D: Técnicas e instrumentos



