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RESUMO

CASTELLON CASTRILLON, Elkin Dario, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
juho de 2013. Nanosensores Oticos de Polidiacetileno para o
Reconhecimento de Moléculas de Interesse Ambiental e Alimenticio.
Orientadora : Maria do Carmo da Silva Hespanhol . Co-orientador : Luis Henrique
Mendes da Silva .

Neste trabalho , propomos a sintese de um nanosensor éptico para a deteccéo de
benzeno, solventes clorados e melamina , novas nanoestruturas baseadas em
polydiacetylene (PDA ), que sdo formados por monémeros de acido 10,12 -
pentacosadiindico ( PCDA ) auto-organizada significa tribloco anfifilico composto .
O efeito da estrutura quimica e do balango de copolimeros tribloco hidrofébicos e
hidrofilicos em resposta colorimétrica (CR ) de nanoblendas PCDA / copolimero
tribloco vesiculas PCDA comparando-os na presenca de benzeno. O espectro no
ultravioleta-visivel electronico mostra que a maior intensidade da luz absorvida
nanoblenda é devido a um maior rendimento da reac¢do de polimerizagdo do
diacetileno mondmeros nanoblenda na vesicula . O efeito da estrutura quimica da
transicdo clorado nanoblendas colorimétricos de PCDA/L64 . Mostrando
PCDA/L64 sensibilidade nanosensor tem a mesma limite de deteccao para o
cloroférmio e tetracloreto de carbono . Portanto, este é verificado nanosensor nao
especifica para qualquer um destes compostos clorados, pode-se distinguir uma
variedade de concentragcbes entre diclorometano e dois solventes clorados.
Determinado a contribuicao relativa dos diferentes interac¢des intermoleculares de
transicdo nanoblendas colorimétrico PCDA / tribloco causada por interacgdo com
as moléculas de melamina . Confirmando a concentragdo minima necessaria para
a melamina maximo ocorre a transicdo colorimétrico permanece a mesma , assim,
a transicdo colorimétrica € iniciada a niveis mais baixos de melamina
mayores.Este nanoestruturas novas regides hidréfilas nanosensor foi eficiente na

deteccao de melanina.
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ABSTRACT
CASTELLON CASTRILLON, Elkin Dario, M.Sc., Universidade federal de Vicosa,

july 2013. Nanosensors Optical of Polydiacetylene for Recognition of
Molecules of Interest Environmental and Nutritional. Adviser: Maria do Carmo
Hespanhol da Silva. Co-Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva.

In this paper we propose the synthesis of an optical nanosensor for the detection of
benzene, chlorinated solvents and melamine, novel nanostructures based on
polydiacetylene (PDA) that are formed by monomers 10,12-pentacosadiindico acid
(PCDA) self-organized means amphiphilictriblock composed.The effect of the
chemical structure and the balance of hydrophobic and hydrophilic triblock
copolymers in colorimetric response (CR) of comparing with PCDA/L64
nanoblends PCDA vesicles in the presence of benzene. The UV-vis electronic
spectrum shows that the largest intensity of the light absorbed nanoblend is due to
a higher vyield of the polymerization reaction of the diacetylene monomers
nanoblenda that in the vesicle. Possibly due to the intermolecular interaction
between benzene and propylene oxides alter the interaction between propylene
oxide and PCDA reducing the rotational barrier of the carbon - carbon PCDA
molecules allowing color change from blue to red.The effect of the chemical
chlorinated structure of the transition colorimetric nanoblends of PCDA/L64.
Showing PCDA/L64 nanosensor sensitivity has the same detection limit for
chloroform and carbon tetrachloride. So this is verified nanosensor not specific for
any of these chlorinated compounds may then distinguish a range of
concentrations between dichloromethane and two chlorinated solvents.
Determined the relative contribution of different intermolecular interactions to
transition nanoblendas colorimetric PCDA / triblock caused by interaction with
molecules of melamine. Showing that keeping the size of the hydrophobic region
and the hydrophilic region growing by comparing nanoblends different copolymers,
it is verified that the minimum concentration needed for melamine maximum occurs
colorimetric transition remains the same, thus the colorimetric transition starts at
concentrations melamine under nanostructures higher hydrophilic regions.This new

nanosensor was efficient in detecting melamine.

Xiv



RESUMEN

CASTELLON CASTRILLON, Elkin Dario, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julio de 2013. Nanosensores Opticos de Polidiacetileno para el
Reconocimiento de Moleculas de Interes Ambiental y Alimenticio.
Orientadora: Maria do Carmo Hespanhol da Silva. Coorientador: Luis Henrique
Mendes da Silva.

En este trabajo se propone la sintesis de un nanosensor éptico para la deteccion
de benceno, solventes clorados y melamina, partiendo de nuevas nanoestructuras
de polidiacetileno (PDA) que son constituidas por mondmeros de acido 10,12-
pentacosadiindico (PCDA) auto-organizados en medios anfifilicos compuestos por
copolimeros tribloque. Se Investigo el efecto de la estructura quimica y del balance
hidrofébico e hidrofilico de los copolimeros tribloques en la respuesta colorimétrica
(RC) de las nanoblendas PCDA/copolimero tribloque comparandolas con
vesiculas de PCDA en presencia de benceno. El espectro electronico ultravioleta-
visible muestra que la mayor intensidad de luz absorbida es de la nanoblenda,
debido a un mayor rendimiento de la reaccion de polimerizacion de los
monomeros de diacetileno en la nanoblenda que en la vesicula. Se determiné el
efecto de la estructura quimica de compuestos clorados sobre la transicion
colorimétrica de las nanoblendas de PCDA/L64. Mostrando que la sensibilidad del
nanosensor PCDA/L64 posee el mismo limite de deteccién para el cloroformo y
tetracloruro de carbono. Se verifica asi que este nanosensor no es especifico para
ninguno de estos compuestos clorados, pudiendo distinguir un intervalo de
concentraciones entre diclorometano y los otros dos solventes clorados. Se
determind la contribucion relativa de las diferentes interacciones intermoleculares
para la transicion colorimétrica de las nanoblendas PCDA/copolimero tribloque
causada por interaccion con moléculas de melamina. Confirmando la
concentracion minima de melamina necesaria para que ocurra la maxima
transicion colorimétrica permanece igual, por lo tanto la transicién colorimétrica se
inicia en concentraciones menores de melamina para nanoestructuras con
regiones hidrofilicas mayores.Este nuevo nanosensor se mostro eficiente en la

deteccion de melanina.
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CAPITULO 1
REVISION DE LA LITERATURA
1.1 INTRODUCCION

Actualmente una demanda de gran interés en la sociedad cientifica, es el
desarrollo de sistemas con nuevas tecnologias que permitan el desarrollo de
dispositivos en una escala de nandmetros que respondan a un estimulo fisico-
quimico de manera especifica y mensurable, para ser facilmente aplicadas en la

deteccion de diferentes analitos a un bajo costo.

Los polidiacetilenos (PDAs) han recibido mucha atencién en los ultimos
afos, debido a aspectos tecnoldgicos potencialmente importantes. Sus
caracteristicas opticas unicas que comprenden el cambio de color de azul para
rojo cuando su estructura es perturbada de forma mecanica (mecanocromismo),
por variaciones en la temperatura (termocromismo) o por interacciones
intermoleculares con diferentes substancias de interés quimico y biolégico [1]. son
polimeros que fueron sintetizados por primera vez por Wegner [2] en 1969, sin
embargo solo hasta 1993 que Charych [3] y colaboradores comenzaron a explorar
su potencial como sensor, utilizaron una pelicula de PDA con acido sialico para el
reconocimiento del virus de la influenza. A partir de este momento las
investigaciones en las que hacian parte los PDA comenzaron a tener gran
importancia en la comunidad cientifica intentando desarrollar nuevos sensores
quimicos, bioloégicos y para aplicaciones en la industria electronica [4,5].

Teniendo en cuenta la existencia de una serie de factores que promueven
la transicién de color en los PDAs, las investigaciones giran alrededor de los
esfuerzos en la elucidacion de los mecanismos que envuelven esta transicion que
no ha sido totalmente entendida, siendo asi un factor limitante en la aplicaciéon de

estas estructuras en diferentes areas de la ciencia.



1.2 POLIDIACETILENOS

Los PDAs son una clase de polimeros lineales que en su cadena carbonada
principal presenta dobles y triples enlaces en forma alternada, constituidos por
monomeros de diacetileno, en una reacciéon de adicion 1,4 provocada por

exposicion a la luz ultravioleta (UV) a 254 nm, figura 1.

Ry-C=C-C=C-Ry4 Ry Ry R4
|

Re-C=C-C=C-Ry 2, =<|3—CEC—C=(|3—CEC—C=(i3—CEC—C=

Rp-C=C-C=C-Ry Re Re Re

Figura 1. Fotopolimerizacién de los mondmeros de diacetileno por luz ultravioleta.

En esta figura los sustituyentes R son los responsables por las
caracteristicas anfifiicas de estas moléculas. Siendo R4 un grupo con
caracteristicas polares y Rouna cadena carbonada saturada. Mas alla de eso,
estos PDAs pueden formar diferentes estructuras auto-organizadas tales como:
peliculas monomoleculares [6] o también multicapa [7] y nanoestructuras de tipo
vesiculas o micelas [8, 9,10]. En cualquiera de estas formas estructurales el
sistema electréonico 1-conjugado de la cadena carbonada, le aporta a estas
moléculas caracteristicas cromaticas cuando estas son sometidas a diferentes
estimulos externos.

La absorcion de la radiacion de luz UV en estos materiales se da por la ruta
pi—pi conjugado (TT—11*) en la seccion conjugada del polimero. La figura 2 muestra
el espectro electronico de los PDAs presenta antes de la perturbacién una banda
de absorcidn tipica en 640 nm y un hombro en 590 nm de tal forma que el sistema
presenta un color azul. Después de la perturbacion este sistema presenta bandas
a 540 nm y un hombro a 490 nm que resultan de la transicién electronica

mostrando una coloracion roja.



e
w
1

o
N
1

Absorbancia
o

0,0

400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (A) / nm

Figura 2. Espectros tipicos ultravioleta — visible (UV-vis) de los PDAs.

El fundamento base sobre el mecanismo de transicion de color en estas
nanoestructuras, todavia es un desafio para la comunidad cientifica, una de varias
propuesta sugeridas en diferentes trabajos sugiere que esta transicion envuelve
una transformacion estructural en la conjugacién de enlaces dobles y triples de la
cadena carbonada principal a una forma de una butatrieno, en la que aparecen

tres enlaces dobles seguidos uno del otro figura 3 [1,11].

R R R R
4 -'J - c*"’l\ cx-'-‘{
e cz c*c\\c_cgc 2 * .C* Cscﬁ
/ / / /
R R R R

Figura 3. Transformacion estructural de enlaces dobles y triples conjugados a forma de

butatrieno.

Sin embargo, estudios espectroscopicos muestran que la forma en la que
aparecen los dobles y los triples enlaces alternados estan presentes en ambas
faces [12,13].

La figura 4 muestra el fundamento acogido por este trabajo que propone

que esta transicién es el resultado de cambios conformacionales en la cadena



carbonada principal del polimero que genera una disminucion en la longitud de la

cavidad de los electrones 1r-conjugados.

Ry 3
0\&\0 “Mcl:'
A L
R\O \Rl “‘h.hcék'm.n
h Y ¢
% = 0
A q
R \FI R"-‘.,cfc""-ﬂ
e |
A i
< c
N, ]
“g o R

Figura 4. Estructuras representativas en la trasformacion de monémeros a polimeros y

sus orbitales 1 de los PDAs.

Por lo tanto se propone que la forma azul de las moléculas tendria sus
cadenas carbonadas en forma planar y la forma roja tendria una formacién no
planar [14]. Estudios que usan como técnica representativa resonancia magnética
nuclear (RMN) y espectroscopia infrarrojo argumentan este modelo, por lo tanto se
convierte en el mas aceptado por la comunidad cientifica hasta la actualidad [15-
18].

Existen diversas aplicaciones para cada uno de las formas en las cuales
las moléculas de PDA pueden organizarse reflejadas en su mecanismo de
transicion. Pueden acomodarse en forma de peliculas supramoleculares (a) y

hasta en estructuras tridimensionales en forma de vesiculas (b) (figura 5).

(a) Peliculas supramoleculares de PDA [30] (b) Vesiculas de PDAs

Figura 5. Formas conformacionales de los PDAs.



Estas caracteristicas se presentan por la facilidad con que los monémeros
de diacetileno son estructurados y modificados. Convenientemente es posible
modificar la cadena hidrocarbonada atraves de reacciones quimicas, incorporando
grupos funcionales especificos en la cadena lateral, de esta forma se consiguen
alterar las interacciones intermoleculares modificando la barrera energética
rotacional de los polidiacetilenos, ejerciendo una diferencia en la energia de los
estados conformacionales de la molécula.

La formacion de estructuras de una dimension fue estudiada por Russel y
colaboradores [19] en 2004, insertando un grupo amino en la cadena lateral de los
mondémeros de diacetileno, formando pequenas cavidades bien definidas en
solventes organicos para detectar la actividad antibacteriana de estos
compuestos.

La formacion de estructuras en dos dimensiones es posible con la técnica
de Langmuir-Blodgett, donde se depositan cantidades de solucion acuosa de
monomeros de diacetileno, para luego ser filados en monocapas
supramoleculares con un alto grado de orientacion estructural formando peliculas
finas y transparentes para luego ser fotopolimerizadas [20].

Las vesiculas se caracterizan por su formacién tridimensional que
comprende un exterior y un centro hidrofilico separado por una regién hidrofébica
(figura 5 b). Son agregados supramoleculares anfifilos que contienen bicapas
laminares formando una estructura tipo membrana en soluciones acuosas.

La estabilidad de estos agregados es gobernada por las fuerzas de
interaccién entre los mondmeros de diacetileno en el interior de la membrana,
incluyendo fuerzas de Van der Waals, asi como las fuerzas de estabilizacion
estérica [21]. Las fuerzas atractivas entre las cadenas hidrofébicas y las fuerzas
de repulsion entre los grupos de cabeza hidrofilicos determinan la forma
geométrica y el tamafio de la vesicula.

En la sintesis de estas estructuras tridimensionales los mondmeros de
diacetileno son disueltos en solvente organico y luego son hidratados,

disminuyendo la temperatura del sistema induciendo a los monomeros a



orientarse en una conformacion planar (trans) formando bicapas para luego ser
fotopolimerizados.

Las propiedades cromaticas, fueron el motivo por el cual los investigadores
usaron estas estructuras como sensores Opticos en varios estudios tales como
transiciones colorimétricas generadas por biomoleculas [22, 23], solventes
organicos [7, 24], temperatura [25], entre otros. La ecuacién 1 muestra la forma
cuantitativa de determinar la extension de la transicion de color, es un parametro
desarrollado por Charych (1993), donde propone la respuesta colorimétrica (RC)
como la forma de cuantificar la perturbacién del agente externo, convirtiéndose en

una propiedad analitica del sensor.

( Aazul ) _< Aazul )
Aazul+Arojo a Aazul+Arojo b

( Aazul )
Aazul+Ar0jo a

RC = x100 (1)

Donde: Ay Arojoson las absorbancias en 640 nm y 540 nm,

respectivamente y los indices a y b se refieren a las absorbancias antes y
después de la perturbacion.

Pires y colaboradores [26] en 2010 se enfocaron en el analisis de la energia
asociadas a las transiciones colorimétricas generadas por las interacciones
intermoleculares entre diferentes solventes organicos y las vesiculas formadas por
monomeros de acido 10,12-pentacosadiienocico (PCDA) y PCDA con colesterol
mas esfigomielina, usando la técnica de microcalorimetria de titulacion isotérmica
(ITC). La respuesta colorimétrica de varios solventes clorados muestra la
diferencia entre los dos tipos de sensores, mostrando una mayor respuesta en la

vesicula de PCDA y una menor en la compuesta por colesterol y esfigomielina.



1.3 COPOLIMEROS TRIBLOQUE

Los copolimeros surgen como una forma alternativa de combinar
monomeros de diferentes macromoléculas, mediante la construccion de otra
macromolécula que contiene la variedad de propiedades de los mondmeros que la
componen. Dependiendo del procedimiento de polimerizacion, estos polimeros
pueden presentar una variedad de arquitecturas moleculares, como, por ejemplo,

las representadas en la figura 6.
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Figura 6. Diferentes arquitecturas de copolimeros,(a) dibloque, (b) tribloque, (c) de injerto y (d) en

estrella.

Los copolimeros tribloque son macromoléculas compuestas por tres
bloques alternados, compuestos de 6xido de etileno (EO) y 6xido de polipropileno
(PO), de formula estructural EO-PO-EO. La figura 7 muestra como esta
estructura es formada por bloques hidrofébicos PO unidos a bloques hidrofilicos
EO, propiedad que les permite tener un comportamiento anfifilico aprovechando
la alta solubilidad en medio acuoso de las unidades EO y a su vez la baja

solubilidad en este mismo medio de las unidades PO [27].
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Figura 7. Copolimero tribloque de poli(6xido de etileno) y poli(éxido de propileno).




La hidratacién de los bloques hidrofilicos de poli(6xido de etileno) se debe a
su facil interaccion con la estructura del agua. Esta hidratacion es altamente
dependiente de la temperatura, por lo cual la solubilidad y la formacién de
agregados de los polimeros en bloques que contienen este grupo polar pueden
ser reguladas por variaciones de la temperatura. Estos polimeros, que poseen un
bajo costo y son biocompatibles, pueden adoptar distintas estructuras cuando se
dispersan en agua, las que dependen de la proporcién de cada uno de los bloques
(EO—POmn-EO,) y de su masa molar relativa. Esta proporcion también determina
la solubilidad y el balance hidrofilico-hidrofébico del polimero [28]. Estas
estructuras son conocidas comercialmente como poloxameros, pluronics o
synperonics han sido parte fundamental en aplicaciones practicas como
detergentes, emulsionantes, agentes antiespumantes, dispersantes, o vehiculos
en formulaciones farmacéuticas [27-28].

Estos copolimeros estan disponibles en pesos moleculares que van desde
1000 hasta 15.000 gramos en una mol (g.mol™), y con relaciones de EO/PO entre
10 y 80% en peso.

Estos copolimeros tienen nombres semisistematicos o triviales que fueron
impuestos por el uso y que generalmente se forman a partir del nombre de los
monomeros de los cuales se obtienen.Los copolimerospluronic se designan con
letras y numeros. La letra “L” se utiliza para los liquidos, “P” para los que se
presentan como pastas y F para los sélidos. El primer digito, o los dos primeros en
los numeros con tres digitos, al multiplicar por 300 es aproximadamente igual a la
masa molecular relativa promedio de la parte hidrofébica. El ultimo digito,
multiplicado por 10, indica el porcentaje en masa aproximado de la parte
hidrofilica. Asi, por ejemplo, el pluronic F68 es un copolimero solido en el cual la
masa molecular relativa aproximada de la parte hidrofébica es 1800 (6 x 300) y la
proporcion en masa de la parte hidrofilica es aproximadamente 80% (8 x 10) [29].

Si un copolimero tribloque es disperso en una fase que actia como un
solvente favorable para uno de los bloques y a su vez desfavorable para el otro
bloque, los unimeros del copolimero que se encuentran dispersos se asocian para

formar agregados moleculares llamados micelas. Este proceso es dirigido por las



variaciones de concentracién en un rango determinado y a una temperatura fija
asociada al sistema.

En la primera etapa de agregacién de unimeros a micelas, la concentracion
a la que las micelas comienzan a aparecer, es llamada concentracion micelar
critica (cmc), de la misma forma, la temperatura a la que, para una concentraciéon
de copolimero se formen micelas, se denomina temperatura critica de micelacion
(cmt) [28].

Los valores de la cmcdecopolimeros son obtenidos por distintos métodos
que generalmente evidencian diferencias apreciables, esto es debido a que la
sensibilidad de estas técnicas varia en el calculo del numero de unimeros
presentes en el sistema. Estas diferencias también aparecen por el poco control
en la temperatura y las diferencias entre la composiciéon de las unidades que
componen el copolimero [30].

Los copolimeros tribloques en la forma EO,—PO,-EO,, los valores de cmc
estan dentro del rango de 10~ a 10molar. Esta concentracién se determina por
los mismos métodos que se emplean para los tensoactivos convencionales, tales
como mediciones de la tension superficial, absorbancia y fluorescencia [27].

El proceso de micelizacion es direccionado por contribuciones tanto
entalpicas como entropicas. Donde los cambios de estas propiedades
termodinamicas en la molécula deben ser considerados. Sin embargo es
importante mencionar que las variaciones que dominan el proceso de micelizacion
se deben a la autoasociacién de las moléculas del agua. Las micelas se forman no
por que las colas de los surfactantes se atraigan una a otra, sino porque la
autoasociacion del agua es favorecida ante cualquier tipo de asociacion de otras
moléculas que no puedan establecer un dipolo o interacciones de enlaces de
hidrogeno [31].

El agua es forzada a formar enlaces con las colas de surfactante, haciendo
que la tensidon en los enlaces de hidrogeno sea alargada (entalpicamente
desfavorable) vy la configuracion forzada del agua alrededor de la cola del

surfactante  (entropicamente desfavorable). La micelizacion es un proceso



espontaneo. La energia libre de Gibbs de micelizacién (AGy,), la cual deberia ser

menor que cero para un proceso espontaneo se obtiene de la ecuacion 2 [28].

AG,, = AH,, — TAS;, (2

Dénde: AG,,es la variacion de la energia libre de micelizacion de Gibbs,

AH,,es la variacién de la entalpia en el proceso de micelizacion yTAS,,es la

temperatura por la variacién de entropia en el proceso de micelizacién.

La contribucion entalpica en esta ecuacion no puede ser generalizada. Hay
algunos sistemas donde lo valores negativos de AH,,han sido detectados, sin

embargo para otros sistemas se han reportado contribuciones tanto positivas

como negativas. Lo anterior demuestra la importancia de la temperatura en la
AH,,, lo cual proviene de la relaciéon de Gibbs—Helmholtz, como un aspecto

importante en el proceso de micelizacion, ecuacion 3.

AGrm
T

a(
= AH,, @3
a(T‘]_p

Los valores para AH,,cambian de signo cuando cierta relacion de
temperatura final (T) es igual a temperatura inicial (T*). Cuando T < T*la entalpia
cambia AH, > 0 y la formacién de micelas se torna como un proceso
endotérmico [28].

Para sistemas acuosos a temperatura ambiente TAS,,, es mayor que la

contribucién entalpica. Como AG,,, es menor que cero y AH,,, podria ser menor o

mayor que cero, la variacion de entropia AS,,,debe tener un valor positivo.

Por lo tanto aunque a veces la micelizacion sea un proceso dirigido

entalpicamente, en sistemas acuosos es dirigida entropicamente. Valores positivos
de AS,, indican un aumento en las configuraciones de los monémeros en una
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micela. Estas micelas se presentan como estructuras con un bajo numero de
configuraciones por ende, de baja entropia. Entonces la entropia positiva de la
micelizacion es dada por incremento en las configuraciones de las moléculas del
solvente, incorporando las partes hidrofébicas del surfactante en el interior de la
micela, dejandolas afuera de la interaccion con el solvente. Este proceso hace que
moléculas del solvente que estaban presas interaccionando con los grupos
hidrofébicos del surfactante se liberen de esa interacciéon desfavorable, por lo
tanto, les permite un mayor grado de libertad aumentando sus configuraciones al
hacer parte otra vez del solvente y por ende aumentando la entropia del sistema.
De la misma forma que las especies hidrofdobicas aumentan su numero de

configuraciones al interior de la micela, aumentando también la entropia [28].
Ambos efectos contribuyen a un valor positivo de AS,,,.

Los bajos valores de AH,,implican que hay un aumento significativo en la
entropia, que termina siendo una propiedad termodinamica que favorece la auto-
organizacion del surfactante.

De esta forma se concluye que el proceso de micelizacién en un proceso
espontaneo dirigido por una contribucion entropica y/o entalpica [28].

En este contexto, el desarrollo de un nuevo material que involucre nuevas
tecnologias que contribuyan para la deteccion y cuantificacion de forma rapida,
facil y segura de contaminantes ambientales y alimenticios, son el objetivo

principal de este trabajo.

1.4 BENCENO Y SOLVENTES CLORADOS

La investigacion a nivel ambiental ha ganado un enorme interés debido a
las preocupaciones de seguridad publica, por la exposicidon de sustancias
peligrosas al medio ambiente. Loscompuestos organicos volatiles (COVs) agrupan
a una gran cantidad de sustancias quimicas que se convierten facilmente en
vapores 0 gases y que pueden tener diferentes efectos nocivos para la salud,
como un alto grado de toxicidad dependiendo del compuesto y el periodo de

exposicion al mismo,también poseen caracteristicas como diferentes grados de
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liposolubilidad, que les provee la capacidad de atravesar membranas biologicas

siendo ampliamente distribuidos en organismos vivos. [32]

Compuestos como el benceno y solventes clorados son ampliamente
usados, en la industria de forma rutinaria, tanto que, en muchos casos no es
posible su sustitucién. Sin embargo, se ha demostrado que muchos de ellos tienen
efectos nocivos que se agravan por su capacidad de acumulacién dentro del

organismo.

A pesar de su baja concentracion, tienen una gran peligrosidad debido a su
persistencia en el medio y su capacidad de contaminar corrientes acuosas
naturales, Alimentos y ambientes gaseosos como el aire, introduciéndose en la

cadena tréfica de los seres vivos.

El benceno y los solventes clorados se utilizan en la industria quimica para
la produccion de diferentes compuestos derivados y no derivados, aunque su uso
como disolventes se ha reducido en gran medida [32 - 33].

La biodegradacion de estos compuestos en el suelo se hace sélo bajo
condiciones aerodbicas con una vida media de unos pocos dias a semanas y en
aguas superficiales se volatilizan rapidamente para el aire [34].

Las fuentes potenciales de exposicién a estos compuestos incluyen su uso
industrial, los vapores de gasolina, tubo de escape del motor de vehiculos de
combustién interna, el humo del tabaco [32- 34].

El Benceno: se puede determinar por un procedimiento cromatografico de
gaces y atrapamiento con deteccion de fotoionizacion, un método que es aplicable
en un intervalo de concentracion desde 0,02 hasta 1500 g / litro. La confirmacién
es por espectrometria de masas (limite de deteccion de 0,2 mg / litro) [34].

La tabla 1 muestra diferentes métodos entre los que sobresalen los
cromatograficos, que se han desarrollado para analizar benceno y sus metabolitos

en diferentes matrices [35].
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Tabla 1. Los métodos cromatograficos para el analisis de benceno en diversas matrices

Matriz Limite Método
Deteccién
0.5 ug/m°® Cromatografia de Gases
0.3 pug/m°® Cromatografia de Gases acoplado detector ionizacién de
llama
Aire 1.0 pug/m® Cromatografia de Gases acoplado Espectrometria de
Masas
0.1 ppb HeadSpace con Cromatografia de Gases acoplado
Espectrometria de Masas
0.4 pug/m°® HeadSpace con Cromatografia de Gases
Sangre 2.0 ng/cm® HeadSpace con Cromatografia de Gases acoplado

Espectrometria de Masas

1.0 yg/cm® HeadSpace con Cromatografia de Gases
Orina 5.0 ng/dm°® Cromatografia de Gases
7.0 ng/dm® HeadSpace con Cromatografia de Gases
0.31 ppb HeadSpace con Cromatografia de Gases acoplado

Espectrometria de Masas

Agua 0.1 g/dm°® Cromatografia de Gases
0.07 ug/dm® HeadSpace con Cromatografia de Gases
Suelo 0.8 pg/dm’® Cromatografia de Gases
2.0ng HeadSpace con Cromatografia de Gases
Varios: frutas 10 ppm. Cromatografia de Gases acoplado Espectrometria de
leche aceite Masas
6.0 ng/cm® HeadSpace con Cromatografia de Gases

KhanH. A., CroaticaChemica Acta, 79, 2006, 169- 175. [35]

Solventes Clorados: Pueden estar presentes en el agua refineria como
resultado de la cloracion del agua, con los trihalometanos el principal de los
subproductos de la desinfeccién. A altas temperaturas pueden someterse a la
mineralizacién que resulta en la formacién de cloruro, que puede causar la

corrosion [61]. Un aspecto de interés creciente es la vigilancia de las aguas
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superficiales y subterrdneas potencialmente contaminadas por lixiviados de
vertederos municipales, que se originan, generalmente, por la percolacion de las
aguas de lluvia, alcanzando los niveles subyacentes y las aguas subterraneas.
Estos lixiviados pueden transportar compuestos como los solventes clorados
(diclorometano, cloroformo y tetracloruro de carbono), siendo esta una de las
principales fuentes de contaminacion.
» Diclorometano: o clururo de metileno, es un hidrocarburo liquido,
incoloro y volatil, su toxicidad en humanos es de la forma de
narcaotico a altas concentraciones.
» Cloroformo: o triclorometano es un liquido volatil incoloro, no
inflamable de sabor dulce y aroma caracteristico, su toxicidad en
humanos es de forma que la inhalacion de dosis altas provoca
hipotensién, paro respiratorio, cardiaco y muerte. Se usa como
solvente y agente limpiador.
» Tetracloruro de carbono: o tetraclorometano es un liquido volatil e
incoloro, no inflamable y de olor caracteristico, su toxicidad en
humanos redica en ser venenoso por inalacion, ingestidon o adsorcion
por la piel, puede causar la muerte. En intixicaciones cronicas causa
dafio hepatico y renal. Es utilizado ampliamente como solvente en la
industria quimica.
Maxima concentracion permisible: Ya que casi toda la poblacién mundial tiene
acceso a la ingesta de agua potable y al aire que compone nuestra atmosfera es
motivo de preocupacién desarrollar sensores para la deteccion de estos
contaminantes y saber si las concentraciones de exposicion estan dentro de los
limites permisibles.

La maxima concentracion permisible en el agua esta definida por la
siguiente formula [60].

MCP = (DWEL)(RSC)
Dénde:

MCP es la maxima concentracion permisible.
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DWEL (drinkyng water effectlevel) representa la concentracion a la cual no
se produce efecto adverso por la presencia de la sustancia en la matriz (agua).

RSC (relativesourcecontribution) es la contribucion relativa de la fuente. En
el caso del agua le corresponde el 20% lo que significa que de la contaminacién
total que se recibe del ambiente el 20% proviene del agua.

La concentracion que no produce efecto adverso se obtiene por la siguiente
formula [60].

DWEL = [ (RDF) (70Kg) ]/ (2L)

Dénde:

RFD (referencedose) corresponde a la dosis de referencia.

70 Kg es el peso promedio de un individuo adulto.

2 L es la ingesta diaria de agua del individuo adulto.

Las maximas concentraciones permisibles de nuestros compuestos de

interés se muestran en la tabla 2 [60].

Tabla 2. Maximas concentraciones permisibles de los compuestos de interés.

Compuesto Concentraciéon / (ng / mL)
Diclorometano 420
Cloroformo

Tetracloruro de carbono

Benceno

Las técnicas analiticas mas utilizadas en la deteccién de diferentes
compuestos organoclorados comprenden métodos cromatograficos utilizando
detector de captura de electrones ya que la sensibilidad de este depende de la
estructura del analito y es mayor para moléculas que contienen alégenos en su
estructura. La alta sensibilidad de este detector permite limites de deteccion
relativamente bajos obtenidos sin la necesidad de preconcentracion del analito.

La tabla 3 muestra algunos valores de limites de deteccion de diferentes
compuestos clorados [61].
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Tabla 3. Limites de deteccién de solventes clorados de interés por CG-ECD

Compuesto LD/ pg L™
Diclorometano 0,6
Cloroformo 0,05
Tetracloruro de carbono 0,07

1.5 MELAMINA

Hoy en dia, existentecnologiasque permiten a los organismos de salud
detectar y responder después de haber ocurrido la contaminacion. Sin embargo,
hay una necesidad urgente de prevenir las contaminaciones de origen alimentario,
causadas ya sea por contaminacion accidental o intencional.

El interés aumenta hacia los diferentes eventos de adulteracién de
alimentos con melamina producidos a nivel internacional. En los afos 2004 y
2007, se reportaron un gran numero de casos de muertes por falla renal en perros
y gatos en los Estados Unidos de América (EUA), asociado a la ingesta de comida
de mascotas adulterada con melamina y acido cianurico que fueron
deliberadamente adicionados en uno de los ingredientes [36], chocolates en
Australia, pizzas en Taiwan y galletas con queso en Hungria.

La exposicion de nifios a formulas lacteas adulteradas con melamina y el
incremento de casos de calculos renales y falla renal en nifios en China. El 13 de
septiembre del 2008 se hace publica la adulteracion de leche de lactantes por
melamina, donde 400 nifios fueron intoxicados temiendo por la vida de varios. De
hecho un nifio de la provincia noroccidental de Gansu fallecié por calculos renales.
En pocos dias se tenian nuevos datos y la cifra de bebés y nifios intoxicados
siguié aumentando como resultado del consumo de estos productos. Una semana
después el ministerio de salud Chino reporté que alrededor de 40.000 nifios
recibieron tratamiento, de los cuales 12.900 estaban hospitalizados y se habian
confirmado tres defunciones por esta causa [37]. Estas acciones generaron alertas

a nivel mundial sobre la seguridad alimentaria, particularmente en el monitoreo y
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control de estos productos lacteos para consumo infantil [36]. ElI evento de
contaminacion de formulas lacteas reveld6 que melamina sola, puede causar
toxicidad cuando es ingerida en grandes dosis, dosis mayores a las reportadas por
algunos estudios preliminares con animales, probablemente porque la melamina
combinada con los uratos enddgenos conlleva a la formacion de calculos renales,
observando proporciones mas elevadas de presencia de dichos calculos en
neonatos y lactantes menores de seis meses de edad, que disminuian
gradualmente en los lactantes hasta los 36 meses.

La adulteracion de los alimentos constituye una practica fraudulenta y tiene
fines econdmicos al alcanzar productos mas baratos. Se considera adulterado un
alimento cuando su naturaleza o composicion no correspondan a la informacién
mostrada en la etiqueta [37]. Los fraudes en materias primas como en productos
alimenticios terminados han aumentado considerablemente en los ultimos afos y
no sélo se manifiesta en los paises pobres sino también en los desarrollados. Las
adulteraciones cada dia son mas dificiles de detectar ya que las sustancias
implicadas presentan una composicion muy similar a lasdel producto de origen, de
ahi la necesidad de contar con métodos mas selectivos y especificos para poder
detectar los adulterantes.

El fraude con melamina radica en que por ejemplo el Método Kjeldahl es un
proceso de analisis quimico para determinar el contenido en nitrdgeno de una
sustancia quimica y se engloba en la categoria de medios por digestion humeda
se usa comunmente para estimar el contenido de proteinas de los alimentos.
Donde el principal inconveniente de este método es en la posible valoracién de
nitrdgeno no proteico, e incluso de sustancias toxicas y sin ningun valor nutritivo,
como la melamina que el 66 % de su peso en masa es producto de sus atomos de
nitrégeno.

La melamina fue sintetizada por primera vez por el quimico aleman Justus
Von Liebig en 1834. Es considerada segin ROCHA & MACEDO (2009), uno de
los 14 grandes villanos de la contaminacion quimica. Se trata de un compuesto
organico, cuyo nombre oficial es 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine (Figura 8). Es un

polvo blanco cristalino y esparcialmente soluble en agua (3.1 g/L a 20°C).
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Su férmula estructural y molecular es:
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Figura 8. Estructura de la melamina.
Numero CAS: 108-78-1 Tomado de: IARC, 2012 [38]

Inicialmente la produccion de melamina ocurre cuando la cianamida de
calcio es convertida en una dicianidiamida y esta es calentada por encima del
punto de fusion, sin embargo en la actualidad se emplea la urea para la
produccion de melamina. Este ultimo proceso ocurre en dos pasos, una primera
reaccion endotérmica donde la urea se descompone para formar el acido cianurico
(HCNO) mas amoniaco. En la segunda etapa ocurre la polimerizacion del acido
cianico para formar la melamina y la liberacion de diéxido de carbono, este

proceso es exotérmico.

Durante la sintesis quimica pueden ocurrir diferentes productos intermedios
como son acido cianurico, ammelina y ammelida (Figura 9), estos metabolitos

también puede aparecer por la degradacion microbioldgica de la melamina [39].

NH OH OH OH

H;0 J\ 2 J\ J\
NJ%N o NTSN +H'G,,_ Sy 0Ny
| > | | |
N-” N = v
HoN NHy  HgN NHz  HO N NH, HO N OH

Melamine Ammeline Ammelide Cyanuric acid

Figura 9. Estructuras quimicas de la melamina y sus metabolitos.
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La combinacion de la melamina con el acido cianurico forma el cianurato de
melanina, también conocido como acido cianurico de melamina o complejo acido
de melamina acido cianurico, la unidén de estos dos compuestos ocurre a través de

enlace de hidrégeno (Figura 10) [40].
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Figura 10. Estructura quimica del cianurato de melamina [40].

Un resumen sobre las caracteristicas fisico quimicas de las cuatro

estructuras antes citadas se muestra en la tabla 4.

Metabolismo y toxicidad de la melamina

La melamina no es metabolizada por los animales y es excretada en mas
del 90% en la orina dentro de las 24 horas. Estudios realizados en animales
muestran que la melamina tiene un rango de vida media entre 2.7 y 4.04 h cuando
es administrada por via oral o endovenosa [40]. Un estudio farmacocinético de una
aplicacion intravenosa de la melamina (6.13 mg kg™') en puercos destetados
mostré un aclaramiento de 0.11+0.01 L / h / kg y un volumen de distribucion de
0.61+0.04 L kg™, mientras en el modelo de rata el valor de la vida media de la
melamina fue 1.5 veces menor y el volumen de distribucidon 3 veces mayor, estas

diferencias se atribuyen a la velocidad de filtracion glomerular [41].
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Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la melamina y metabolitos.

Melamina Acido Ammelida Ammelina
cianurico
Melamina, 8Cl, 1,3,5-Triazina- Ammelida, Acido  4,6-Diamino-
2,4,6-Triamino- 2,4,6(1H,3H,5H) melanurico &cido  1,3,5-
striazina, - cianurico triazina-2(1H)-
Cianuramida, trione, 9Cls- monoamida, 6- one,
Cianurotriamida,2  Triazina- Amino-1,3,5- 9Cl, ,6-Diamino-
Sinénimos 4, 2,4,6-triol, 8CI triazina- striazina-
6-Triamino-1,3,5- acido 2,4(1H,3H)-dione, 2-ol, 8Cl,
triazina, Virset isocianurico 9Cl acido cianurico
656-4 Trihidroxicianidi diamida,
na Ammelina
Férmula C3HgNg C3H3N30; C3H4N4O, C3HsNsO
molecular
Peso 126.121 129.075 128.09 127.105
molecular
Porcentaje de C 28.57;H4.79; C27.92;H2.34; C28.13;H3.15; C 28.35; H 3.96;
composicion N 66.63 N 32.55; O N 43.74;024.98 N 55.10; O 12.59
%°C 37.19
Descripcion Cristales Cristales blanco. Cristales blanco Cristales
fisica + (H0) (Na,COsaq.)
2H,0
Punto de 347 360
fusion
Parcialmente Soluble en
hidrosoluble; etanol
ligeramente caliente
Solubilidad soluble en etanol. Parcialmente
Insoluble. Et,0, hidrosoluble
CeHs, CCly4
Constante de pK, 5,35 (25°C, pK, 4.74
disociacion H,0) (25°C,H,0)

Tomado de: Hau AK, Kwan TH, Li PK. J Am Soc. Nephrol, 20 (2), 2009, 245 [40].



Usos de la Melamina

La melamina es una sustancia quimica sintética con una variedad de usos
industriales, incluyendo la produccion de espumas, productos de limpieza,
fertilizantes y plaguicidas, pero no se encuentra de manera natural en los
alimentos.Es utilizada también en el curado de la resina en la elaboracion de los
materiales usados para empacar alimentos como plasticos, papel, carton,
adhesivos, empaques, recubrimientos de plastico, utensilios de cocina,
revestimientos de proteccion utilizados en el interior de latas metalicas de comida,
entre otros [42].

Puede estar presente en los alimentos como metabolitos y/o productos de
degradacion de ciromazina, cuando es utilizada como producto fitosanitario
(insecticida y acaricida), medicamento veterinario (control de ectoparasitos) y
retardante de llamas. Dependiendo del proceso de purificacion, la melamina puede
contener distintos niveles de sustancias estructuralmente relacionadas con el
acido cianurico, amelina y amelida [42].

Segun la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es aprobado el
uso de la melamina como mondmero y como aditivo en plasticos y tiene un limite
de migracién especifico (LME) de 3,0 mg kg~ de alimento [42]. En cuanto a la
FDA, la melamina se encuentra en la lista de aditivos utilizados en la fabricacion

de empaques [43].

Migracién al Alimento

La melamina se puede presentar en el alimento por dos vias: a) en una
concentracion base, debido a la utilizacion de materiales que contienen esta
sustancia, y b) por adulteracion del producto o por el uso no autorizado de
sustancias (como el plaguicida ciromazina o de fertilizantes, ) que se pueden
degradar [44].

En un estudio realizado por Lund y Petersen (2006), a muestras que
estuvieron en contacto con una solucién de acido acético al 3% durante 2 horas a
70°C, se detectd migracion de la melamina de 0,28 hasta 0,45 mg dm™, en tres

de las 19 muestras. [45].
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Analisis Quimicos

Varios métodos han sido desarrollados para los analisis de melamina en
diferentes sustratos. Estos incluyen cromatografia gaseosa (GC), cromatografia
liquida de alta resolucién (CLAR o HPLC en sus siglas en ingles); CG o HPLC
acoplada a un espectrometro de masa, electroforesis capilar e inmunoensayos
entre otros.

Un analisis de las diferentes técnicas y principales procedimientos se refleja
a continuacion:

HPLC-MS/MS. Es el método mas seguro para la cuantificacion de
melamina en diferentes matrices en el orden de las partes por billdon (ppb) por su
alta sensibilidad y selectividad en una amplia variedad de productos. Las muestras
son extraidas con una mezcla de acetonitrilo:agua, el extracto es purificado por
extraccion liquido-liquido seguido por extraccion en fase solida. El uso de
estandares internos marcados isotopicamente permite la cuantificacion confiable a
niveles bajos. La instrumentacion requerida es de alta tecnologia y costosa [47].

HPLC-MS. En muchos casos sus resultados de selectividad y limite de
cuantificacion son comparables con el HPLC-MS/MS, su principal limitacion esta
en la valoracion de la muestra por las interferencias que pueden coincidir con la
masa molecular protonada de la melanina. Se requiere de una limpieza eficiente
empleando columna de intercambio catidénico. El procedimiento permitiria una
cuantificacion confiable y al igual que el procedimiento anterior la instrumentacion
requerida es de alta tecnologia [47].

CG-MS. Las muestras son extraidas con una mezcla de acetonitrilo agua
dietilamina y requieren de una mayor purificacién para su posterior derivatizacion.
El método una vez desarrollado presenta alta selectividad y sensibilidad, pudiendo
ser aplicado a una amplia variedad de matrices. El método original propuesto por
la FDA de Estados Unidos alcanzé un limite de cuantificacion de 2 mg kg™, sin
embargo puede determinar hasta 0.01 mgkg™. El sistema CG-MS requiere mayor
atencion cuando se trabaja con muestras derivatizadas. Los controles de calidad

son mas estrictos debido a una mayor probabilidad de error por la manipulacién de
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la muestra en su preparacién. La instrumentacion requerida es de alta tecnologia y
costosa.

HPLC-UV. Puede proporcionar una informacion cuantitativa (generalmente
emplea UV 240 nm). Las muestras son extraidas con una mezcla de acetonitrilo y
agua empleando un sistema de par i6nico en sus analisis. Muestras complejas
como galletas y golosinas presentan una variedad de interferencias que absorben
a la longitud de onda de 240 nm. Por lo general las muestras positivas requieren
de un segundo método para su confirmacién y cuantificaciéon. Requiere de
tecnologia pero no tan costosa como la anterior [47], otro inconveniente de este
método es que no se pueden detectar compuestos relacionados a la melamina,
como acido cianurico, ammelina y ammelida debido a la baja absorbancia en UV.
Estos ultimos compuestos son de gran importancia en la industria alimenticia,
dado que su presencia es consecuencia de la hidrolisis de melamina que pudiera
ocurrir durante las diferentes etapas del proceso y/o manufactura de los alimentos.
Ademas, otro punto a considerar, es que la melamina desarrolla su toxicidad en
combinacion con acido cianurico, debido a los calculos renales formados de un
complejo insoluble de cianurato de melamina, que resultan fatales”, agrego el Dr.
Mitterer.

ELISA. Son métodos de alta especificidad por su principio de reaccién
antigeno anticuerpo. Son ensayos cuantitativos y se emplean fundamentalmente
en las matrices de leche fluida y en polvo, gluten de trigo y comida de mascota.
Las muestras no requieren de purificacion para ser analizadas. Los juegos de
reactivos estan disponibles comercialmente y constituye una herramienta de
pesquisaje adecuado. En ocasiones no se alcanzan los limites de deteccion
requeridos para algun tipo de matriz [16]. Probablemente, las pruebas de elisa,
son la mejor alternativa para las empresas lacteas, que no tienen acceso a un
laboratorio sofisticado. Utilizando una prueba de elisa con 96 pocillos, el costo por
analisis resulta muy econdmico, y la inversion en un lector de pocillos, necesario
para medir la densidad optica y, subsecuentemente, cuantificar el contenido de
melamima, resulta inferior a 10.000 euros, dependiendo del modelo. Segun Limien

Tan, directora de ventas para RomerLabs Singapur, “Este método es el de
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eleccion para, especialmente, las empresas lacteas ubicadas en areas remotas,

pero incluso las grandes corporaciones multinacionales e instituciones
gubernamentales con muchos laboratorios locales han optado por el mismo. La
principal ventaja de la prueba elisaAgraQuant para melamina es que los analistas
pueden completar su entrenamiento y comenzar a utilizar el analisis en forma
rutinaria en menos de un dia, especialmente cuando el protocolo detiene la
liberacion del producto.

En la tabla 5, se muestran un resumen de los diferentes procedimientos

para la determinacion de melamina y compuestos analogos en distintos sustratos.

Tabla 5. Metodologias analiticas desarrolladas para la determinacion de melamina y compuestos

analogos.

Compuestos Sustrato Sistema Purificacion Ref.
Melamina Amelina, Harina de Particién y centrifugacion
Amelida y acido cereales [47]
Cianurico
Melamina Plasma HPLC-UV [48]
Melamina Leche (220) [49]
Cyromazina
Melamina Bebidas [50]
Melamina HPLC-MS [51]
Acido Ciandrico (ESI)

Gluten de trigo, Extraccion sdlido liquido [62]
Melamina Amelina, proteina
Amelida y acido de arroz, gluten
Cianurico de maiz CG-MS
y proteina de soja
La muestra es sonicada, [53]
Melamina Productos lacteos centrifugada y
Acido ciandrico derivatizada
Melamina Musculo Extraccién de fase sélida [54]
(SPE)
Melamina RiAén Particién y centrifugacion  [55]
Alimentos Extraccién liquido/liquido
y SPE
Alimentos para HPLC- No requiere purificacién.
Melamina Mascotas MSMS Extraccion, [56]
Acido ciantrico (ESI) Sindicacion v filtracién por
filtro de
0.2um
Melamina Férmula lactea Doble extraccion liquido- [57]
Acido cianurico liquido
Melamina Férmula lactea y Extraccion liquido-liquido  [58]
Acido cianurico tejidos SPE (MEL:MCX SPE) [49]
Gluten, alimento Extraccién con PBS [59]
Melamina himedo y seco y ELISA
leche
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La contaminacion por melamina es un verdadero problema global, que
involucra a pequenas y grandes empresas lacteas, desde China hasta Ecuador.
Las industrias y los gobiernos estan implementando medidas para que alimentos
contaminados con melamina en todo el mundo no suceda nuevamente.Si bien los
sistemas para el aseguramiento y el control de la calidad son importantes, son las
herramientas analiticas disponibles las que juegan un papel fundamental en la
recuperacion de la confianza de los consumidores y hacen mas seguro a los
alimentos a nivel global.

La propuesta principal en este trabajo, es la deteccion de Benceno,
solventes clorados y de Melamina como moléculasde interés ambiental y
alimenticio. Por medio de un nanosensor Optico a base PDAs / copolimero
tribloque, usando la técnica de absorcién molecular Ultravioleta (UV-vis) como

medio de cuantificacion.
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CAPITULO 2

2.1 OBJETIVOS

>

Desarrollar nuevas nanoestructuras de polidiacetiieno que puedan ser
aplicadas como nanosensores para la deteccion de Benceno, solventes
organicos clorados y melamina.

Investigar el efecto de la estructura quimica y del balance hidrofobico e
hidrofilico de los copolimeros tribloques en la respuesta colorimétrica (RC)
de las nanoblendas PCDA / copolimero tribloco y TCDA / copolimero
tribloco.

Determinar el efecto de la estructura quimica de compuestos clorados
sobre la transicion colorimétrica de las nanoblendas de PCDA/L64.
Analisiar el efecto del pH en la interaccion intermolecular de lamelamina
con las nanoblendas de PCDA / copolimerotribloque.

Determinar la contribucion relativa de las diferentes interacciones
intermoleculares para la transicion colorimétrica de las nanoblendas
PCDA/copolimero tribloque causada por interaccion con moléculas de

melamina.
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2.2 METODO EXPERIMENTAL
2.2.1 Sintesis de vesiculas

0,0148 gramos (g) de mondémeros de 10,12- acido pentacosadiynoico (PCDA),
SIGMA — ALDRICH, lote BCBDO195V, pureza = 97% grado HPLC. Se disolvieron
en 40 mililitros (mL) de cloroformo (CHCI3), que se separd después por una
corriente gaseosa de nitrégeno (N2). Se afnadié 40 mL de agua desionizada para
hacer que la concentracion de PCDA total sea de 1 milimolar (mmol L-1). La
suspension resultante se solubilizé utilizando un ultrasonido de puntera, SONICS
& MATERIALS INC. Modelo VC750, puntera 630-0435 de 5,0 a 10 mL, proceso
que se lleva a cabo por 10 minutos (min), obteniendo una solucién blancuzca
turbia. Para obtener una solucion clara, se filtré inmediatamente con un filtro de
(PVDF) de 0,45 micras (Millipore). La solucién resultante se almacen6 a 4°C
durante 8 horas para promover la orientacion de los monémeros de PCDA. La
fotopolimerizacién de los monémeros que es considerado como un proceso donde
moléculas fotocromaticas experimentan una reaccion de adicién en sus enlaces
covalentes en presencia de radiacion, se lleva a cabo por la exposicién a la
radiacion ultravioleta (UV) a 254 nm durante 20 minutos, resultando en vesiculas
de PCDA azules.

2.2.2 Sintesis de nanoblendas

Previamente se pesa 1,0 g de copolimero tribloco, se diluye en 100 mL de agua
desionizada Obteniendo la concentracion de copolimero deseada en % (m/m). De
esta misma forma se prepararon soluciones de diferentes copolimeros (tabla 6),
en concentraciones que van desde 0,10 hasta 5,0 % (m/m).

0,0148 g de mondémeros de PCDA, SIGMA — ALDRICH, lote BCBDO195V, pureza
= 97 % HPLC. Se disolvieron en 40 mL de solucion de copolimero, para hacer

que la concentracion de PCDA total sea de 1,0 mmol L™.
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Tabla 6. Estructura quimica y composicion de copolimeros tribloques.

Copolimeros EO (n) PO (m) PM/ (g.mol™)
L64 2x13 31 2900
P123 2x19 69 5800
F68 2x76 30 8400
F127 2x95 64 12000

La suspension resultante se solubilizé utilizando un ultrasonido de puntera,
SONICS & MATERIALS INC. Modelo VC750, puntera 630-0435 de 5,0 a 10 mL,
proceso que se lleva a cabo por 8 min. Obteniendo una solucion turbia. Se filtrd
inmediatamente con un filtro de (PVDF) de 0,45 micras (Millipore). La solucion
resultante clara, se almacend a 4°C durante 8 horas para promover la orientacién
de los monémeros de PCDA. La fotopolimerizacion de los monémeros se lleva a
cabo por la exposicidon a la radiacion ultravioleta (UV) 254 nm durante 10 min,

resultando en nanoblendas de PCDA azules.

2.2.3 RC de vesiculas de PCDA y nanoblendas de PCDA/copolimero tribloque

en presencia de diferentes analitos

Se prepara un numero especifico de tubos de ensayo que contienen una cantidad
determinada de solucion de vesicula de PCDA o nanoblendas de
PCDA/copolimero tribloque en concentraciones de; 0 (vesicula clasica); 0,10; 0,50;
1,0; 2,0; 5,0 % (m/m), estos son diluidos con agua en el caso de las vesiculas o
con solucién acuosa de copolimero que se encuentra en la misma concentracién
que fue preparada la nanoblenda. Son anadidas diferentes cantidades de
benceno, MERCK, lote 30208, pureza 99,5%. Que van desde 0 hasta 12,0 pL.
Obteniendo concentraciones desde 0 hasta 0,03721 mol L-1. Esta mezcla es
agitada por 30 seg. Utilizando un agitador vortex, B. BRAUN BIOTECH, tipo
certomat MV 541-19000-27-1. Luego la solucion resultante es colocada en un
bafio termostatico CIENTEC CT-282, a 25°C por un tiempo determinado hasta

apreciar un cambio de color.
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Los espectros se obtuvieron utilizando un Shimadzu UV-2550 espectrémetro
dependiendo de la temperatura de transicion del copolimero, teniendo en cuenta

que la mayoria fueron a 25°C en el intervalo de 350-900 nm.

El calculo de la RC se hace segun lo mencionado en el procedimiento de la

ecuacion 1.

Este procedimiento se repiti6 en las mismas condiciones para soluciones de
bencenos substituidos como; Fenol SIGMA-ALDRICH, lote 12227PH048, pureza
99%; Clorofenol ALDRICH, lote 059241L.C484, pureza 99%; Orto kresol ALDRICH,
lote 07030PH-068, pureza 99%. De igual manera para solventes clorados

(cloroformo, diclorometano y tetracloruro de carbono) y melamina.

2.2.4 Estudio del pH en la RC de nanoblendas de PCDA/L64 en presencia de

melamina

Una cantidad previamente calculada de solucién de nanoblendas en L64 1,0 %
(m/m), es sometida a un ajuste de pH a 4 con HCI, utilizando un pHmetro,
METRON - 827. Una vez ajustado el pH, se continia con el procedimiento

descrito en la seccién anterior.

De igual forma se hace un ajuste de pH a 7 con NaOH, utilizando un pHmetro,
METRON - 827. Una vez ajustado el pH, se continia con el procedimiento

descrito para el calculo de la RC.

2.2.5 RC de Nanoblendas de monémeros de TCDA Sintetizadas en L64 1,0%

(m/m) en presencia de melamina

Para sintetizar las nanoblendas de TCDA se toman; 0,0138 g de
monomeros de TCDA, SIGMA — ALDRICH, lote BCBF1132V, pureza = 98% grado
CG. Se disolvieron en una cantidad definida de solucion de L64 1,0% (m/m)
previamente preparada, calculando que la concentracion de TCDA total sea de 1,0
mmol L-1. La suspensidon resultante se solubilizé utilizando un ultrasonido de
puntera, SONICS & MATERIALS INC. Modelo VC750, puntera 630-0435 de 5,0 a

10 mL, proceso que se lleva a cabo por 6 min. Obteniendo una solucién turbia.
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Esta se filtr6 inmediatamente con un filtro de (PVDF) de 0,45 micras (Millipore). La
solucion resultante clara, se almacend a 4°C durante 8 horas para promover la
orientacion de los mondémeros de TCDA. La fotopolimerizacién de los monémeros
se lleva a cabo por la exposicion a la radiacion UV 254 nm durante 5,0 min,
resultando en nanoblendas de TCDA/L64 azules.

La RC para las nanoblendas de PCDA y TCDA es calculada de igual

forma siguiendo el procedimiento descrito para la ecuacion 1.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Espectro UV-vis de las Vesiculas y Nanoblendas
La figura 11 muestra el espectro electronico en la regién ultravioleta-visible
(UV-vis) de las vesiculas de PCDA (a) y de las nanoblendas de PCDA sintetizadas

en solucion acuosa de L64 (PCDA/L64) (b) para las formas rojas y azules.
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Figura 11. Espectro de absorcion molecular de vesiculas de PCDA sin benceno y con benceno (a)
y espectro de absorcion molecular de nanoblendas de PCDA/L64 sin benceno y con benceno (b).

Para ambas nanoestructuras el espectro electronico de la forma azul es
formado por una banda larga con un maximo en 640 nm y un hombro de menor
intensidad 590 nm. Por consiguiente la forma roja el espectro UV-vis es formado
por dos bandas que se sobreponen generando dos maximos en 540 y en 490 nm,
respectivamente. Estas transiciones electronicas se originan entre orbitales
resonantes ligantes y antiligantes presentes en ligaciones dobles alternadas
existentes a lo largo de la cadena polimérica de PCDA. La transicién de la forma
azul para la forma roja se debe a una reduccion de la longitud en las distancias
disponibles para que los electrones T se puedan trasladar. Esta reduccion de la
longitud ocurre debido a la rotacion de enlaces simples carbono—carbono presente
en la cadena polimérica de PCDA. De esta forma podemos concluir que la longitud
de las moléculas de PCDA en la nanoblenda es el mismo que en las vesiculas.
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Sin embargo aunque las nanoblendas contienen la misma concentracién de
monémeros de diacetileno que la concentracion presente en la vesicula, la
absorbancia es mayor en las nanoblendas. Esta mayor intensidad de luz
absorbida es debido a un mayor rendimiento de la reaccion de polimerizacion de
los mondmeros de diacetileno en la nanoblenda que en la vesicula. Posiblemente
esa mayor eficiencia en el proceso de polimerizacion de los mondmeros de
diacetileno cuando se mezclan con el copolimero L64 es causado por un mejor
empacamiento y orientacion de los mondmeros de diacetileno, ya que el aumento
de regiones hidrofobicas en el sistema permite interacciones mas favorables para
los mondmeros de PCDA.

El efecto de la concentracién de L64 en la sintesis de las nanoblendas de
PCDA fue evaluado. La figura 12 muestra el espectro de las nanoblendas de
PCDA formadas en diferentes concentraciones de copolimero L64 0,10; 0,50; 1,0;

2,0y 5,0 % (m/m) con igual concentraciéon de monomeros de PCDA.

L64

—0,10% (m/m)
—0,50% (m/m)
—1,0% (m/m)
—2,0% (m/m)
—5,0% (m/m)

N
o
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o
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0,0
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Figura 12. Espectro de absorcién molecular de nanoblendas de PCDA/L64 a diferentes
concentraciones de L64.

Se observa que el aumento de concentraciéon de copolimero L64 en el
intervalo de 0,10 a 5,0 % (m/m) causa un aumento en la absorbancia de la banda
asociada a la transicion electrénica de la forma azul. La figura 13 muestra la
dependencia de la absorbancia en funcidn de la concentracion de copolimero

tribloque a una longitud de onda de 640 nm.
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Figura 13. Curva de la absorbancia a 640 nmde nanoblendas de PCDA/L64 en funcién de
la concentracién de L64.
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El aumento en la concentracion de polimero torna mas eficiente la reaccién
de polimerizacién de los mondmeros de diacetileno. El estado de agregacion de
las moléculas de L64 en solucion acuosa depende de la concentracion y de la
temperatura del sistema. Moléculas de copolimero tribloque tienden a agregarse
formando micelas macromoleculares formadas por un nucleo hidrofébico y por una

corona hidrofilica, (figura 14).

¢ /7
J
‘!J’\
~~ PEO
- N :
- IS PPO ;
i
PEO
( Coroa Hacleo
l.l hidrofilica hidrofébico
g

Figura 14. Agregados macromoleculares formados por monémeros de copolimero tribloque.

De esta forma, en la concentracién de 0,10% (m/m) de L64 la solucién
acuosa es formada por macromoléculas de L64 dispersas formando pequefias
regiones hidrofébicas formadas por monémeros de polipropileno. Con el aumento
en la concentracion de L64 aproximadamente 2,5 % (m/m) a 20°C [27] ocurre la
agregacion de esas macromoléculas creando nucleos hidrofébicos mayores de
que los anteriores por ser formados por mondémeros de polipropileno viniendo de

diferentes macromoléculas. Por ser mayores estos nanoreactores solubilizan un
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mayor numero de monomeros de diacetileno causando consecuentemente un
mayor rendimiento en el proceso de fotopolimerizacion.

Para verificar el efecto de la estructura del copolimero tribloque sobre el
proceso de polimerizaciéon fueron sintetizadas nanoblendas con diferentes
nanoestructuras hidrofébicas e hidrofilicas. Los copolimeros tribloques pueden ser
genéricamente representados por la formula (EO),-(PO)m-(EO),. Donde n
representa el niumero de monémeros de oxido de etileno presentes en el bloque
hidrofilico de la macromolécula en cambio m expresa el numero de mondémeros de
oxido de propileno existentes en la parte hidrofébica de la macromolécula.
Modificando la proporcion entre m y n podemos generar nanoestructuras con
diferentes balances hidrofobicos/hidrofilicos pues generan nanoagregados con
nucleos hidrofébicos de diferentes tamafios asi como regiones hidrofilicas
espacialmente distintas. La tabla 1 presenta la estructura quimica de los
copolimeros usados en este trabajo para la sintesis de las nanoblendas
copolimero/PCDA.

La figura 15 muestra el efecto de la estructura del copolimero tribloque sobre el
espectro electronico de las moléculas de PCDA nanoestructuradas en las

nanoblendas. La concentracion de todos los copolimeros fue igual a 1,0 % (m/m).
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Figura 15. Espectros electronicos de nanoblendas de PCDA en diferentes copolimeros
tribloque a concentracion 1,0 % (m/m).

34



La absorbancia fue mayor en las nanoblendas formadas por L64 donde las
macromoléculas poseen 31 mondmeros hidrofobicos de (PO) y 2 bloques que
contienen 13 monomeros hidrofilicos de (EO). Esta Nanoestructura optimiza la
reaccion de polimerizacion aportando absorbancias mayores. Por consiguiente
cuando aumentamos la region hidrofébica (P123 = 69 unidades PO y F127 = 64
unidades PO), o cuando aumentamos la region hidrofilica la eficiencia de la
reaccion de polimerizacion es disminuida, pues la absorbancia de las
nanoestructuras formadas disminuye, esto puede ser explicado por el balance
entre la masa molar relativa y el nimero de mondémeros hidrofébicos presentes en
la molécula con respecto al numero de unidades hidrofilicas en la misma, ese
balance puede llevar a un comportamiento donde las interacciones entre los
monomeros de PCDA sean mas favorables por el pequefio impedimento que
generan las pocas unidades EO, comparada con copolimeros donde sus unidades
EO son mucho mayores con respecto a su masa molar relativa. Después de
conocer el comportamiento Optico de estas nanoestructuras fueron exploradas las
potencialidades de su aplicacidon para el desenvolvimiento de nanosensores

Opticos para la determinacion de diferentes analitos.

3.2 Nanosensor para la determinaciéon de Benceno

Para determinar el potencial del uso de estas nanoestructuras, para la
determinacion de benceno es necesario el calculo del porcentaje de las moléculas
de polidiacetileno que sufren transicion de color azul para rojo, ésea la respuesta
colorimétrica (RC). Donde esta fraccion de moléculas puede ser calculada por la
ecuacion 1.

La figura 16 representa la respuesta colorimétrica de nanoestructuras de
PCDA en la forma de vesicula o en la forma de nanoblendas formadas entre
moléculas de PCDA y copolimero tribloque L64.

Casi un 100 % de las moléculas de polidiacetileno permanecen de color
azul para las vesiculas de PCDA hasta alcanzar concentraciones de benceno
mayores a 50,0mmol L.
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Figura 16.
nanoblendas en funcién de la concentracion de benceno.

Para concentraciones de benceno por encima de 50 mmol L™ ocurre una
transicion abrupta en la cual aproximadamente 70% de las moléculas de

polidiacetileno se convierten de la forma azul para la forma roja.Para las

nanoblendas PCDA/L64 la transicion ocurre de una forma abrupta en

concentraciones menores de 20mmol L' llevando a mas del 90% de las moléculas

a cambiar de color azul para rojo.
La figura 17 muestra la fotografia de la dispersion de estas vesiculas

conteniendo 0 mmol L™ de benceno y 105 mmol L™ de benceno.

Figura 17. Fotografia de la dispersion de vesiculas con adicién de (a) 0 mmol L, (b)
60mmol L™, (c) 80 mmol L™, (d) 105 mmol L'de benceno.

La figura 18 muestra los colores de sistemas conteniendo 0 mmol L™ y 15

mmol L' de benceno.
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Para inducir de la transicion colorimétrica de las dos nanoestructuras es
necesario que las moléculas de benceno interaccionen con las moléculas de

PCDA presentes en los diferentes agregados.

Figura 18. Fotografia de la dispersion de las nanoblendas con adicion de (a) 0

mmol L™, (b) 5 mmol L™, (¢) 10 mmol L™, (d) 15 mmol L de benceno.

El benceno por su baja solubilidad con las moléculas de agua prefiere asi
concentrarse en regiones hidrofébicas del sistema. Ambas nanoestructuras
poseen nucleos hidrofébicos. Por lo tanto la composicién de esos nucleos difiere
en las dos nanoestructuras. En la vesicula el nucleo hidrofébico es formado
apenas por monomeros de diacetileno, en cambio en las nanoblendas el nucleo
hidrofébico es compuesto por la mezcla de monémeros de diacetileno y de 6xido
de propileno. De esta forma los resultados de la transicion colorimétrica
demuestran una mejor solubilidad del benceno en el interior de las nanoblendas
posiblemente por una mejor interaccion entre este compuesto organico y los
monomeros de éxido de propileno. Esta interaccidn intermolecular entre benceno y
oxidos de propileno alteran la interaccion entre oxido de propileno y PCDA
reduciendo asi la barrera rotacional de los enlaces carbono—carbono de las
moléculas de PCDA permitiendo asi el cambio de coloracién de azul para rojo.

Para determinar la influencia de la interaccién benceno—o6xido de propileno
en la transicién colorimétrica, fue estudiada la respuesta colorimétrica de
nanosensores sintetizados con diferentes concentraciones de copolimero
tribloque. La figura 19 representa la respuesta colorimétrica de las nanoblendas en
funcion de la concentracion de benceno.

Este grafico representa la respuesta colorimétrica de diferentes tipos de

nanoblendas de PCDA que fueron sintetizadas en diferentes concentraciones de
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copolimero tribloque L64, en funcién de la concentracion de benceno.Con el
aumento de la concentracion de copolimero tribloque ocurre una disminucion en la
cantidad necesaria de benceno para inducir la maxima transicidén colorimétrica en
las diferentes nanosensores. Esto ocurre probablemente porque con el aumento
en la concentracién de L64 ocurre un aumento de regiones hidrofobicas en el
sistema con consecuencia del aumento en la solubilizacion de benceno en estas
nanoregiones hidrofébicas. Por lo tanto con el aumento de la concentracion de

benceno en el interior de las nanoblendas es inducida la transicion colorimétrica.
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Figura 19. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas sintetizadas en diferentes
concentraciones de copolimero tribloque L64 con adiciéon de benceno.

Para verificar la selectividad de los nanosensores formados por
nanoblendas de PCDA/L64 fue investigada la RC de estas nanoestructuras en
relacion a otros derivados bencénicos. La figura 20 muestra el porcentaje de
moléculas de PCDA que sufrieron la transicion colorimétrica de azul para rojo en

funcion de la concentracion de deferentes compuestos aromaticos.
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Figura 20. Respuesta Colorimétrica de vesicula de PCDA, con adicion de diferentes

derivados del benceno.

Queda evidente que apenas moléculas de benceno son capaces de inducir
la mudanza de color azul para rojo en las nanoblendas de PCDA/L64. Moleculas
de fenol, aminofenol, clorofenol, ortocresol y naftaleno no fueron capaces de
inducir transicion colorimétrica ni en 0,04 % (m/m). Probablemente esa falta de
induccion colorimétrica escausada por la mayor solubilidad de esos compuestos

en agua. La tabla 7 muestra la solubilidad del benceno y los otros compuestos.

Tabla 7. Compuestos derivados del benceno usados.

Compuesto Solubilidad / g/L Temperatura / °C
Benceno 1,70 20
Naftaleno 3,0 20

4- Aminofenol 16,0 20
Ortocresol 20,0 20
Clorofenol 28,5 20

Fenol 84,0 20

Actualmente existen diferentes técnicas analiticas para la cuantificacion de
benceno desde cromatografia gaseosa hasta espectrometria de masas. La tabla 2
muestra las diferentes técnicas con sus respectivos limites de deteccion [35]. Sin
embargo cabe resaltar de estas técnicas son de una alto costo y ademas no

permiten analisis in-situ.
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3.3 Aplicacién del nanosensor para diferentes compuestos Clorados
La figura 21 representa las respuestas colorimétricas de las nanoblendas de
PCDA/L64 en funcion de diferentes concentraciones de diclorometano presentes

en el sistema.
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Figura 21. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas de PCDA, sintetizadas en diferentes

concentraciones de copolimero tribloque L64, con adicion de diclorometano.

Se observa que moléculas de diclorometano son capaces de inducir
transiciones colorimétrica en concentraciones que disminuyen a medida que la
concentracion del copolimero tribloque aumenta. Para nanoblendas sintetizadas a
concentraciones de L64 igual a 0,10 % (m/m) fue necesaria una concentracion de
130 mmol L™ para inducir la transicién de azul para rojo en 80% de las moléculas
de PCDA. Con aumento de la concentracion de L64 de 0,10 o 0,50 % (m/m) la
concentracion necesaria de diclorometano cay6 de 130 mmol L™ para 100 mmol L’
', Con la concentracién igual a 1,0 a 2,0 % (m/m), 7 mmol L™ de diclorometano
fueron capaces de inducir la transicién colorimétrica en mas del 70% de las
moléculas de polidiacetileno. Este comportamiento puede sercomprendido
considerando que el aumento de la concentracién de L64 promueve un aumento
en cantidades de los nucleos hidrofébicos permitiendo asi una mayor
solubilizacion de las moléculas de diclorometano en el interior de las nanoblendas.

Esta mayor solubilizacion del diclorometano disminuye la interaccion PCDA —
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diclorometano reduciendo asi la energia necesaria la rotacion de las ligaciones
simples, facilitando asi la transicion colorimétrica de las moléculas de PCDA.

Esta capacidad de induccién de la transicion colorimétrica de compuestos
clorados probablemente depende de la estructura de estos compuestos, viendo
que la interaccibn molecular es mucho mas sensible a interacciones en la
estructura quimica de las moléculas que estaninteraccionando, por ejemplo
cuando se cambia un atomo de hidrogeno por uno de cloro pasando de
diclorometano para cloroformo, esto hace que el caracter hidrofébico de la
molécula aumente permitiendo interacciones mas favorables entre la molécula y
las regiones hidrofébicas del sistema. Para verificar este efecto en la estructura
quimica en los compuestos clorados se realizd un estudio de la transicion
colorimétrica causada por moléculas de cloroformo. Moléculas de cloroformo son
diferentes a las de diclorometano por el cambio de un atomo de hidrogeno
presente en CHCl, por una atomo de cloro generando la estructura CHCIs. La
figura 22 muestra la RC de las nanoblendas de PCDA/L64 en diferentes
concentraciones de copolimero tribloque en funcién de la concentracion de

cloroformo.
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Figura 22. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas de PCDA, sintetizadas en diferentes
concentraciones de copolimero tribloque L64, con adicion de cloroformo.

Asi como para el diclorometano el aumento en la concentracion de

copolimero tribloque permitid un aumento en la sensibilidad del nanosensor éptico
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de PCDA/L64. Por consiguiente el limite de deteccion del cloroformo es bien
inferior al de diclorometano. Para la maxima transicion colorimétrica fueron
necesarias las siguientes concentraciones de cloroformo: 75, 27, 23 y 13 milimol L
' para concentraciones de L64iguales a 0,10; 0,50; 1,0 y 2,0 % (m/m)
respectivamente. Se verifica que el cambio de un atomo de hidrogeno por uno de
cloro aumento la interaccion de compuesto clorado con las nanoestructuras
reduciendo asi la interaccion PCDA — PPO permitiendo asi una casi completa
transicion colorimétrica en baja concentracion de cloroformo.

Para verificar si podriamos aumentar mas la sensibilidad de los
nanosensores fue testado el efecto en el cambio de una atomo mas de hidrogeno
por un atomo de cloro. La figura 23 muestra la RC de las nanoblendas de
PCDA/L64 en diferentes concentraciones de copolimero tribloque en funcién de la

concentracion de tetracloruro de carbono.
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Figura 23. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas de PCDA, sintetizadas en diferentes
concentraciones de copolimero tribloque L64, con adicion de Tetracloruro de
carbono.

Asi como para los otros solventes clorados, el aumento en la concentracion
de copolimero tribloque hace que la maxima transicion colorimétrica ocurra en
concentraciones menores de tetracloruro de carbono. Por lo tanto esa disminucion
en la sensibilidad del nanosensor no es mayor que la observada para el
cloroformo. La figura 24 muestra la RC para los tres solventes organicos clorados.
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Queda evidente que la sensibilidad del nanosensor PCDA/L64 posee el
mismo limite de deteccién para el cloroformo y tetracloruro de carbono, siendo
este valor préximo a 10 mmol L', por lo tanto para diclorometano es

aproximadamente 15 veces mayor igual a 150 mmol L,
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Figura 24. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas de PCDA, sintetizadas en copolimero
tribloque L64 1,0 % (m/m), en funcion de la concentracion de solventes
clorados.
Se verifica asi que este nanosensor no es especifico para ninguno de estos
compuestos clorados, no obstante es posible distinguir un intervalo de

concentraciones entre diclorometano y los otros dos solventes clorados.

3.4 Aplicacién del nanosensor éptico para melamina
La figura 25 muestra la RC de las nanoestructuras de vesicula clasica o de
nanoblendas PCDA/L64 en la concentracion de 1,0 % (m/m) de L64 en funcion de

la concentracion de melamina.
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Figura 25. RC de las vesiculas clasicas de PCDA y las nanoblendas de PCDA/L64 en

funcién de la concentracion de melamina.

Moléculas de PCDA presentes en las nanoestructuras de vesiculas
clasicas comienzan a sufrir transicién colorimétrica debido a interacciones con
moléculas de melamina a partir de la concentracién de 5 mmol L™ de este soluto.
Entre 5 y 25 mmol L™ ocurre una transicién abrupta en la cual 80 % de las
moléculas de PCDA se convierten de color azul para rojo. Este comportamiento
muestra que las vesiculas de PCDA pueden ser usadas como sensores Opticos
para presencia de melamina. Al mudar la autorganizacién de las moléculas de
PCDA del empaquetamiento en la vesicula para la estructuracion en las
nanoblendas se observa un transicion colorimétrica mas abrupta y ocurriendo en
un rango mas estrecho de concentracion de melamina llevando a una transicion
colorimétrica maxima mayor de que en las vesiculas clasicas. Sin embargo las
nanoblendas PCDA/L64 permiten la deteccibn de melamina en un rango de
concentracion 12 veces y media menor que en la vesicula clasica. En 10 mmol L
de melamina, 90 % de las moléculas de PCDA estan presentes en la forma roja.
Moléculas de melamina por su alto caracter hidrofébico tienden a transferirse
espontaneamente del medio acuoso para el interior hidrofébico de las
nanoblendas PCDA/L64 que son formadas por monémeros de 6xido de propileno
(PO) y moléculas de PCDA. Las moléculas de melamina al interaccionar con
segmentos de PO o segmentos PCDA alteran la interaccion PCDA/PO
disminuyendo asi la barrera rotacional permitiendo una transicidén colorimétrica en
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concentraciones de melamina inferiores a aquellas observadas para vesicula
clasica. Aparte de esto no se puede descartar la posibilidad de la interaccion entre
grupos carboxilicos de PCDA con grupos aminos de la molécula de melamina
atraves de enlaces de hidrogeno. Con el objetivo de verificar la influencia del
numero de micelas formadas sobre la respuesta colorimétrica se estudid la
influencia de la concentracion del copolimero tribloque sobre la respuesta
colorimétrica de las nanoblendas causada por la presencia de melamina. La figura
26 muestra la RC de nanoblendas sintetizadas con diferentes concentraciones de
L64 (0.10, 1.0, 2.0 y 5.0 % (m/m)) en funcién de la concentracion de melamina.
Nanoblendas sintetizadas con copolimero tribloque en concentracion de
L64 entre 0,10 y 1,0 % (m/m) presentaron respuestas colorimétricas inicialmente
similares mas las nanoblendas que contenian 0,10 % (m/m) de L64 permitieron
que apenas 64 % de las moléculas PCDA fueran convertidas a color rojo, en
cuanto para las nanoblendas con L64 igual a 1,0 % (m/m) aproximadamente 90 %
de las moléculas de PCDA sufrieron transicién colorimétrica, este comportamiento
puede ser explicado considerando que en 0,10 % (m/m) de L64 las moléculas de
copolimero estan dispersas monomolecularmente formando regiones hidrofdbicas

construidas apenas por una molécula.
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Figura 26. Respuesta Colorimétrica de nanoblendas de PCDA sintetizadas en copolimero
tribloque L64 en diferentes concentraciones, con adicién de melamina.
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Estas regiones son pequefias y no permiten la interaccion de muchas
moléculas de PCDA con los segmentos de PO. Esa pequefia regién hidrofébica no
permite la solubilizacién de una grande numero de moléculas de melamina lo que
reduce la interaccidon melamina - PCDA o melamina — PO disminuyendo asi el
porcentaje de moléculas de PCDA que sufren transicion colorimétrica. Con el
aumento de la concentracién de L64 de 1,0 % para 2,0 % (m/m) de L64 el estado
de agregacion de las moléculas de L64 cambian, formando mas micelas
generando asi mayor numero de nucleos hidrofébicos capaces de solubilizar mas
moléculas de melamina. El aumento de la concentracion de melamina en esas
regiones hidrofébicas promueve una transicién colorimétrica de aproximadamente
100 % en una concentracion inferior de melamina (5 mmol L™'). Con aumento de la
concentracion de L64 de 2,0 para 5,0 % (m/m) ocurre una pequefa reduccion en
la sensibilidad del nanosensor probablemente causada por la formacion, en esta
concentracion, de diferentes nanoestructuras de L64 (lamelas, micelas no
esféricas, etc.).

Para verificar la contribucion de la hidrofobicidad de las moléculas de
melamina y también la participacion de enlaces de hidrogeno se estudié el efecto
del pH en la respuesta colorimétrica de las nanoblendas de PCDA/L64 con
concentracion de L64 de 1,0 % (m/m). Los resultados del efecto de la
concentracion hidrogenionica sobre las respuestas colorimétricas son presentados

en la figura 27.
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Figura 27. Estudio del pH de las nanoblendas de PCDA sintetizadas en copolimero

tribloque L64 1,0 % (m/m), con adicién de melamina.

Con disminucion del pH ocurre la reduccion de la concentracién minima de
melamina necesaria para promover la maxima transicion colorimétrica de las
moléculas de PCDA presentes en la nanoblenda. Por lo tanto con la disminucion
de la concentracién hidrogenidénica menor es la fraccion de las moléculas de
PCDA que sufren la transicion colorimétrica. El pKa de la melamina es igual a 4,5
0sea que en pH encima de 4,5 las moléculas de melamina se encuentran
ionizadas con carga negativa y debajo de pH 4,5 se encuentran con carga neutra.
Moléculas de melamina neutras son mas hidrofébicas de que moléculas cargadas
haciendo asi con que en pH inferiores a 4,5 mas moléculas de melamina se
transfieran para el interior hidrofobico de las nanoblendas reduciendo asi la
concentracion minima de melamina necesaria para promover la transicidon
colorimétrica. Por otro lado la presencia de grupos NH, ionizados permite la
formacion de un numero mayor de enlaces de hidrogeno en la interface de las
nanoblendas promoviendo asi la transicidon colorimétrica de una mayor fraccién de
moléculas de PCDA. Teniendo en cuenta lo anterior y sumando las dificultades de
trabajar en pH acido por posible precipitacion de las nanoblendas de la misma
forma que en pH basicos, entonces se determiné trabajar en pH 5,5 el cual la

nanoblenda es sintetizada.
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Para verificar el efecto del balance hidrofébico e hidrofilico de las
nanoblendas formadas se estudio el efecto de la estructura de los copolimeros
tribloques sobre la sensibilidad de los nanosensores Opticos en respuesta a la
presencia de melamina. La figura 28 muestra la RC de la interaccién de diferentes
nanoblendasen pH 5,5 sintetizadas en copolimeros tribloques en concentracion
de 1,0 % (m/m) los cuales son; L64; F68; F127 y P123.
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Figura 28. RC de las nanoblendas de PCDA a pH 5,5 sintetizadas en diferentes
copolimeros tribloque (L64, F68, F127 y P123) todos al 1,0 % (m/m) para
diferentes concentraciones de melamina.

Manteniendo el tamano de la regidn hidrofébica y aumentando la regién
hidrofilica, cuando comparamos nanoblendas de L64 con nanoblendas F68, se
verifica que la concentracidn minima de melamina necesaria para que ocurra la
maxima transicion colorimétrica permanece igual, por lo tanto la transicion
colorimétrica se inicia en concentraciones menores de melamina para
nanoestructuras con regiones hidrofilicas mayores. Nanoblendas con segmentos
EO en numero mayor permiten la transicion colorimétrica de una fraccion menor
de moléculas de PCDA. Posiblemente eso ocurre por qué parte de las moléculas
de melamina reaccionan con estas regiones hidrofilicas. Esto demuestra que
moléculas de melamina al partir para la regidn hidrofébica de las nanoblendas y
también reaccionando con sus regiones hidrofilicas hace que esta interaccion

afecte el porcentaje de moléculas de PCDA que sufren transicién colorimétrica
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inducida por melamina. Si el balance entre regiones hidrofébicas e hidrofilicas del
copolimero no es el adecuado, esto podria resultar en interacciones no deseadas
entre la molécula a detectar y regiones del copolimero ajenas a donde se
encuentran los monomeros de PDAs, observando un bajo porcentaje en la
respuesta colorimétrica.

Para verificar el efecto de las interacciones hidrofébicas entre las moléculas
de diacetileno sobre la RC de las nanoblendas fueron sintetizadas diferentes

nanoestructuras con mondémeros de acido 10, 12- tricosadiinoico (TCDA) figura 29.

(a) . (b) 8

CHG{Cth1CZ—ZC{CH2}?CH2)LOH CH3(CH3z)eC=—=C(CH;);CH2 "OH

Figura 29. Estructuras de los PDAs usados (a) acido 10, 12 Pentacosadiinoico y (b) 10, 12-
Tricosadiinoico.

La diferencia en la estructura de estos dos mondmeros es son dos atomos
de carbono, lo que hace el PCDA que es el que tiene mas atomos de carbono
genere interacciones mas fuertes. Asi moléculas de PCDA poseen una interaccion
PCDA-PCDA mas intensa de que TCDA-TCDA. De esta forma la perturbacién
que genera la molécula de melamina a interacciones débiles afecta la RC
nanoblendas de TCDA, respondiendo diferente a los nanosensores de PCDA. La
figura 30 muestras la RC de nanoblendas de PCDA/L64 y nanoblendas de
TCDA/L64 a pH 5,5.
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Figura 30. RCde nanoblendas de PCDA y TCDA en L64 1,0 % (m/m) en funciéon de la
concentracion de melamina (a) de 0 a 25 mmol L'1y (b) en funcién de la concentracién
de melamina para nanoblendas de TCDA/L64

Nanoblendas formadas con TCDA responden a concentraciones de melamina diez

(10) veces menos que nanoblendas de PCDA mostrando asi que debido a la

interaccion TCDA — TCDA sea menor que la interaccion PCDA — PCDA hace que

la barrera rotacional de las nanoestructuras TCDA/L64 sea menor permitiendo asi

una transicion colorimétrica en concentraciones menores de melamina.
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CAPITULO 4
CONCLUCIONES

Fueron obtenidas nuevas nanoestructuras de moléculas de polidiacetileno sin ser
necesario el uso de solventes organicos para sintetizar estos nuevos
nanoagregados. Esas nanoestructuras fueron formadas por la disolucion de
monomeros de diacetileno en el interior de regiones hidrofébicas formadas por
bloque de polidxido de propileno perteneciente a macromoléculas de copolimeros
tribloco. Estas nuevas nanoestructuras fueron aplicadas como nanosensores de
los siguientes compuestos: benceno, diclorometano, cloroformo, tetracloruro de
carbono y melamina. Para el benceno fue demostrado que el nanosensor es
especifico para este solvente sin sufrir interferencia de las siguientes moléculas:
naftaleno, 4- aminofenol, ortocresol, clorofenol, fenol. Los nanosensores formados
por nanoblendas fueron mas sensibles que los ya conocidos nanosensores de
opticos vesiculares de PCDA. Siendo capaces de determinar concentraciones de
benceno iguales o superiores a 20 mmol L”. Nanoblendas formadas con
diferentes concentraciones de copolimero tribloque en el intervalo de 0,10 a 2,0 %
(m/m) demostr6 que hay un efecto pronunciado cuando se aumenta la
concentracion de 0,10 para 0,50% (m/m) mas este efecto se torna pequefio
cuando se varia la concentracién 0,50 a 2,0 % (m/m), estos resultados demuestran
que la estructura de los nanoagregados formados influencia la respuesta
colorimétrica de los nanosensores.

Para los compuestos clorados estudiados se verifico que las nanoblendas no eran
especificas respondiendo para los compuestos de diclorometano, cloroformo vy
tetracloruro. Por lo tanto se observd que para las moléculas mas cloradas como
cloroformo y tetracloruro de carbono el nanosensor era mas sensible, de esta
forma se necesitd de concentraciones menores para la completa transicion
colorimétrica.

Este nuevo nanosensor se mostro eficiente también en la deteccion de melamina
que es conocida como un importante adulterante de productos alimenticios. Nueva

mente, los nuevos nanosensores se mostraron mas sensibles que las ya
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conocidas vesiculas clasicas formadas ambas por moléculas de polidiacetileno.
Para la deteccion de melamina la concentracién de L64 utilizada en la sintesis de
la nanoblendas tiene un pequefio efecto sobre la respuesta colorimétrica
observada. El pH afecta la respuesta colorimétrica haciendo con que en pH mas
bajos (4,0) la respuesta de los nanosensores la respuesta sea mas eficiente.
Nanoblendas formadas por nanoagregados conteniendo moléculas de copolimero
tribloqgue mas hidrofébicas tienden a presentar una mayor sensibilidad en la

deteccion de melamina.
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