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Capitulo II

HOMOASOCIACION DE PORFIRINAS
SULFONADAS

I1.1. INTRODUCCION

El conocimiento y comprension del comportamiento de agregacion
molecular de los componentes en un sistema complejo es un paso previo para
interpretar el comportamiento fisico, quimico y biologico de dicho sistema.
Entender la agregacion permite evaluar su efecto en las propiedades de sistemas
complejos y es fundamental para la busqueda de aplicaciones. Por ejemplo el
estudio del autoensamblaje de porfirinoides en la formacion de los sistemas

71,72

fotosintéticos naturales,” '~ el estudio de la agregacidon de farmacos, que resulta de

suma importancia en cuanto a la eficiencia de los mismos,” y en el caso particular

. N , . .o, . 74.75
de las porfirinas, el disefio de cromoforos para la terapia fotodindmica.™

Un progreso reciente es la consideracion de los procesos de asociacion y
autoensamblaje como enfoque sintético para la preparacion de sistemas complejos.
En esta sintesis no-covalente, se pretende conseguir la precision (en cuanto a la
secuencia y estequiometria de los compuestos) y reproducibilidad de la sintesis
covalente. Ademas la sintesis no-covalente constituye un enfoque mimético de la
formacion de sistemas bioldgicos y es de gran importancia para comprender las
bases quimicas de los mismos. Desde un punto de vista aplicado presenta

multiples beneficios, como por ejemplo:
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Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

a) La integracidon de todo el material usado en el proceso en el producto
final (rendimientos cercanos al 100%).

b) No existe necesidad de un aporte externo de energia, ya que la energia
quimica contenida en los reactivos es suficiente para completar el
proceso.

c) El agua, un solvente benigno y barato, es un excelente medio para estos

procesos y es de facil disponibilidad.

El fendmeno de homoasociacion tiene lugar cuando las interacciones entre
las moléculas de soluto llegan a ser energéticamente mas favorables que las
interacciones entre las moléculas de soluto y solvente. La formacion de agregados
puede ser reversible y el equilibrio depende de multiples factores experimentales’
como el disolvente, la concentracion, el pH, la fuerza idnica y la temperatura. El
aumento de la fuerza i6nica es generalmente decisivo en la aparicién de
fenomenos de agregacion.”””® Un factor importante es la naturaleza del solvente.
En el caso de la presencia de efectos hidrofobicos, se conoce desde 1941 que la
presencia de un disolvente diferente al agua (por ejemplo MeOH) evita la
formacion de agregados’ y en el caso de las moléculas amfifilicas que generan
agregados tipo cristal liquido liotropico la agregacion es tanto funcion de la

estructura molecular como del solvente.

La agregacién en el caso de las porfirinas es consecuencia directa del
sistema planar © y de la presencia de los nitrégenos pirroleninicos y pirrélicos
(NH) del anillo. Las interacciones que generan un determinado estado de

., : f o 80,81
agregacion de las porfirinas son las siguientes:”

30



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

a) Interacciones de van der Waals.

b) Interacciones electrostaticas.

c¢) Transferencia de carga.

d) Desolvatacion (interacciones hidrofobicas).

e) Interacciones por puentes de H.

La importancia relativa de estos efectos depende mucho del disolvente
utilizado. En agua, por ejemplo, las interacciones hidrofdbicas (efecto solvofobico)
juegan un papel decisivo favoreciendo las interacciones n-m. En cambio en las
porfirinas que presentan cargas puntuales en la periferia del macrociclo (por ej.
grupos sulfonato, —SO5") las interacciones electrostaticas son uno de los efectos
mas importantes que conducen a la agregacion. Ademads también debemos destacar
el efecto ejercido por los sustituyentes del anillo, por ejemplo las cadenas
alquilicas largas o voluminosas provocan una disminucién en la interaccidon entre
anillos de porfirinas, favoreciendo la formacion de sistemas discoticos. En cuanto
a la dependencia con la temperatura, el aumento de ésta favorece el
desplazamiento del equilibrio hacia el mondmero excepto en el caso de sistemas
homoasociados en donde las interacciones hidrofobicas son las mas importantes,

puesto que en estos sistemas un aumento de la temperatura favorece la agregacion.

I1.1.1. Estructura de meso-arilporfirinas sulfonadas

Cuando estudiamos las porfirinas solubles en agua, uno de los aspectos mas
importantes es el pH del medio. Por ejemplo, las porfirinas que contengan grupos
de acido carboxilico o grupos fenoxido seran solubles en medios basicos, mientras
que las que contengan grupos amino o piridilio lo serdn en medios 4cidos. Seran
solubles a pH neutro las porfirinas que contengan grupos idnicos como la
tetraquis(N-metil-4-piridil)porfirina (TMPyP) o bien las porfirinas sulfonadas (con

un minimo de dos grupos sulfonato).
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La especie de porfirina predominante en disolucion también depende del
pH. En medio neutro predomina la base-libre 0 mondémero neutro (H,P). En un
medio muy bésico se pueden llegar a desprotonar los dos NH pirrdlicos (pK; y
pK3) y en medio acido se produce la protonaciéon de los dos N de tipo pirroleninico
(pK; y pK4) formandose la especie monomérica 4cida, un dication (H,P*"). En
general, los valores de pK; y pKy se diferencian muy poco, por ejemplo en el caso

de la Na,TPPS, estan entre 4,8-4,9.7%8284

Ki Ky Ks K4
+H+ +H+ r=-°5 +HJr + +H+
L p2- ~ HP- = H,P. HsP H, P?*
___________ _H+ _H+ '_ - - _l _ + _H+
------------ Fo==-=-==s=-==-==-- T
: monoémero + base libre monomero
: desprotonado: 10 mon. neutro . diprotonado

A partir de datos de difraccion de rayos X, Hamor y colaboradores®
encontraron que el anillo de la TPP en la especie base-libre (H,TPP) a temperatura
ambiente es relativamente plano y facilmente deformable. Stone y Fleischer,™ a
partir de nuevos datos de difraccion de rayos X para la forma diprotonada acida de
la TPP (H,TPP*"), argumentaron que la deformacion que sufre su anillo producida
por la adicion del primer protén HsP" facilita la entrada del segundo, o sea que en
general Ky~K,, y por ello H,P y H,P*" son las especies mayoritarias en disolucion

tal como se ha observado en muchas porfirinas.®’

Las porfirinas obedecen la regla de Hiickel al tener 4n+2 (n= 4) electrones ©t
en un sistema conjugado plano y ciclico, el macrociclo de la porfirina esta
altamente conjugado, con 26 ¢ en el sistema .

En general los protones centrales de las porfirinas en su forma de base-libre
sufren una rapida tautomerizacion a temperatura ambiente y se sabe que los
tautomeros con hidrégenos internos adyacentes (tautomero cis) son menos estables
que los tautomeros trans con los H-N opuestos, pero son intermedios en la

transformacion entre los tautdmeros mas estables (Fig. II-1).**%
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Fig. II-1 Mecanismo de transferencia intramolecular de proton NH en porfirinas.

Aunque se sabe que algunas moléculas adoptan diferentes conformaciones
en solucion y en estado cristalino, se ha mostrado que los datos de la conformacién
en estado solido se pueden relacionar con las propiedades en solucién.”
Basandonos en estudios cristalograficos previos, en el caso de 5,15-diarilporfirinas
y de 5,10,15,20-tetraarilporfirinas en su forma base-libre, el anillo central es

y . . .y 1.92
practicamente plano con un cierto grado de deformacion.”"”’

La presencia de los
protones internos provoca diferencias en la geometria de los dos distintos tipos de
anillos: los pirrélicos y los pirroleninicos. Los dos anillos pirroleninicos estan en el
plano medio de la porfirina, pero los dos anillos pirrolicos estan ligeramente
inclinados (~ 7°) hacia arriba y hacia abajo respecto del plano medio.” El angulo
C,—N-C, (Fig. II-2) y la distancia entre los N de los anillos pirrélicos son mayores
y minimizan los contactos no enlazantes entre los dos hidrogenos internos.”’ Estas
y otras diferencias entre los dos tipos de anillos han sido interpretadas en términos
de dos formas de resonancia dominantes que conducen a la deslocalizacion
electrénica en un anillo de 18 miembros como se ilustra en la Fig. II-2. No
obstante, las diferencias entre las distancias de enlace en los anillos de porfirina

son considerablemente mas pequefias que las que se originarian por las diferencias

de ordenes de enlace calculados para las estructuras de la Fig. 11-2.
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Fig. I1I-2 [lustracion de las estructuras resonantes dominantes de la porfirina en su forma base-
libre que contribuyen al anillo de 18 miembros (linea de trazo mds grueso).

En la forma base libre de la TPP, los grupos arilo se sitlian casi
perpendiculares (~ 80°, desviados todos en el mismo sentido) respecto al plano
medio que forma el anillo central porfirinico. Esto reduce el impedimento estérico
entre los hidrogenos fenilicos y los hidrogenos de las posiciones P-pirrdlicas
vecinas.**? En este caso, o sea en medios neutros y a baja temperatura, la simetria
del anillo central porfirinico es C; (ligeramente deformada o ruffled) pero a
temperatura ambiente se supera la barrera energética de la inversion de la
configuracion a través del plano principal del anillo y el resultado dinamico es una
simetria D,, del conjunto (Fig. II-3a). Las moléculas de porfirina son
relativamente grandes y el empaquetamiento entre los grupos fenilo es dificil, por
lo que en la red cristalina se crean numerosos canales y huecos que permiten la
incorporaciéon de moléculas de disolvente dando lugar a estructuras similares a

clatratos (porfirinas esponja).”*”

La desprotonacién o metalacion no modifican de manera significativa la
estructura respecto a la de la forma base-libre, pero se ha comprobado que la
protonacién de las porfirinas si induce cambios estructurales significativos.
Cuando la porfirina se encuentra diprotonada (H,P*"), con los cuatro nitrogenos
del anillo central protonados, el anillo central se deforma de manera que los anillos
pirrdlicos estan inclinados alternativamente ~ 33° por encima y por debajo del

plano medio del anillo de la porfirina adoptando la geometria de silla de montar
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(conformacion saddled).**!

No obstante en el caso de la meso-tetrafenil-porfirina,
por ejemplo, el conjunto formado por el macrociclo mas sustituyentes adopta una
disposicion mucho més plana que en la estructura de porfirina base-libre, puesto
que los grupos fenilo de la porfirina se colocan mas horizontales con respecto al
plano medio del anillo de porfirina. La simetria de la meso-tetrafenil-porfirina
diprotonada es S, pero la simetria dinamica del conjunto (dos formas S4) es Dyy, y

desde un punto de vista espectroscopico se acostumbra a aproximar la simetria del

anillo a la Dy, (Fig. 1I-3b).

(A) (B)

Fig. I1-3 Vista en dos perspectivas de la estructura determinada por difraccion de rayos X de (A)
H,TPP;*>*° y (B) H,TPP** **"

En el caso de la TPP, el cambio conformacional o de geometria al pasar de
la especie base libre (H,TPP) a la especie acida diprotonada (H,TPP*") se traduce
en modificaciones en los espectros UV-Vis, de tal manera que se produce un
desplazamiento batocromico de la banda de Soret (banda B, S;—S,)
probablemente debido a la mayor planaridad del sistema protonado (H,TPP*").
Ademas el nimero de transiciones Q (Sy—S;) pasa de 4 para la base-libre a 2 para
la especie acida diprotonada debido al incremento de la simetria del sistema

(Fig. II-3).
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I1.1.2. Homoasociacion de porfirinas

La homoasociacion de porfirinas es estudiada desde hace décadas y puede
ocurrir tanto en estado solido como en solucién.”*”® En disolucion, la planaridad y
el gran tamafio del area del macrociclo de la porfirina favorecen las interacciones
de apilamiento para la formacién de agregados.”***®' Cuando no hay efectos
cooperativos, la geometria de estos agregados es poco definida. Los grupos idnicos
tales como grupos sulfonato, carboxilato, iminio o amonio, hacen que la molécula
de porfirina sea soluble en agua, como hemos explicado anteriormente, y se
consiguen caracteristicas muy interesantes de cara a la obtencidn por
autoensamblaje de redes supramoleculares de porfirinas.

En 1937 Alexander” estudid capas monomoleculares de varias porfirinas
sobre una superficie de agua (capa de Langmuir). A partir de estos estudios llego6 a
la conclusion de que las moléculas de protoporfirina IX estdn orientadas
verticalmente y empaquetadas cara a cara. Bergeron'” comprobé la validez de
estos resultados y realizd un estudio sobre los cambios espectrales que
acompafiaban la agregacion de porfirinas. El modelo de agregacion cara a cara esta
aceptado en todos los estudios del fendmeno de homoasociacién de porfirinas
base-libre y metaloporfirinas,’® pero es necesario un mayor conocimiento del
proceso de agregacion para la busqueda de aplicaciones practicas debido a que a
veces un determinado estado de agregacion confiere al sistema propiedades

distintas de las del sistema “monomérico”.

El medio usualmente utilizado para la deteccion de agregados por
homoasociaciéon de porfirinas es la espectroscopia UV-Vis. Kasha vy
colaboradores'”' desarrollaron el modelo simple de punto-dipolo para el
acoplamiento excitdnico (exciton coupling) entre las transiciones de cromoforos
vecinos. Este modelo, que ha sido mejorado posteriormente,'®” constituye por su
sencillez una buena herramienta utilizada atin por muchos quimicos orgéanicos para
obtener resultados cualitativos. Si la energia de la transicidon electrénica para el
mondmero se representa en la Fig. [[-4A, la Fig. 11-4B representa el resultado de la

interaccion lado a lado de los dipolos de transicion del dimero. El acoplamiento

36



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

entre los dipolos resulta en dos niveles de energia y la transicion al nivel mas
energético estd prohibida por razones de simetria, por lo tanto la banda de
absorcion del dimero sufre un desplazamiento batocrémico respecto a la del
monomero. En el caso de tener los dos dipolos de transicidon en paralelo como se
muestra en la Fig. [I-4C, de nuevo aparecen dos niveles de energia, pero en este
caso la transicidon permitida es al nivel més energético y la banda de absorcion del
dimero muestra un desplazamiento hipsocrémico respecto la banda de absorcidon
del mondmero.

De los cambios observados con respecto a la especie no asociada los
agregados se definen como H-agregados” (cara-a-cara, face to face) o J-agregados’
(lado-a-lado, edge-to-edge) segun se produzca respectivamente un desplazamiento
hipsocrémico o batocromico de la banda de absorcion electrénica.'” ' Estos dos
tipos de homoasociado presentan propiedades fotofisicas y electronicas claramente

107,108 80 - -
*7" Hunter y Sanders™ propusieron que las repulsiones m-m son las

distintas.
interacciones dominantes en la geometria cara-a-cara mientras que las atracciones

n-c dominan en las geometrias lado-a-lado.

—_—
’
g
Sl :\ _’\
So — -
mondmero dimero dimero
dipolos de transicion dipolos de transicion
lado a lado paralelos

D> =
—

Fig. 11-4 Representacion esquemdtica del acoplamiento excitonico para dimeros de porfirina
segun ref. 101.

T La designacion H proviene del desplazamiento Hipsocrémico que experimentan los agregados H.
" La designacion J proviene de Jelley, quien junto con Scheibe fue el primero en describir estos fendmenos
de agregacion para los colorantes tipo cianina (1930).
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La formacion de apilamientos de porfirinas con geometria poco definida se
manifiesta en desviaciones de la ley de Lambert-Beer e incrementos en la amplitud
de las bandas de absorcion.”"® Cuando se da este tipo de agregacion de geometria
no definida se produce un ensanchamiento de la banda Soret (banda B, S¢—S,) y
una disminucion del valor de ¢ a la longitud de onda de maxima absorcion del
pico.

Se han propuesto diversos modelos que relacionan los espectros de UV-Vis
con la estructura de los agregados de porfirinas.*'**'®!'"” Como se observa en la
Fig. I1-5, para el caso de las meso-tetrasulfonatofenilporfirinas se ha propuesto una
diferenciacion entre este tipo de agregados dependiendo del éangulo O de

aproximacion entre las porfirinas.

Agregados tipo J, 6 <54,7°
Agregados tipo H, 6 >54,7°

Fig. 1I-5 Representacion esquemadtica del modelo de interaccion en los homoasociados de
tetrafenilporfirinas sulfonadas.'”

Comparando la agregacion en disolventes organicos y en agua, observamos
que en medios acuosos el efecto hidrofobico o de desolvatacion adquiere una
mayor importancia favoreciendo las interacciones n-mt. Por otra parte, en el caso de
porfirinas con cargas puntuales en la periferia del macrociclo, adquieren una
mayor importancia las interacciones electrostaticas y de puentes de hidrégeno.
Ademads en este ultimo caso se pueden presentar interacciones intermoleculares
fuertes con el centro de otras moléculas de porfirina, por ejemplo, actuando como
un ligando axial de una metaloporfirina o neutralizando una carga positiva (catiéon
metalico o nitrégenos protonados en medios acidos) o una carga negativa

o SR 111-114
(nitrégenos desprotonados en medios bésicos).
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11.1.2.1. Homoasociacion en medio neutro

Los primeros trabajos sobre la agregacion de meso-tetraarilporfirinas se

8 .
7778 Pasternack y colaboradores’’ observaron como los

iniciaron hace 36 afios.
métodos Opticos y cinéticos pueden ser utilizados en la determinacion de las
interacciones mondémero-dimero de porfirinas solubles en agua. Llegaron a la
conclusién de que a pH= 7,5 sobre un amplio rango de concentraciones (de
1x107a4x 10° M)y en presencia de 0,01 M de KNO;; las especies base libre
de la 5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil)porfirina (HZTPPC{F), 5,10,15,20-
tetraquis-(N-metil-4-piridil)porfirina  (H,TMPyP*") y 5-fenil-10,15,20-tris(4-
sulfonatofenil)-porfirina (H,TPPS;>"), obedecen la ley de Lambert-Beer lo cual
indica que se encuentran en forma monomerica. Pero al aumentar la presencia de
electrolito hasta 0,1 M de KNOj; y al mismo pH, H,TPPC,* y HzTPPSf* muestran
variaciones en las posiciones de absorbancia con respecto a la concentracion, lo
cual se atribuyd al equilibrio mondmero-dimero de estas porfirinas. En este
sentido debe tenerse en cuenta que casi todos los trabajos anteriores a 1993 que

consideraban la formacién de dimeros, deben interpretarse asumiendo que se trata

de especies poliméricas.

Los agregados de porfirinas generados en medio neutro son generalmente
de geometria poco definida. Hunter y Sanders® estudiaron tedricamente la
naturaleza de las interacciones m-m entre porfirinas en estado solido y soluciones
no acuosas. Segun su modelo los sistemas con dos porfirinas vecinas interactuando
cara-a-cara son paralelos y separados por 3,4-3,6 A, con los ejes N-N opuestos de
cada porfirina también paralelos entre si y una porfirina desplazada 3-4 A respecto

a la vecina a través del eje N-N (Fig. II-6):
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Fig. 11-6 Modelo de agregacion de porfirinas por medio de interacciones - propuesto por
Hunter y Sanders.*’

Bruice'"” describié la tendencia relativa a la agregacion en agua de
porfirinas amfifilicas en el orden siguiente: 5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil)-
porfirina  (H,TPPC,") >  5,10,15,20-tetraquis-(4-sulfonatofenil)porfirina
(H,TPPS,") > 5,10,15,20-tetraquis(4-N,N,N-trimetilaminofenil)porfirina
(H,TAPP*") > 5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)porfirina (H,TMPyP*"), para
estas porfirinas. H,TPPS,* y H,TPPC,* son porfirinas que poseen sustituyentes
cargados negativamente. Se ha propuesto que la presencia de cargas positivas en la
periferia podria provocar una mayor deslocalizacion de la nube m-electronica
mientras que la presencia de cargas negativas conduciria a una localizacion parcial
de la densidad electrénica en las proximidades del centro del macrociclo.”” Esta
mayor localizacién de la densidad electrénica convertiria el centro del anillo
porfirinico en un sitio de protonacion mas adecuado aumentando la basicidad y
disminuyendo la acidez de las especies y produciria fuertes interacciones de van
der Waals facilitando la formacion de dimeros o agregados a través de
interacciones entre sistemas 7. Las porfirinas amfifilicas catidnicas presentan una
tendencia a la agregacion menor que las anidnicas y esta tendencia es menor
cuanto mdas cerca del anillo se encuentra la carga positiva, o sea

H,TMPyP*" < H,TAPP*" !
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La H,TPPS,* (con los grupos sulfonato en las posiciones para-fenilicas) y
algunos de sus complejos metalicos agregan en determinadas condiciones mientras
sus derivados con sustituyentes en las posiciones orfo-fenilicas (por ej. —Cl, —F,
—CHj;, —OCHj;) no, lo cual indica la importancia del impedimento estérico en los

procesos de homoasociacién.'"”

11.1.2.2. Homoasociacion en medio acido

La homoasociacion de las meso-sulfonatofenilporfirinas en medio acido
habia sido detectada hace tiempo, pero hasta mediados de la década de los noventa
no se han publicado resultados fiables. En el afio 1971, Fleischer’® observo que la
5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina (NasTPPS,) por debajo de pH= 2,
ademas del &cido conjugado de la porfirina (H4TPPS42'), daba lugar a una nueva
especie, que presentaba en el espectro de absorcion UV-Vis dos bandas intensas a
489 nm y 708 nm. A pesar de estos resultados, Fleischer no llegd a interpretarlos
alegando que el comportamiento era muy complejo. El afio siguiente, Pasternack’’
describid un comportamiento similar para la 5-fenil-10,15,20-tris(4-sulfonato-
fenil)porfirina (Na;TPPS;), sefialando que en disolucion a pH= 2,8 y a
concentraciones de 2 x 10~ M, en los espectros de UV-Vis aparecian unas bandas
a 489 y a 710 nm. La intensidad relativa de estas bandas con respecto a las del
monomero, dependia de la fuerza idnica y de los electrolitos presentes en la
disolucién. Hambright** estudié la homoasociacion de la forma 4acida diprotonada
H,TPPS,*, y describi6 que los homoasociados no pasan por membranas de poros
de 0,45 um, que los grupos sulfonato estaban parcialmente en forma de —SO;H
(interpretacién no aceptada posteriormente) y demostré que las correspondientes
porfirinas  orto-sustituidas no forman homoasociados. Pasternack vy
colaboradores''® 22 afios después de haber observado por primera vez la banda a
490 nm detectaron un efecto de scattering (RLS: Resonance Light Scattering) a la
longitud de onda de esta banda de absorcion, el cual permite detectar la presencia
de homoasociados en soluciones muy diluidas siendo de gran ayuda en la

., 119
deteccion de estos agregados .
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N . 82,109,118,120,121
A finales del afio 1993, comenzaron a aparecer trabajos®'*'!%120121 gye

estudiaban, utilizando diversas técnicas (UV-Vis, DC, Raman, RMN-'H, etc),
diferentes aspectos del comportamiento de soluciones acidas de NayTPPS,
(H,TPPS,”) y que relacionaban los espectros de absorcién con la estructura
molecular del homoasociado (J-agregado).

Kaizu y colaboradores'® identificaron la sefial a 491 nm, observada en
disoluciones de H4TPPS,” como correspondiente a un homoasociado tipo J
resultado de la formacidn del par idnico entre el centro catidnico de una porfirina y
uno de los grupos anidnicos periféricos de otra porfirina vecina. Esta interaccion
entre porfirinas aunque es semejante a la establecida por nuestro grupo de
investigacion, atribuye una posicion relativa de los sustituyentes fenilicos distinta

(Fig. T1I-7).

Fig. II-7  Representacion esquemadtica del modelo de interaccion en el homoasociado J de
H,IPPS;", (a) propuesto por Kaizu y colaboradores;'”" y (b) establecido por Ribé y
colaboradores."”

Aungque Kaizu y colaboradores'* no pudieron distinguir experimentalmente
entre una estructura tipo (a) o (b) (Fig. II-7), argumentaron que la estructura (b) no
es posible debido al impedimento estérico entre los grupos meso-fenilicos que
adoptan una posiciéon perpendicular al plano del macrociclo. Segin Ribo y
colaboradores'” al ser estos grupos casi coplanares con el plano de la porfirina, la
estructura (b) favorece las interacciones solvofobicas. Ademas detectaron'” que a
partir de concentraciones de 1 x 10~ M aparece una nueva banda a 422 nm, la cual
se consider6 que era consecuencia de la formacion de agregados tipo H, a partir de

asociaciones ‘“cara a cara” de cadenas de J-agregados.
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En resumen, el modelo establecido para la homoasociacion de la Na,TPPS,
en medio acido acuoso (H4TPPS42*) es el de una estructura zwitteridonica
estabilizada por interacciones electrostdticas entre el centro catidnico de la
porfirina y los grupos anidnicos de la periferia de la porfirina (Fig. II-8). Este
modelo fue propuesto por primera vez por nuestro grupo'” como el
correspondiente a una agregacion lateral entre los anillos de porfirina, de tipo J.
Un aspecto interesante de este tipo de homoasociados de porfirina es que el
caracter isotropico de las interacciones electrostaticas se transforma en una
ordenacidn anisotrdpica debido a las interacciones hidrofobicas, que conducen a

homoasociados de geometria definida.

of T+ 1K

of T+ ] 10
wA o T+ [ JO
{11 1o

| — — v
70A  22A 0y (e

Fig. I1-8 Modelo del homoasociado tipo J."”
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I1.1.3. Objetivos

47,122

En nuestro grupo se han estudiado previamente las porfirinas

amfifilicas (Fig. I1-9) obtenidas por reacciéon de H,SO,4 conc. con la 5,10,15,20-
tetrafenilporfirina (TPP).

Na4TPPS4: R1= R2= R3= R4= 803_ Na*

Na3TPPS3: R1= H, R2= R3= R4= SO3_ Na+
NazTPPSZOPZ R1= R3= H, R2= R4= 803_ Na+
NazTPPSZady: R1= R2= H, R3= R4= 803_ Na+
NaTPPS1: R1= R2= R3= H, R4= SO3_ Na+

Fig.I1-9 Serie de meso-sulfonatofenilporfirinas obtenidas por sulfonacion de TPP.

Todas estas porfirinas obtenidas son solubles en agua, excepto la NaTPPS,,
debido a que el anillo porfirinico y la presencia de tres grupos fenilo sin sulfonar le
confieren un fuerte cardcter hidrofébico. La homoasociacion en agua y medio
neutro de este grupo particular de porfirinas conduce a agregados de geometria
poco definida pero en medio acido estas porfirinas se autoensamblan en diferentes

tipos de agregados coloidales de geometrias definidas.'”

Las estructuras
supramoleculares obtenidas por homoasociacion en el caso de las porfirinas
sulfonadas de la serie Na,TPPS, muestran geometrias mas definidas en
comparacion con las de la serie Na,DPPS,. Las interacciones hidrofobicas entre
fenilos por tanto son un factor clave y actian fijando la geometria en el caso de la

- . - 124
serie de meso-tetrafenilporfirinas sulfonadas.
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La homoasociacidn de estas porfirinas en medio acido implica un proceso
de segregacion de los contracationes Na de dos grupos sulfonato y los
contraaniones del dcido afiadido para diprotonar el anillo de porfirina al seno de la
solucién, forméndose un zwitteriéon doble. Por ejemplo en el caso de acidificar con
H,SO, la Na,TPPS; se forma primero la especie monomérica acida por
protonacién de los dos N pirroleninicos y esta especie se puede homoasociar con
la consecuente segregacion de aniones HSO; y cationes Na'. Es de esperar que
los contraiones sean liberados de las constricciones impuestas por la interaccidén
con las cargas i6nicas de la porfirina agregada, de gran tamafo relativo, por tanto
la cinética y extension del proceso de autoensamblaje dependeria de la naturaleza

de los contraiones.

monomero neutro

nf(4 Na*-H,TPPSy 2n Na* -(H,TPPS,%),

+ —— n (4 Na* ‘H,TPPS,> -2 HSO, ) —= +
HyS04 o

2n Na* +2n HSO,~

La mayoria de los trabajos previos sobre la agregacion de porfirinas
4-sulfonatofenil-sustituidas corresponde, cuando se especifica, a sus respectivas
sales sulfonato sddicas o amdnicas, dos tipos de iones que conducen a ligeras
diferencias cuantitativas. Obviamente se deberian observar ficilmente diferencias
cualitativas en el caso de contracationes de naturaleza muy diferente, por ejemplo
hemos observado previamente en nuestro grupo que las sales de tetrabutilamonio
de las sulfonatofenilporfirinas ademas de su esperada mayor solubilidad en

solventes orgénicos, no agregan en medios acidos.

Uno de los objetivos es la obtencién de los acidos sulfonicos de estas
porfirinas (Fig. 1I-10) para estudiar su homoasociacion en agua en ausencia de
otros iones que no sean los de la propia autoionizacion del agua, el

comportamiento acido/base (pK,) y su caracterizacién como fases solidas. Esto
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permitiria conocer el efecto de la naturaleza de los contraiones en la
homoasociaciéon en agua de estas porfirinas y ademds se obtendrian agregados
solidos sin contaminacién de sales inorganicas debido a la ausencia de otros
contraiones aparte de H;O" y OH . También se estudiara el pK, de la Na,DPPS,
para observar el efecto de la presencia de un grupo sulfonato unido directamente

en la posicion meso.

R4 R1

O O (A) NaTPPS;: Ry=Ry= Ry=R,= SO5 Na*
Na3TPP83: R1= H, R2= R3= R4= 803_ Na*
NazTPPSZOP: R1= R3= H, R2= R4= 803_ Na*
Na,TPPSya4,: Ri= Rp= H; Ry= R4= SO;~ Na*

(B) H,TPPS;:  Ry= Ry= Rz= Ry= SO3™ H30"

H3TPP83: R1= H, R2= R3= R4= 803_ H30+
H2TPP820p: R1= R3= H; R2= R4= SO3_ H3O+

H,TPPS,.4: R{=Ry=H; R3= R4= SO53~ H30"
R3 R2 2 2ady 1 2 3 4 3 3

Fig. 1I-10 (4) Porfirinas sulfonadas en su forma base-libre como sales sodicas; y (B) sus
respectivos dcidos sulfonicos en su_forma base-libre.

Otro de los objetivos es estudiar el proceso de autoensamblaje de Na,TPPS,
en unas condiciones experimentales determinadas para poder establecer algin
método de control de este proceso de homoasociacion tan complejo, con tantas

variables.

I1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Nomenclatura utilizada

En los resultados que presentamos a continuacion, de cara a evitar posibles
confusiones, para la designacion de las especies tetra- y trisulfonadas en solucién
nos basaremos en las abreviaturas indicadas en el Esquema II-1 (apartado I1.2.1) y

en la Tabla II-1.
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Tabla II-1 Abreviaturas utilizadas para designar las porfirinas y sus distintas especies.

Especies en solucion
Porfirinas
Base-libre Monomero diprotonado*
sales Na4TPPS4 Na4H2TPPS4 Na4H4TPPS4
sodicas Na;TPPS; Na;H,TPPS; Na;H,TPPS;
dcidos H4TPPS4 H2TPPS4 ZWH4TPPS4
sulfonicos H;TPPS; H,TPPS; zwH, TPPS;

* En el caso de las sales sddicas obtenidos por la adicion de acidos y en el caso de los
acidos sulfonicos por autoprotonacion.

En algunos casos al describir las especies en solucion también hemos
utilizado para hacer referencia a la base-libre: HZTPPS44_ 0 HZTPPS33_ y para la
forma monomérica diprotonada acida: H4TPPS427, H4TPPS;, sin distinguir si su

procedencia es de las sales sodicas o de los acidos sulfonicos.

I1.2.1. Preparacion de los acidos sulfonicos de porfirinas
meso-sustituidas

Se columnaron las porfirinas Na,TPPS,, Na;TPPS; y la sal disédica de la
5,10-difenil-15,20-bis(4-sulfonatofenil)porfirina (Na,TPPS,,4) a través de una
columna de intercambio catidnico. Se siguié el mismo procedimiento para las tres
porfirinas: se disolvieron aproximadamente 10 mg de porfirina no impurificada
con sales inorgénicas en 3 mL de H,O ultrapura y se columnaron usando también
H,O ultrapura como eluyente a través de una columna de intercambio i6nico
(forma &cida, 11 mL, ver parte experimental).

Para las tres porfirinas observamos que al cargar la columna con la
respectiva solucion neutra, ésta se acidifica al entrar en contacto con la fase
estacionaria, virando del color pardo-violeta caracteristico de las especies neutras

al verde de las respectivas formas 4cidas.
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R R
NasH,TPPS, | SO, Na* Na4H,TPPS, | SO;~ Na*
Na3H2TPPS3 H Na3H4TPPS3 H
- SOy Na* Na'70s8 SO3Na*
Na ogs s Na 3 orNa® 20X
+

+ 2 HX J-agregados

2X
R SOy Na* R SO;Na* oo [—
o{oo1 5 %
o—{esl—o
—-[ee}—o

H30+ _038 803_ H3O+

J-agregados

(0

R SO5™ H30*
R R
HzTPPS4 803_ H30+ ZWH4TPPS4 803_ H30+
H,TPPS; H zwH,TPPS; H

Esquema II-1 Esquema comparativo de los equilibrios acido-base y de las especies en solucion
de las sales sodicas y dcidos sulfonicos de las 4-sulfonatofenilporfirinas tetra- y trisulfonadas.

La elucion de H,TPPS, y de H;TPPS; (H,TPPS,= H,TPPS, y zwH,TPPS,;
n= 3, 4; Esquema II-1) requiere respectivamente unos 5 y 20 mL de H,O. Estas
soluciones pueden ser usadas directamente para estudios en solucién o bien
pueden ser liofilizadas o rotaevaporadas a muestras solidas. La H,TPPS,,4, en
cambio se queda fuertemente anclada en la fase estacionaria de la columna de
intercambio cationico. Esto es consecuencia de la fuerte interaccién entre los
grupos fenilo de la H,TPPS,,, y las cadenas de poliestireno de la fase

estacionaria.
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11.2.2. Estructura en solucion acuosa de los acidos
sulfonicos de porfirinas meso-sustituidas H;TPPS, y H;TPPS;

I1.2.2.1. Estudio por Espectroscopia UV-Vis

11.2.2.1.1. H,TPPS,

Las soluciones de H,;TPPS, pueden mostrar en solucion la presencia de tres
especies (Fig. 1I-11): la base-libre monomérica (H,TPPS,) con una banda B o de
Soret a 414 nm, el zwitterion monomeérico diprotonado (zwH4,TPPS,) que presenta
la banda B a 434 nm y el zwitterion polimérico formado por la agregacion tipo J
de la especie acida diprotonada, que muestra una banda de Soret a 490-492 nm.
Los espectros de absorcidon de estas especies no son distinguibles de los obtenidos

con la Na,TPPS,.

Especie Banda B (A,,;.., nm) Bandas Q (A,5x, nm)

H,TPPS, 414 516, 552, 583, 637
zwH4TPPS, 434 595, 645
J-agregado 490-492 635, 707

-
N

—~
—~ E
< © o8]
|
£ =
) =
- T 041
e
= ”
0 @ 0,01
o T T T !
- 500 600 700 800
x
w A (nm)
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Fig. II-11 Espectros UV-Vis de soluciones acuosas de H;TPPS;: (—) 1,3 x 10° M ; (——)
13 x 10" M; ) 1,3 x10° M; (—) 1,3 x 10° M. Se utilizaron cubetas de 0,001 cm;
0,01 cm; 0,1 cm; y 1 cm de camino optico respectivamente (las cubetas de 0,01 cm y 0,001 cm
utilizadas son sin entrada y salida).
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Las fracciones molares de cada una de estas especies depende de la
concentracidon total de porfirina, ya que una variacion de esta concentracidon
desplaza tanto el equilibrio 4acido-base como el de agregacion debido al cambio
concomitante del valor de pH. En el caso de soluciones muy concentradas el
empaquetamiento de las cadenas de J-agregado zwitterionico lineales comporta la
aparicién de una nueva banda a 420 nm debido a la asociacion tipo H de las
cadenas de J-agregado. Las soluciones mas concentradas de H,TPPS, que se
pudieron estudiar por espectroscopia UV-Vis muestran un hombro en la zona mas
energética de la banda B de la especie monomérica acida que corresponde a esta

agregacion tipo H.

La geometria del conjunto del macrociclo y los grupos fenilo sulfonados es
mas plana en el caso de la forma monomérica acida zwitterionica (zwH4TPPS,)
respecto a su forma base-libre (H,TPPS,;) lo cual facilita la formacion del
empaquetamiento en el agregado permitiendo una mayor aproximacion e
interaccion entre las diferentes regiones de porfirina amfifilica. El modelo
propuesto implica la estabilizacion de los zwitteriones mediante interacciones
electrostaticas y puentes de hidrogeno'* entre el macrociclo de una unidad de
porfirina y dos grupos sulfonato de dos porfirinas vecinas. Esta ordenacién es la
que genera una nueva banda de Soret (Bj) a 490-492 nm y el apilamiento de este
agregado monodimensional resulta en la aparicion de una banda de Soret a 420 nm
(By) caracteristica de los agregados tipo H. Tal como era de esperar el
comportamiento observado por espectroscopia UV-Vis de esta especie (H;TPPSy)

no es diferente al de su respectiva porfirina en forma de sal sddica.

La presencia de agregados se observo sdlo para valores de concentracion de
porfirina por encima de 0,1 mM lo que debe ser atribuido, como en el caso de la
Na,TPPS,, a la existencia de una cierta concentracion micelar critica. No obstante,
si comparamos el valor de concentracién micelar critica para la H,;TPPS, con el
reportado para su respectiva sal sodica (0,005 mM; a pH= 1; [HCI]= 0,1 M)”’

observamos que para el &cido sulfonico este valor es mas alto, lo cual se podria
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atribuir a la menor fuerza i6nica de la solucidén. En cualquier caso los resultados
indican una sorprendente estabilidad de la especie monomérica acida a pesar de su
gran tamafio y su caracter de doble zwitterion.

Ademads hay que destacar también que en las soluciones en las cuales hay
agregacion, la fraccidon de J-agregado aumenta con el tiempo y el estado estable
final no parece que se hubiera alcanzado ni después de varias semanas (Fig. 11-12).
Esta observacion estd de acuerdo con estudios previos sobre la presencia de
diferentes etapas de agregacion jerdrquica por encima del nivel nanomolecular.
Los ultimos estadios de agregacion mostrarian una evolucion mas lenta en
contraposicion  al  ridpido  equilibrio  reversible = acido/base  inicial
(H,TPPS, = zwH,TPPS,) y a las primeras etapas de la agregacién. En todo caso
esta lenta evolucion no se observa en el caso de la agregacion de las sales sodicas,

en donde se llega muy rapidamente a los tltimos estadios de la agregacion.

1,04

3 ——— recién preparada
_§ Tras 7 semanas
‘©
£
o 0,5
[
(7]
QO
<

0,0

T T T T T T 1
500 600 700 800
A (nm)

Fig. I1-12 Espectros UV-Vis (1= 0,1 cm) de una misma solucién 5,8 x 10° M de H,TPPS,(—)
recién preparada y () tras 7 semanas. Valores de absorbancia normalizados a la absorbancia
mdxima de la banda a 645 nm.

Estos efectos también pueden ser observados en el comportamiento de
agregacion/desagregacion de los J-agregados, por ejemplo los agregados de mas

de 10 dias desagregaron mas lentamente que los recién obtenidos.
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Para el estudio de las soluciones mas concentradas se utilizaron dos
modelos de cubetas de 1= 0,001 cm y 0,01 cm que se diferencian en que uno

presenta unos tabulos para su llenado (A) y el otro no (B).

En los espectros de soluciones con J-agregados utilizando las cubetas tipo B
(cubetas sin entrada y salida) de 1= 0,001 y 0,01 cm se observa siempre aumento
en la proporcidn de J-agregado respecto al mondmero diprotonado al disminuir el
espesor de la cubeta. En un principio pensamos que la explicacién podria ser un
proceso de seleccion de tamafio de particulas por capilaridad, al llenar estas
cubetas por desplazamiento “en himedo” de las dos superficies de la cubeta tras
depositar una gota sobre una de ellas. Pero a pesar de las evidencias de esta
seleccion nuevos estudios, actualmente en proceso, indican que el efecto se debe a
la interaccion entre la capa eléctrica de la superficie de cuarzo y la de la solucidn,
que favoreceria la floculacion de agregados cerca de la superficie.

Al comparar el espectro de soluciones de concentracién = 1 x 10~ M en
cubeta de 0,001 cm con el de una solucidén obtenida por dilucion directa de esta
misma solucién (1/10, = 1 x 10 M) en la cubeta de 0,01 cm (ambos espectros con
cubetas sin entrada y salida), ademas de la disminucion de la proporcion de
J-agregado se observa un desplazamiento batocromico de 1 nm de la banda B o
banda de Soret correspondiente al J-agregado, de 490-491 nm para la solucién
> 1 x 10° M en cubeta de 0,001 cm a 491-492 nm para la solucién = 1 x 10* M
en cubeta de 0,01 cm. Este desplazamiento batocrémico es dificil de interpretar
debido a los maltiples factores que pueden producirlo y es un punto pendiente de

estudio. Los posibles factores a considerar serian de tipo cinético en relacion al
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tiempo de evolucion de los agregados, y de tipo fisico como la posible orientacion

de los agregados con respecto a la superficie de cuarzo y su interaccion con ¢€sta.
El estudio de las bandas Q de una solucion de H;TPPS; 1,6 x 10° M al

utilizar cubetas con diferente camino 6ptico (Fig. II-13) indica el claro aumento de

la proporcion de agregado respecto al monomero acido al disminuir el camino

optico (0,1 cm = 0,01 cm = 0,001 cm).

0,044

o
o
o
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Fig. 11-13 Espectros UV-Vis de una misma solucién acuosa de H;TPPS; 1,6 x 107° M en cubetas
con diferente camino optico (las cubetas de 0,01 cm y 0,001 cm utilizadas son sin entrada y

salida).

La proporcion de agregado observada por espectroscopia UV-Vis en las
cubetas de tipo B (sin entrada y salida) es mayor que en las cubetas con tubulos, de
tipo A, por tanto la seleccion de particulas es mas importante en el caso de las

cubetas sin entrada ni salida (Fig. 1I-14).

0,54 081
T : I= 0,001 cm I= 0,01 cm

0,44 : 0,6
.© 1 ‘ @ s
S 3. %) sin tubulos
[ ’ . , [
I ] sin tubulos 8 044 [ con tubulos
5 0.2- con tubulos 5 ‘
(%] (%]
Ne) 1 Q
< 0’1 i < 0|2-

0.0 0,0-

400 500 600 700 800 550 600 650 700 750 800
A (nm) A (nm)

Fig. lI-14 Espectros UV-Vis de una misma solucion acuosa de H,TPPS, 1,1 % 1 0° M en
cubetas con y sin tubulos (tipos A y B respectivamente) de camino optico = 0,001 cm y
I=0,01 cm.
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En las cubetas con tubulos se observan diferencias reproducibles en la
proporcién de agregado en diferentes zonas de la cubeta (Fig. 1I-15). En las
proximidades del tibulo de entrada de la solucién observamos una mayor
proporcidn de agregado respecto de otras zonas de la cubeta, debido a un proceso

de “filtrado” durante el llenado de la cubeta por capilaridad.

1,24

———————— zona 1
J-agregado e 70N 2
1,0 4 491 nm zona 3

/

entrada
soluciéon

Absorbancia
normalizada

T - T T T T T 1
500 600 700 800
A (nm)

Fig. II-15 Espectros UV-Vis observados en diferentes zonas de la cubeta tipo A (I= 0,01 cm) de
una solucion acuosa 5,5 x 10 M de H,TPPS,. Absorbancias normalizadas a la intensidad

maxima de la banda a 645 nm.

11.2.2.1.2. H;TPPS;

Los espectros UV-Vis de las distintas especies de esta porfirina son
indistinguibles de los correspondientes a su sal sodica (Na;TPPS;) y son muy
similares a los de H,TPPS, y Na,TPPS,. Las soluciones de H3;TPPS; en agua
también pueden mostrar la presencia de tres especies (Fig. II-16): la base-libre
monomérica (H,TPPS;) con una banda B o de Soret a 414 nm, el zwitterion
monomérico diprotonado (zwH,TPPS;) que presenta la banda B a 434 nm y el
zwitterion polimérico formado por la agregacion tipo J de las especies acidas

diprotonadas, que muestra una banda de Soret a 489 nm.
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Especie Banda B (A4, nm) Bandas Q (A4, nm)

H,TPPS; 414 515, 553, 581, 636
zwH,TPPS; 434 597, 646
J-agregado 489 635, 709

——1,1x10°M
— ——1,1x10"M
= ——1,1x10°M
T" ——1,1x10°M
2
LDIO ) g o
‘>_< 500 600 700 800
« A (nm)

T T T T 1
600 700 800
X (nm)

Fig. 11-16 Espectros UV-Vis de soluciones acuosas de H;TPPS;: (—) 1,1 x 10° M ; (——)
11 x10°M; ) 11 x10° M; () 1,1 x 10° M. Se utilizaron cubetas de 0,001 cm;
0,01 cm; 0,1 cm; y 1 cm de camino optico respectivamente (las cubetas de 0,01 cm y 0,001 cm
utilizadas son sin entrada y salida).

La agregacion se detecta por UV-Vis a partir de una concentracién de
0,02 mM. En contraste, para la sal trisédica a pH= 1 ([HCI]= 0,1 M) la formacién
de J-agregados se detecta a concentraciones del orden de 0,002 mM."** O sea que
de modo analogo al caso de la porfirina tetrasulfonada, la porfirina H;TPPS; en su
forma de acido sulfénico se agrega a concentraciones mayores que su respectiva
sal sodica. Si comparamos la H;TPPS; con la H;TPPS, o bien la Na;TPPS; con la
Na,TPPS, observamos que el hecho de tener un fenilo libre aumenta el grado de
homoasociacion debido al aumento de las interacciones hidrofobicas. También en
soluciones muy concentradas, se observa el empaquetamiento tipo H de las
cadenas de J-agregado zwitteridnico lineales a través de una nueva banda a
420 nm. No obstante, en el caso de la H;TPPS; a concentraciones del orden
~1x 107 M esta banda se define perfectamente, lo cual contrasta con el caso de la

H4TPPS, para la cual esta banda no es observable con tanta facilidad.
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Como en el caso de la HyTPPS,, las fracciones molares de cada una de las
especies de H;TPPS; en solucidon vienen determinadas por la concentracién total
de porfirina, ya que al variar ésta se produce un desplazamiento tanto del
equilibrio 4cido-base como del equilibrio de agregacion debido al cambio
concomitante del valor de pH. Se han observado los mismos procesos de seleccion
de J-agregados en el llenado de cubetas de 0,01 cm y 0,001 cm y también se ha
observado un incremento de la fraccion de J-agregado con el tiempo y que un

estado final estable no se consigue ni hasta después de dos meses (Fig. II-17).

2,0 1
—— recién preparada
—— 1 dia
1,54 2 dias
—— 6 dias
10 dias
1,0 1 —— 7 semanas

Absorbancia

0,54

004
T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Fig. I1-17 Cambios en los espectros UV-Vis (I= 0,1 cm) de una solucién 5,1 x 10° M de
H;TPPS:;.

Los espectros UV-Vis de las soluciones madre, al estar el equilibrio
completamente desplazado hacia los J-agregados, no muestran diferencias
cualitativas con el paso del tiempo (Fig. [I-18a). No obstante, es muy significativo
que al cabo de dos semanas se observa una menor intensidad de la banda a
490 nm, lo cual indica que su apilamiento tipo H conduce a particulas mas
grandes. Esto se traduce en coeficientes de extincion molar aparentemente
menores. Ademds en los espectros UV-Vis obtenidos al diluir soluciones
agregadas se observaron diferencias en la desagregacion de homoasociados entre
soluciones mas o menos envejecidas. Los agregados de mas de 10 dias

desagregaron mas lentamente que los recién obtenidos. Por ejemplo una dilucién
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1/100 realizada a partir de una solucién de H;TPPS; 1 x 10 M recién obtenida de
la columna de intercambio catiénico, comparada con la misma dilucion realizada a
partir de esta misma solucion madre de H;TPPS; dos semanas después de su
obtencion, mostraron un espectro UV-Vis muy distinto (Fig. II-18b). La diluciéon
preparada a partir de la soluciéon madre envejecida durante dos semanas mostro
una mayor proporcidon de J-agregados lo que confirma la irreversibilidad de los
J-agregados en los ultimos estadios de agregacion. Ademas esta caracteristica se
observa mas facilmente en el caso de la H;TPPS; en comparacion con la HyTPPS,,

como es de esperar por su diferente capacidad de homoasociacion.

0,8+
(a)
0,6 .
-g recién preparada
% tras dos semanas
o
[
o)
(2}
Ne!
<C
T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
A (nm)
0,4
(b)
.©
<
© dilucion 1/100 de la sol. madre
'g 0,2 el mismo dia de su obtencién
2 ;
< dilucion 1/100 de la sol. madre
envejecida 2 semanas

T T T T T T T i !
400 500 600 700 800
A (nm)

Fig. 11-18 Variacion con el tiempo de los espectros UV-Vis de soluciones de H;TPPS;:
(a) 1 x 107° M (1= 0,001 cm; sin tibulos); y (b) 1 x 107 M, dilucién (1/100) de la misma solucién
anterior (1= 0,1 cm).
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I1.2.3. Estimacion de las diferencias de los valores de pK,
entre los acidos sulfonicos (H,;TPPS, y H;TPPS;) y las
respectivas sales sodicas y pK, de la sal tetrasodica de la 5,15-
disulfonato-10-20-bis(4-sulfonatofenil)porfirina (Na,DPPS,)

Tal como es de esperar para grupos NH, las porfirinas se comportan como
acidos débiles, siendo necesarios medios basicos fuertes para detectar
espectrofotométricamente los dianiones (P*). H,P es la especie estable en medios
neutros. La basicidad de las porfirinas se manifiesta por su solubilidad en 4cidos

minerales, en los que podemos detectar facilmente el dication (H4P*").

Ki Ky Ks Ky
---------- +H* I T L tH
P2 =~ HP~ = |H,P: HsP H4P2*
___________ _H+ _H+ oo _Ht _H+
------------ Fo-=========- 7
i monoémero | + base libre . monomero
i desprotonado 10 mon. neutro . diprotonado

En los porfirinoides los valores de pK,; y pKa.s acostumbran a diferir poco
y estas pequefias diferencias provocan que la especie monoacida (monocatién) sea
dificil de detectar. En el caso de las porfirinas con sustituyentes en las posiciones
meso esta diferencia disminuye atn mas. Para los porfirinoides en general, se
acepta que la base-libre al captar un proton se deforma de tal forma que se
favorece la protonacién del otro nitrégeno pirroleninico y esto limita el margen de
pH de existencia del monocation. En el caso de las porfirinas meso-aril-
sustituidas, este margen es menor, ya que posiblemente la deformacién que se
produce ayuda al anillo fenilico a rotar hacia una posicion casi coplanar respecto al
anillo de porfirina, facilitando asi la interacciéon de los sistemas 7 conjugados.*
Por lo tanto se pueden estudiar los equilibrios a diferentes valores de pH siguiendo
la evolucién de la banda Soret y determinar un pK, aparente correspondiente a
(pKas + pKag)/2. Aparte del efecto de los anillos fenilicos, también hay que
considerar los efectos inductivos de los sustituyentes en la basicidad del
macrociclo. Asi un mayor caracter donador de electrones de los sustituyentes

presentes provoca un aumento en la basicidad de la porfirina.

58



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

11.2.3.1. Na,DPPS,

Uno de los objetivos descritos en la primera parte de este trabajo era el
estudio del pK, de esta porfirina para observar el efecto que el grupo sulfonato,
unido directamente en la posicion meso, puede ejercer sobre la protonacidn de los
N pirroleninicos del anillo de porfirina. Para ello realizamos medidas de
espectroscopia UV-Vis (Fig. 1I-19) de soluciones acuosas de NayDPPS,, recién
preparadas y a temperatura ambiente, de concentracion 5,5 x 10° M y a diferentes

pH (para mas detalle, ver parte experimental).

0,7 4

T A —— pH=16,84
0,6 N pH= 6,51

0,5 1

04

0,3 1

Abs

0,2 +

o1d £/ B4 e

Abs

350 400 450 500 500 600 700
A (nm) A (nm)

Fig. 11-19 A4) Variacion con el pH de los espectros UV-Vis (I= 0,1 cm) de Na,DPPS,
(5.5 x 10°M); B) ampliacién de la zona de la banda B (banda de Soret, Sy—S.) del monémero
dcido: HDPPS/, A= 433 nm y de la base-libre: H,DPPS,”, Api= 414 nm; C) ampliacion
de la zona de las bandas Q (S,—S)).
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A pH= 1,6 toda la Na,DPPS, se encuentra en forma acida (H4DPPS427) ya
pH= 7,1 en forma base-libre (HzDPPSfﬁ). Las bandas caracteristicas de ambas

especies se detallan en la Tabla I1-2:

Tabla I1-2 Bandas observadas por espectroscopia UV-Vis para la Na,DPPS,.

Compuesto Banda B (nm) * Bandas Q (nm)”
. ‘~ 518 (5500), 559 (3300), 584
base-libre (H,DPPS,") 413 (120000) (2900 y 640 (1500)
dcido diprotonado (H,DPPS;") 433 (110000) 584 (3900) y 634 (5030)

* Entre paréntesis se detallan los valores del coeficiente de absortividad molar ¢ (M 'cm™) para cada
una de las bandas.

Los espectros no muestran puntos isosbésticos, por tanto hay mas de dos
especies involucradas en el equilibrio, lo cual sugiere la presencia del monocation.
La transicion entre las dos bandas de Soret sugiere la presencia de dos quasi-
centros isosbésticos. Esto estaria de acuerdo con la presencia de dos especies
acidas: el monocation y el dication. Se observa que el monocation absorbe en la
zona de la banda del mondmero neutro, con la banda Soret aproximadamente a
420 nm. La representacion de los valores de pH frente al logaritmo decimal de la
relacion de concentraciones de la base y de su acido conjugado pone de manifiesto
la existencia de dos valores de pK,. Siguiendo el método descrito en la parte
experimental se obtuvieron las representaciones mostradas en la Fig. 1I-20 a las
longitudes de onda siguientes: a) 414 nm (longitud de onda de méxima absorcidén
de la porfirina base-libre) y b) 433 nm (longitud de onda de méxima absorcién de
la porfirina 4cida diprotonada). El desplazamiento hacia valores de
log ([H,DPPS,* J/[H,DPPS,*]) > 0 es consecuencia de la medicién simultinea a
A= 414 nm de la especie neutra y de la especie monoprotonada, cuyo maximo de

absorcion difiere en algunos nandmetros.
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pH:pKa pH:pKa
A pH 7- . - B pH 6_-
6 an
] ] 54
51 ]

y = 5,58+1,07x  r=0,955 37 y=37+124x r=0.998

. 1 y=4,08+131x r=0,998
24
24
A5 40 05 00 05 10 15 10 s 00 05 10 15
log ( [H,DPPS,J[H,DPPS *1) log ([H,DPPS,"J[H,DPPS,"])

Fig. II-20  Representacion del pH vs. log ([HZDPPS/’*] / [H4DPPS427]),A) a Aapa = 414 nm; y
B) a Auypu= 433 nm.

Para A= 414 nm obtenemos una curva de valoracion que indica la
presencia de dos pK, separados por unas dos unidades de pH: con los valores
aproximados pK,= 5,6 £ 0,1 (monodcido) y pK,= 4,1 £ 0,1 (didcido). En
cambio para A, = 433 nm obtenemos soélo un valor de pK,ipn= 3,7 £ 0,1
[PKa2= (pPKastpKas)/2], debido a que el mondmero base-libre y el monocation
absorben en la misma region del espectro. Teniendo en cuenta los posibles errores
experimentales (p. €j. contaminacion de la banda de Soret de H,P con la banda de
Soret de H;P") es evidente la deteccion de dos pK, diferenciados
aproximadamente en dos unidades de pH. Esto contrasta con los valores de pK, de
porfirinas sustituidas en meso por grupos arilo,** en donde s6lo es posible la
deteccion de una unica transicidn promedio debido a la poca diferencia entre los
valores de pK.3 y pKas.

El valor de pK,; para la Nay,DPPS, sélo difiere cerca de media unidad con
respecto al pK,» (valor promedio; pKyiz= (pKat pKas)/2) de la Na,TPPS,
(4,8-4,9)%8% v ¢l valor de pK, difiere en aproximadamente una unidad. La

presencia de sustituyentes sulfonato unidos directamente en las posiciones meso
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convierte en mas bdasico el anillo de porfirina para la primera protonacion y hace
mas dificil la segunda protonacion, que tiene lugar a medios mas acidos respecto
la Na,TPPS,. Esto sugiere que el efecto de los grupos sulfonato en meso se
manifiesta por factores de tipo estérico (conformacion de anillo de la porfirina con
tres protones). Estos factores probablemente tienen relacion con los procesos

126

e . . 1
tautoméricos de esta porfirina cuando es estudiada por RMN-"H, ~° que contrastan

con los de las porfirinas meso-tetrafenilsustituidas.

11.2.3.2. H,TPPS, y H;TPPS; en ausencia de contraiones
distintos a los generados por autoionizacion (de los
correspondientes acidos sulfonicos)

Los éacidos sulfonicos H4TPPS, y H3;TPPS; ofrecen la posibilidad de
estudiar los equilibrios acido-base correspondientes a K; y K4 en ausencia de
contraiones. Esto permitiria observar el efecto de la presencia de un exceso de
contracationes en la solucién sobre la estabilidad de las especies diprotonadas
zwitterionicas (seria de esperar que un zwitteridn formado por un doble catidon con
las cargas negativas muy alejadas, deberia ser mas estable en presencia de un
exceso de contraiones). Para este estudio se requirid el uso de soluciones en donde
no existiera agregacion, o sea en donde sélo estuvieran presentes las especies
monoméricas H,TPPS, y zwH,TPPS, (n= 3, 4). Esto implica el uso de rangos de
concentracion distintos para H,TPPS; y H;TPPS; debido a su diferente
comportamiento en la agregacion.

Las concentraciones se determinaron por espectroscopia UV-Vis y el pH se
calculo a partir de las concentraciones de porfirina base-libre y diprotonada. En el
caso de la H;TPPS,, 2 moles de H;O" por mol de zwH,TPPS, y 4 moles de H;O"
por mol de H,TPPS, y para la H;TPPS;, 1 mol de H;O" por mol de zwH,TPPS; y
3 moles de H;0" por mol de H,TPPS; (ver parte experimental). Las estimaciones
de estos valores aparentes de pK, ) se realizaron mediante la determinacion del

valor de pH en donde se cumple:

[H, TPPS, ] _0 n=34

09 i TPPS T =
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PH=pK, pH=pK,
7 77

HTPPS, H,TPPS,

64

ASBOST 090 | - y=4,93+0,93x r=0,981 |
/. /1/5- ’

4- 4
3 34
40 05 00 05 10 050 025 000 025 050
log ([H,TPPS ]/ [zwH, TPPS,]) log ([H,TPPS,] / [zwH,TPPS,] )

Fig. II-21 Representacion del pH vs. log ([H,TPPS,]/[zwH,TPPS,]); n= 3, 4, (Aana.= 434 nm).

El valor de pK,,) obtenido (Fig. 1I-21) fue 5,0 + 0,1 para la H,TPPS, y
4,9 £ 0,1 para la H;TPPS;, valores similares o en todo caso mayores a los
reportados previamente para la NasTPPS, (ie. 4,6 y 4,8) medidos usando

82,84 - - :
" es decir cuando el electrolito presente es suficiente para

soluciones tampodn,
nivelar los efectos de par i6nico lo que permite la comparacion de los valores de
pK, entre diferentes compuestos. Estos valores de pK, implican que los pasos de
mono- y diprotonacion son simultaneos, una tendencia comun en porfirinas meso-
sustituidas.””'*® En estas porfirinas anidnicas la protonacién representa una
disminucion de la carga negativa total de la molécula (4— = 3— = 2-), lo cual
probablemente constituye la fuerza impulsora que conduce a una basicidad
relativamente alta de los N pirroleninicos. En relacion con esto es significativo que
para la porfirina cationica 5,10,15,20-tetraquis(N-metil-4-piridil)porfirina, en
donde la protonacidon implica un progresivo incremento de la carga positiva total
(4+ = 5+ = 6+), se puede distinguir entre los pasos de mono- y diprotonacion.'”
Hemos estudiado también la dependencia con la temperatura (Fig. 11-22) del
pKaas2) de HYTPPS, y Na,TPPS, (acidificada con H,SO,) (valores aproximados a
partir de la relacion de concentraciones). No se observaron diferencias

significativas entre ellas, no obstante estas porfirinas comparadas con otros
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derivados de imina"® muestran una dependencia remarcable del pK,) con la
temperatura, con una variacion de hasta una unidad de pH en un margen pequefio

de temperaturas (25-85°C).

6.0-
= H,TPPS, 1,6x10°M

>®1 o Na,TPPS,2,7x10°M

pK

a(1/2)
5,04

4,5
4,01

3,54

T T T T T T T T T T
0,00285 0,00300 0,00315 0,00330 0,00345
T (K"

Fig. 1I-22  Dependencia del pK,., con la temperatura (25-85°C) para (m) H,TPPS,
1,6 x 10° M; y (o) Na,TPPS;2,7 x 10°° M.

Estos resultados muestran un comportamiento acido/base similar para H, TPPS,
y Na,TPPS, (n= 3, 4). La estructura de la especie diprotonada es la de un doble
zwitterion de gran tamafio con una larga separacidon entre sus cargas formales
positivas y negativas (~ 7 A entre un grupo sulfonato con carga negativa y su
posicién a-pirrodlica mas cercana, ver Fig. II-23). Los resultados indican que la

estabilidad relativa entre la especie de base-libre y la diprotonada no se ve afectada

Sy :SX
A~ + +
<« ~7A— SO3”
~4AJ . TA y

______________ / ~6 A

por la ausencia de contraiones.

Fig. 11-23 Representacion simplificada de algunas distancias caracteristicas de la porfirina
H,TPPS,.
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I1.2.4. Interaccion de las porfirinas meso-sustituidas
(H4,TPPS, y H;TPPS;) sobre superficies de cuarzo y vidrio

I1.2.4.1. Estudio por Espectroscopia UV-Vis

A pesar las similitudes en el equilibrio dcido-base de las porfirinas sales
sodicas y de sus formas de &cido sulfonico, se observaron diferencias importantes
en la interaccion de sus soluciones acuosas cuando estd presente un tercer
componente, por ejemplo las superficies del recipiente de vidrio o cuarzo.

La manipulacion o almacenamiento de soluciones de estos d4cidos
sulfénicos usando recipientes o pipetas de vidrio neutro o de borosilicato resultd
en su parcial o total neutralizacion. Por ejemplo una gota de una solucidon
1 x 10° M de H,TPPS, de color verde, propio de su forma acida zwitteridnica
predominante a esta concentracion (zwH,TPPS,), tras pocos segundos en contacto
con una pipeta de vidrio Pyrex vird a un color rojizo (i.e. HTPPS,). El tratamiento
previo del vidrio Pyrex de borosilicato con HCIl retrasa este efecto de
neutralizacion. La silanizacién del material evita el fendémeno, el cual tampoco se
observa si se utilizan materiales de plastico (p. ej. PELD y PEHD). Los
experimentos siguientes ilustran este comportamiento. Preparamos una serie de
diluciones en H,O y en H,SO,4 0,1 M en recipientes de cuarzo, Pyrex y vidrio
topacio. Los espectros UV-Vis mostraron un efecto de neutralizacién con el
tiempo para las soluciones no acidificadas con H,SO,4 segtin el orden siguiente:
Pyrex>vidrio topacio>>cuarzo (Fig. 1I-24). En las soluciones acidificadas con

H,SO, 0,1 M no se detectd este efecto.
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banda B monémero neutro banda B monomero acido
(414 nm) (434 nm)
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Fig. 11-24 Variacion de los espectros UV-Vis (I= 0,1 cm) de una solucion 5 x 10° M de
zwH,TPPS, (pH= 4,7) acabada de preparar y al cabo de 26 dias de estar almacenada en
recipientes de distintos materiales.

11.2.4.1.1. Interaccion con vidrio neutro

En el caso del vidrio neutro, ademas de la neutralizacion, tras un periodo de
contacto de dos semanas se observaron indicios de contaminacion con la presencia
de un compuesto de tipo porfirinoide, cuyo espectro UV-Vis muestra una banda B
a 420 nm y dos bandas Q a 555 nm y 593 nm. Originalmente su espectro UV-Vis
era el tipico de la especie base-libre con la banda B a 414 nm. En la Fig. II-25 se
muestran los espectros (1= 1 ¢cm) de una misma solucién 1 x 10° M de H,TPPS,
preparada por dilucién acuosa de una solucién 5 x 10° M de H,TPPS, contenida
durante mas de dos semanas en un vial de vidrio topacio. Después de dos semanas
la solucién presenta un espectro UV-Vis con una banda a 420 nm que atribuimos a
la formacion del porfirinato de Si (SiTPPS,) puesto que al afiadir unas gotas de
H,SO,4 1 M se obtiene la banda B caracteristica de la especie zwitterionica acida
(zwH4TPPS,) y al neutralizar la solucion con NaHCO; se obtiene de nuevo la
banda B propia de la base-libre volviendo a la situacion inicial (H,TPPS,), cuando
fue preparada la solucién. Este comportamiento coincide con el esperado para los

porfirinatos de Si, los cuales se desmetalan en HCL."'
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Fig. I1-25 Espectros UV-Vis (I= 1 cm) de una solucion 1 x 10° M de H,TPPS, después de estar
mas de dos semanas en un vial de vidrio topacio (SiTPPS,) y después de acidificar con H,SO,
(zwH,/TPPS,) y neutralizar con NaHCOj; (H,TPPS,).

11.2.4.1.2. Interaccion con cuarzo

En el caso de materiales de cuarzo se observa un efecto similar de
neutralizacidn pero éste tiene lugar en menor extension que el detectado en
materiales de vidrio (véase Fig. I1-24; pag. anterior). Hemos observado un claro
efecto de la superficie de cuarzo sobre la relacion [H,TPPS,]/[zwH,TPPS,] de
soluciones de porfirina como evidencia la dependencia del pK, aparente con el
camino dptico de la cubeta usada para su medida. Por ejemplo, para la H;TPPS, en
cubetas de 1 cm y 0,1 cm de camino dptico, el pK, estimado fue de 5,0; pero al
utilizar cubetas (de llenado por capilaridad sin tubos de entrada y salida) con
menores caminos opticos, de 0,01 cm y 0,001 cm, se observd una disminucion a
4,4 y ~ 4,1 respectivamente del valor de pK, aparente (Fig. II-26). Sélo para una
relacion superficie/volumen elevada se puede detectar el efecto de neutralizacion

de la superficie de cuarzo: el 4rea en contacto con la solucion es la suma de las dos

superficies de la cubeta (5,2 cm?) y el volumen es de 2,6 pL y 26 uL para las
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cubetas de 0,001 cm y 0,01 cm respectivamente. Ademads para cubetas de caminos
opticos 0,001 cm y 0,01 cm con tubos de entrada y salida, el efecto de
neutralizacidon no fue tan importante ya que la solucion contenida en los tiibulos
implica un mayor volumen de solucién. A relaciones superficie/volumen bajas,
por ejemplo en el caso de cubetas estandar de 0,1 cm, con 8,4 cm” de la suma de
las dos superficies y 350 uL de volumen, el valor aparente de pK, no difiere del

medido en una cubeta de 1 cm de camino optico.

« Cubetal= 0,1 cm 545 pH
- o Cubeta tipo A= 0,01 cm 52_' C
- a CubetatipoBI1=0,01cm
B
oo ) o 4,2
[ - A
4,01
—1,I00 ' —0,I75 ' —0,I50 ' —0,I25 ' 0,00 ' O,I25 ' 0,I50
| [H2TPPS4]
9 [zwH,TPPS ]

Fig. 11-26 Representacién grdfica del pH vs. log ([H.PJ/[HP*"]) para soluciones de
H,TPPS/zwH,TPPS, en cubetas de (m) 1= 0,1 cm, (®) 0,01 cm con tubulos (4); y (A) 0,01 cm
sin tubulos (B). El valor de pH esta calculado a partir de la concentracion de H;TPPS, (x4) y de
ZWH4TPPS4 (x2)

Este efecto de neutralizaciéon podria ser explicado por la presencia de
posiciones con un caracter fuertemente alcalino en la superficie de cuarzo (e. g.,
RO"). No obstante, no hay reportes previos en la literatura sobre la presencia de
grupos alcoxi muy basicos en superficies de cuarzo fundido equilibrado con agua a
temperatura ambiente. Esto se confirma porque el tratamiento previo de las
superficies de cuarzo con HCI no condujo a cambio ninguno sobre el efecto

observado.
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Por UV-Vis se detectd la presencia de H,TPPS, adsorbida sobre la
superficie de cuarzo (Fig. 1I-27) indicando que el fendmeno de neutralizacion
observado ocurre simultaneamente a la adsorcion de la porfirina en su forma base-
libre (414 nm). Esta capa de porfirina puede desorberse facilmente con lavados
con H,O pero se mantiene una capa fuertemente adsorbida de porfirina, que
presenta la banda de Soret a 420 nm en lugar de 414 nm. Esta capa resiste los

lavados con H,O pero se puede desorber con soluciones acuosas acidas o salinas.
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Fig. I1-27 Espectros UV-Vis (1= 0,1 cm) de (a) una solucién de H,TPPS;1 x 10 M; y (b) de
la misma cubeta (llena de agua) tras sucesivos lavados con agua.

En soluciones concentradas que contenian J-agregado se observd ademas la
presencia de J-agregado adsorbido en las paredes de cuarzo de la cubeta, pero tras
varios lavados con H,O solo se detectd la banda a 420 nm correspondiente a la
capa de porfirina fuertemente adsorbida sobre la superficie de cuarzo (Fig. 11-28).
Al realizar los lavados con H,O y llenar de nuevo la cubeta con H,O para realizar
un nuevo espectro, parte del agregado se disuelve y se observa un hombro en la
zona de 434 nm indicativo de la presencia de la forma diprotonada 4cida. Cuando
por lavados sucesivos desaparece el agregado este hombro no se detecta y tenemos
unicamente la banda a 420 nm, que no desaparece con lavados con H,O (es
necesario un tratamiento con soluciones salinas o 4cidas para su desaparicion).
Esta adsorcion de J-agregados se observa para soluciones acidas agregadas de
H4TPPS, tanto procedentes de la forma de 4cido sulfénico como de la sal

tetrasodica.
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Fig. 11-28 Espectros UV-Vis (1= 0,1 cm) de (a) una solucion de H,TPPS; 2,3 x 10° M (H,SO,
0,05 M); y (b) espectros en H,O tras sucesivos lavados de la cubeta utilizada para realizar el
espectro (a).

El fenémeno de adsorcidon también pudo ser observado, con una mayor
sensibilidad, mediante espectros de fluorescencia de excitaciéon e incluso se
pudieron detectar claramente 4 bandas Q asociadas a la banda B a 420 nm, lo cual
corrobora que la capa fuertemente adsorbida en superficie corresponde a una

porfirina en su forma base-libre. Este fenomeno de adsorcidon se observa también

con la H;TPPS;.

I1.2.4.2. Estudio por Microscopia de Fuerzas Atomicas (AFM)
de la porfirina adsorbida sobre cuarzo

Se utilizé una placa de las cubetas de cuarzo de tipo “cerrado” de
1= 0,01 cm (véase Fig. II-26; pag. 68), sobre el centro de la cual depositamos
50 pL de una solucién de H,TPPS, 1,3 x 10 M (que no presenta J-agregado).
Posteriormente preparamos una pelicula liquida como si fuésemos a utilizar la
cubeta para realizar una medida de UV-Vis y dejamos la solucion en contacto con
el cuarzo de la cubeta durante 5 min, después separamos las placas y las lavamos
con un chorro de H,O varias veces. Utilizamos una placa de la cubeta de cuarzo,
que no ha estado en contacto con la solucion, como blanco y la otra placa de la
cubeta, que ha estado en contacto con la solucion monomérica de porfirina, como
muestra para el estudio de de la capa adsorbida. La placa de cuarzo que ha estado

en contacto con la solucién presenta un espectro UV-Vis correspondiente a la
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porfirina monomérica no protonada (H,TPPS,) adsorbida sobre la superficie de
cuarzo, con una absorbancia de la banda Soret (420 nm) del orden de < 1 x 10™°.
Esta adsorcion como hemos visto anteriormente en el estudio del fendmeno
mediante espectroscopia UV-Vis parece ser independiente de la relacion de
H,TPPS,/zwH,TPPS, presente en la solucidén de contacto.

Las medidas de Microscopia de Fuerzas Atomicas en modo tapping
(Fig. I1-29) no indicaron ningin ordenamiento especial de la capa, pero los analisis
topograficos de seccion sugirieron que la capa adsorbida correspondia a una
monocapa de porfirinas depositadas de forma planar sobre la superficie de cuarzo.
El incremento de rugosidad observado en la placa de cuarzo con porfirina
adsorbida respecto de la placa de cuarzo utilizada como blanco sugiere un grosor
de la capa de porfirina entre 0,5 nm y 1 nm. Esto estaria de acuerdo con el grosor
esperado para una monocapa de porfirinas dispuestas de forma plana respecto de

la superficie (seccion ortogonal de porfirina = 0,75 nm).

Superficie de cuarzo
fundido (blanco)

topografia/amplitud

[ 2.00 p= 0 2.00 pm
Data type Height Data type Amp i tude
z range 5.000 nm 2 range 0.05000 v

H,TPPS, sobre superficie
de cuarzo fundido

topografia/fase (los puntos mas
oscuros corresponden al cuarzo)

0 2.00 pm 0 2.00 pm T
Data type Hedght Data type Fhase
2 range 5,000 rm 2z range 10.000 ©

Fig. 11-29 Imdgenes de AFM (2 um x 2 um) de la superficie de cuarzo fundido antes y después de
haber estado en contacto con una solucion de H,TPPS,; 1,5 x 107 M (ver texto).
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I1.2.4.3. Estudio por Espectrometria Fotoelectronica de Rayos
X (XPS)

Para el estudio por XPS de la adsorcién de porfirina sobre cuarzo
utilizamos las mismas placas de cuarzo preparadas como se describe en el
apartado anterior para las pruebas de AFM. En la Tabla II-3 se muestran los
valores de energia de enlace para el N 1s de los dos tipos de N presentes en las
porfirinas en su forma base-libre, en este caso la 5,10,15,20-tetrafenilporfirina

(TPP) y 1a 2,3,7,8,12,13,17,18-octactilporfirina (OEP) descritos en la literatura.'**

Tabla I1I-3 Energia de la banda N Is en porfirinoides.’*

Compuesto N pirroleninico |N pirrdlico e;:;\t]e;t;id(a]\tll Il; f:f;zzlff; CIZ: f;'i‘:il::é’;i ‘Z) ‘;)
TPP 398,2 eV 400,1 eV 2:2
OEP 3978 eV 3999 el 2:2
meso- 3977 eV 3999 eV 3:1
trifenilcorrol
25 Mg T T T T T - T T T T T
z
2k _
181 _
T g i g § § 7]
_..a—ﬂh““ﬂ\'l’ll.l Blmun_rﬂ#__ = . IU é ﬁ ‘ &
- Lo}
. B N
e e S
S B \” i g § J| § 84
—— tEIRREEL N
T |
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Binding Enengy (e

Fig. I1-30 Espectros de XPS de baja resolucion de la superficie de cuarzo fundido utilizado
como blanco (Blanco) y de la superficie de cuarzo fundido lavado con H,O tras estar en contacto
durante 5 min con una solucion de H,TPPS, (1,3 x 107 M) sin J-agregado (S4).
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Se registraron espectros de baja resolucion (Fig. I1-30) y de alta resolucion

para las energias de C 1s, N Is, O 1s, S 2s, S 2p, Si 2s y Si 2p.

La superficie del blanco aparte de las sefiales de Si (2s y 2p) y O (Is y 2s)
mostrd sefiales de contaminacion importantes de C (1s) grafitico y N (1s). La
superficie de cuarzo que habia estado en contacto con la solucion de H,TPPS,
ademas de los picos correspondientes a los elementos Ca (2s y 2p), Cl (2p) y Na
(1s), provenientes seguramente de la contaminacion del agua, mostrd los picos de

S (2s y 2p) provenientes de la porfirina adsorbida.

Aplicando la siguiente expresion:

Area pico elemento 1/ ct (factor)

%elemento 1 = -
7 > Area pico todos los elementos

se realizd un andlisis semicuantitativo elemental a partir de las areas relativas de
los picos de los espectros de baja resolucién y de los valores de intensidades

. ~ 133 . .
espectrales que se atribuyen a estas sefiales. *~ Los valores obtenidos se reflejan en

la Tabla I1-4:

Tabla II-4 Composicion elemental (%) determinada a partir de las areas relativas y los factores
de sensibilidad de los picos de los espectros de baja resolucion.

Superficie de cuarzo con porfirina adsorbida
C N (0] Na Si S Cl Ca

28,67 3,24 45,58 0,96 19,77 1,11 0,39 0,29 con S 2p
28,75 3,25 45,71 0,96 19,82 0,83 0,39 0,29 con S 2s

Superficie de cuarzo (blanco)
C N 0] Si

2,72 4,07 50,11 23,10

Se observaron diferencias en los % calculados para cada elemento segin
consideramos el pico correspondiente al S 2p o al S 2s. Teniendo en cuenta uno u

otro pico obtenemos relaciones Si/S de 17,8/1 y 23,9/1 respectivamente.
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Tomando como referencia el valor de 284,8 eV para el C 1s grafitico las
energias de los picos del S 2s y del S 2p son de 231,5 eV y 167,8 eV
respectivamente, la energia del O 1s 532,5 eV y la del Si 2p 103,1 eV. En la Fig.

I1-31 se muestran como ejemplo los espectros del S 2s y del S 2p.
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Fig. 11-31 Espectros de XPS de alta resolucion de S 2s y S 2p, para el blanco de la superficie
de cuarzo (azul) y para la superficie de cuarzo tras estar en contacto durante 5 min con una
solucion de H,TPPS, (1,3 x 107> M) monomérica (sin J-agregado) (rojo).
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En el caso del N 1s (Fig. 1I-32) la importante contaminacién de origen
indefinido impidid sacar conclusiones de tipo cuantitativo puesto que presenta un
pico a 399,09 eV que coincide con la energia N 1Is de los N pirrdlicos de la
porfirina (a 399,9 - 400,1 eV). No obstante en la muestra se observa un hombro a
energias mas bajas indicativo de los N pirroleninicos de la porfirina (397,7 eV -
398,2 eV; ref. 132). La contaminacion no identificada de N impidié llegar a

conclusiones claras sobre el grosor de la capa de porfirina.
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Fig. 11-32 Espectros de XPS de alta resolucion de N s, para la superficie del blanco de cuarzo
(azul) y para la superficie de cuarzo tras estar en contacto durante 5 min con una solucion de

H,/TPPS, (1,3 x 10”° M) monomérica (sin J-agregado) (rojo).

11.2.4.4. Modelo de adsorcion de porfirinas zwitterionicas

Las medidas de AFM muestran como la adsorcion corresponde a una
monocapa de porfirinas depositadas de forma planar. Por UV-Vis se detecta que la
especie adsorbida es la porfirina base-libre y que ademads la aparicion de esta

adsorcion va acompafiada de la desaparicion de protones de la solucion. Por lo
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tanto la Uinica explicacidon es un anclaje al cuarzo tanto de la porfirina sulfonada
como de los protones procedentes de la autoionizacion de los grupos sulfonicos, o
sea que las porfirinas establecen interacciones electrostaticas con las posiciones
protonadas de la superficie. Esto explicaria ademas la resistencia a los lavados con
soluciones de agua pura y la desorcién por cationes como Na' o H;O". Este

modelo se explica a continuacion y se resume en el Esquema II-2.

; "
o CUARZO .
SiOH2™

SO3” 08

(en solucién)

HaTPPS,* - 4H;0" HsTPPS,2 - 2H30*
SioH,* 038 O ()05 siom’
4 H20

‘03s—| porfirina |—303‘
+or||2 O ?H ?H OH OH o OHz*

_ I | | SiOH,"
-$si-Q 0-si—0-sit ~fsi—o-si—q_p—sif-

Superficie de cuarzo

Esquema II-2 Modelo propuesto para la adsorcion de H,TPPS, sobre superficies de cuarzo
Sfundido.

Las superficies de cuarzo fundido muestran grupos silanol (SiOH) y SiOSi
y ambos grupos pueden ser protonados a SiOH," y SiOHSi"."*!*’ De la
estimacion del efecto de neutralizaciéon observado en las medidas del pK, en
cubetas muy delgadas (0,01 y 0,001 cm) el cambio de pH originado por la
adsorcion de porfirina se debe aproximadamente al anclaje de 4 protones por
3,4 nm’. Este valor de area estd de acuerdo con el ocupado por una porfirina
adsorbida permaneciendo plana respecto a la superficie de cuarzo con sus grupos
aniénicos sulfonato enlazados idnicamente a las posiciones —SiOH," y —SiOHSi .
Otra explicacion alternativa, la cual no modificaria el nimero ni la superficie
ocupada por la porfirina, seria la adsorcion de la especie de acido sulfénico sin
ionizar (—SO3H). El grupo—SO;H estableceria puentes de hidrogeno con los

oxigenos de los grupos —SiOH y —SiOSi.

76



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

Esta monocapa actuaria como soporte para la deposicion de capas
hidratadas de la porfirina en su forma de base-libre (H,TPPS,; n= 3, 4), las cuales
estarian en equilibrio e intercambio cationico con el seno de la solucion. Por lo
tanto el efecto en la acidez del seno de solucidn solo deberia atribuirse a la primera
monocapa fuertemente adsorbida en la superficie de cuarzo. Téngase presente que
la formacidn de la monocapa de H,TPPS, adsorbida sobre la superficie de cuarzo
descrita en los experimentos anteriores ocurre al utilizar soluciones de las especies
monoméricas (H,TPPS;=—zwH,TPPS,;). En el caso de soluciones con
J-agregados también puede justificarse de este mismo modo la deteccion de la
banda de absorcidon correspondiente a la porfirina neutra detectada después de
lavar los J-agregados depositados sobre el cuarzo. Ademds al frotar sobre una
superficie de cuarzo una muestra sélida seca de H,TPPS, (o sea de sus especies
zwitterionicas diprotonadas como veremos en la caracterizacion del estado so6lido
de esta porfirina) se detecta también base-libre adsorbida, la cual se puede
interpretar de la misma manera: la capa de porfirina base-libre adsorbida actuaria

de soporte para la adherencia de J-agregado.

Son de remarcar las diferencias de esta adsorcion de H,TPPS, (n= 4, 3)
sobre cuarzo con la reportada previamente para la Na,TPPS, sobre vidrio,"® la
cual estd mediada por la presencia de un polimero basico protonado
(polietilenimina). Sin embargo la interaccion de la polimina protonada con el
cuarzo podria ser similar a la reportada aqui para la porfirina. En relacion con esto
hay resultados previos sobre la polianilina protonada que sugieren que estos
procesos de adsorcion sobre superficies de cuarzo fundido podrian ser generales

137,138

para derivados iminicos protonados. En el caso de la polianilina protonada,

los cambios de pH al utilizar cubetas estrechas de camino 6ptico 0,001 cm ha sido

malinterpretado,?”"*

atribuyendo su causa a un efecto de confinamiento espacial
sobre el valor de pK, del polimero. En nuestro grupo de investigacion hemos
reproducido estos ultimos resultados y hemos identificado la adsorcidon sobre la
superficie de cuarzo de emeraldina neutra, situacién analoga a la descrita aqui para

las porfirinas H, TPPS, (n=4, 3).
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Es de sefialar que estos efectos en la interaccion con superficies de vidrio no
pudieron ser detectados en el caso de soluciones de las sales sodicas de estas
porfirinas (NasTPPS,4, Na;TPPS;) en medio neutro, lo cual estd de acuerdo con el

modelo de absorcion discutido mas arriba.

En resumen, en porfirinas amfifilicas los contraiones de los sustituyentes
ionicos pueden tener un importante papel en los procesos de adsorcidén sobre
superficies funcionalizadas. En relacion con esto, es significativo como intentos
previos en nuestro grupo de preparar aerogeles de silica conteniendo J-agregados
de porfirina resultaron infructuosos. Cuando se prepararon a partir de soluciones
acidificadas de H,TPPS; (libre de Na"), el envejecimiento del aerogel fue
simultaneo a la transformacion de los J-agregados en la especie de porfirina base-
libre (H,TPPS,). Este fenomeno podria ser explicado por la existencia de un
proceso de adsorcidon similar al descrito anteriormente para la interaccién con
superficies de cuarzo fundido. Estos resultados junto con otros aparecidos
recientemente sobre la adsorcion de porfirinas amfifilicas sobre superficies de
vidrio'* sugieren que los materiales basados en Si son sustratos apropiados para
obtener capas de porfirinas adsorbidas.

Otra consecuencia practica y simple de estos resultados es la precaucidon de
utilizar materiales plasticos (pipetas y contenedores de PE-LD) para la
manipulacion y almacenamiento de soluciones de porfirinas amfifilicas en forma

de acido sulfonico (H4TPPS, y H;TPPS;).

I1.2.5. Estructura en estado sdlido de los acidos sulfonicos
de porfirinas meso-sustituidas H,TPPS, y H;TPPS;

I1.2.5.1. Estudio por Espectroscopia FT-IR

Los espectros de FT-IR (pastillas de KBr) de muestras s6lidas de H,TPPS,
(n= 3, 4), obtenidas por liofilizacion o por rotaevaporacion a 50°C, mostraron las

bandas caracteristicas de absorcion del —SO;~ (1229, 1188, 1168, 1030 cm ")
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(Fig. 11-33)."**'*! Esto junto con la ausencia de la absorcion del stretching
asimétrico a 1350-1340 cm™' caracteristica del grupo —SO;H indica que los grupos
de acido sulfonico se encuentran en la forma de aniones sulfonato (sulfonatos de
hidronio), siguiendo la tendencia comun en la mayoria de acidos sulfénicos

aromaticos.
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Fig. 11-33 Espectro FT-IR en absorbancia de una disolucion solida en KBy de A) H;,TPPS,; y
B) H;TPPS;, mostrando las bandas de stretching caracteristicas del anion sulfonato.

I1.2.5.2. Estudio por Espectroscopia UV-Vis

Las peliculas hiimedas obtenidas por evaporacion de soluciones acuosas
mostraron espectros UV-Vis [Fig. II-34; (—)] similares a los obtenidos'* de
soluciones acuosas acidas de Na,TPPS,. Se obtuvieron la banda B y las bandas Q
caracteristicas de J-agregados (banda B a 490 nm y bandas Q a 635y 707 nm) y
una banda B (420 nm) menos intensa correspondiente a la homoasociacién tipo H
de estos J-agregados, por apilamiento cara a cara. Las peliculas obtenidas a partir
de soluciones acuosas de H,TPPS, mostraron ademds una pequefia banda a 455 nm
que también se detecta en el caso de soluciones acuosas acidas de NasTPPS,. Las
peliculas obtenidas por evaporacién de soluciones de H,TPPS; sélo pueden
realizarse sobre vidrio recién silanizado puesto que en caso contrario se produce la
neutralizacion de la solucion a través del mecanismo de adsorcién descrito

anteriormente.
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Fig. 11-34  Espectros UV-Vis de H,TPPS,. (—) pelicula de J-agregado obtenida por
evaporacion a temperatura ambiente de una solucion acuosa de H,TPPS, (2 mg/mL) sobre vidrio
silanizado; () pastilla de KBr (= 1,5 mg / 150 mg) de H,TPPS, solida obtenida por
rotaevaporacion a 50°C.

Los espectros de UV-Vis de muestras sélidas de H,TPPS, (n= 3, 4) en
ausencia de agua, tal cual o en pastillas de KBr, mostraron diferencias sustanciales
con respecto a los obtenidos en solucion acuosa. En el caso de muestras solidas de
H4TPPS, en pastillas de KBr concentradas (> 1 mg porfirina / 150 mg KBr) el
espectro UV-Vis [Fig. 11-34; (")] presenta la banda B y las bandas Q desplazadas
batocromicamente respecto a la especie monomérica en solucién e
hipsocromicamente respecto a los J-agregados. El espectro muestra una banda B
ancha a 455 nm y dos bandas Q a 602 nm y 675 nm (muy intensa). Es de remarcar
que las muestras de peliculas humedas de J-agregados muestran también la banda
a 455 nm junto con un hombro alrededor de 680 nm lo cual indica que esta especie
de las muestras solidas (libres de H,O) también estd presente como componente
minoritario en las peliculas himedas. De hecho, cuando las muestras sdlidas no
estaban suficientemente secas, la banda B correspondiente al J-agregado (490 nm)
también se detecta como componente minoritario. Ademas varios experimentos en
los que se obtenian sdlidos menos secos o peliculas menos humedas han
confirmado la correlacion entre la cantidad de agua en la muestra y el predominio

de una u otra especie.

80



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

La comparaciéon entre la HyTPPS, y la H;TPPS;, esta tltima de caracter
mas lipofilico, muestra como la H3;TPPS; presenta una mayor tendencia a dar
J-agregados que la H,TPPS,. Por ello en el caso de la H;TPPS; es necesario un
mayor secado de la muestra para poder detectar la especie a 455 nm.

En el caso que la muestra de porfirina contenga un acido extra (e. g., acido
sulfurico o 4cido p-toluensulféonico con una relacidn estequiométrica
acido/porfirina > 2) al probar diferentes condiciones de secado se comprobo que el
secado progresivo de soluciones acuosas de H;TPPS, conducia primero a peliculas
de J-agregado, pero que un mayor proceso de secado resultaba en un espectro
UV-Vis correspondiente a la sal de las especies monoméricas diprotonadas con la
base conjugada del 4cido afiadido.Las bandas de absorcidn obtenidas son aquellas
de las sales correspondientes, por ejemplo 442 y 445 nm para HSO; y TsO™
respectivamente (ver ref. 143 para un reporte previo sobre las sales con HSO3").
Por ello la absorcion de la especie a 455 nm probablemente no corresponde al
zwitterion monomérico sino al dimero, lo cual viene confirmado por los

experimentos de dilucion discutidos a continuacion.

11.2.5.2.1. Efecto de la dilucion en el caso de soluciones solidas

Al comparar los espectros UV-Vis de soluciones soélidas de H,;TPPS, y
H;TPPS; en KBr, se observo un comportamiento similar. Cuando la proporcion de
H,TPPS, (n=3, 4) / KBr es > 1,5 mg / 150 mg aparece una banda a 455 nm y al
aumentar progresivamente la proporcion de KBr aparece un hombro en la parte
mds energética de la banda a 455 nm hasta que a una proporcién < 0,1 mg
H,TPPS, / 150 mg KBr, el hombro inicial pasa a ser la banda predominante
(424 nm). Ademas aparecen nuevas bandas Q entre 500 y 600 nm, cuyo valor de
Amix. €S indicativo de la formacién de las especies base-libre (Fig. II-35). El
numero y posicidn de algunas de las bandas Q observadas no pudo ser

determinado a causa de la interferencia con las bandas Q de las especies
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diprotonadas (zwH,TPPS,), pero la posiciéon de estas nuevas bandas a energias
menores estd de acuerdo con aquellas esperadas para una porfirina en su forma
base-libre. Este resultado indica que la dilucién de H,TPPS, (n= 3, 4) en pastillas
de KBr también muestra un equilibrio acido/base entre las especies diprotonadas y

las especies base-libre.

0,8+
TPPS4 0,5 TPP83
© 0.6 —— KBr + TPPSy 0,4- — KBr+TPPS,
®© .
° 1 /1 anterior+KBr & 1 /.| anterior + KBr
s i S 0,34 anterior + KBr
® 4l anterior + KBr © Y
2" R e L anterior + KBr
o o
) » 0,24
Re! a -
<C 0.2 <
0,1
0,0 M 0,0+
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
A (nm) A (nm)

Fig. 11-35 Espectros UV-Vis de pastillas de KBr de H,TPPS, y H;TPPS; (—) y de pastillas
preparadas a partir de las anteriores aumentando la proporcion de KBr.

El cambio de 455 nm a 424 nm corresponderia al paso de dimero
diprotonado a base libre. Sin embargo, esta banda B de la porfirina que
corresponde a la especie base-libre (424 nm) presenta un desplazamiento
batocrémico respecto al monomero neutro de porfirina en solucién acuosa
(414 nm), lo cual sugiere una agregacion tipo J para la base-libre, un hecho inusual
en la agregacion de porfirinas en su forma de base-libre. Normalmente las
porfirinas en forma de base-libre se agregan formando apilamientos &t
(homoasociacion cara a cara) que comportan desplazamientos hipsocromicos. Por
ejemplo, pastillas de KBr de Na,TPPS, muy concentradas muestran la banda B a
408 nm y al realizar una gran dilucién con KBr, esta banda se desplaza hacia el
valor caracteristico en solucion para la especie monomérica base-libre (414 nm).
En nuestro caso, el desplazamiento batocrémico de la banda B (414 nm— 424 nm)
se justificaria por el hecho de mantener en estado sélido una geometria similar a la

del dimero diprotonado.
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Recientemente, otros autores' ™ '*® han reportado espectros UV-Vis de
especies porfirinicas con una banda B similar alrededor de 420-424 nm. Por
ejemplo, en el caso de la Na,TPPS, en micelas inversas (agua/decano/AOT)'**'%
o lo que es lo mismo, cuando el agua se encuentra presente en poca proporcion y

también en heteroasociados con algunas proteinas.'*>!*¢

I1.2.5.2.2. Estimacion de la interaccion de acoplamiento excitonico

para un dimero de zwH,TPPS,;; (n= 3, 4)

La presencia de agua es necesaria para la formacion de los J-agregados, lo
cual implica el importante rol de los efectos hidrofobicos en su estabilidad y su
caracter de estructura del tipo cristal liquido liotrdpico, es decir su estabilidad
depende tanto de la porfirina como del solvente. Cuando el agua esta presente por
debajo de la cantidad necesaria para estabilizar el J-agregado, el zwitterion
zwH,TPPS, de acuerdo con los resultados anteriores estd también estabilizado
intermolecularmente pero no forma cadenas poliméricas largas de J-agregado. La
banda a 455 nm desplazada batocrémicamente respecto de la caracteristica para las
especies monoméricas diprotonadas (434 nm) sugiere el mismo tipo de
interacciones electrostaticas laterales entre porfirinas vecinas como en el caso de la
J-agregacion (490 nm), pero en menor extension, lo cual puede correlacionarse
con el nimero de unidades de porfirina que interactian. Como veremos mediante
el célculo aproximado que se presenta a continuacion, la banda de absorcion a

455 nm estaria de acuerdo con la absorcion esperada para un dimero.

El valor experimental de la energia correspondiente al acoplamiento
excitonico del J-agregado de porfirina (cadenas lineales a partir de la
homoasociaciéon lado a lado de las unidades de porfirina zwitteridonica) es
2675 cm™' para la banda B (434 nm para el monémero diprotonado y 491 nm para
el J-agregado). Este valor, segin lo reportado previamente, corresponde a una

cadena muy larga de J-agregado que representa el limite mayor ( AE,) del valor
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del desplazamiento en energias decido a estas interacciones entre
croméforos. 2014710

Para este tipo de sistemas de cromdforos que interactiian, normalmente se
asume un modelo de acoplamiento extendido, aunque en el caso de estas porfirinas
también se ha propuesto un modelo localizado.'”"*® Como mostraremos a

continuacion la aplicacién de ambos modelos conduce a estimaciones similares.

Para el modelo de acoplamiento extendido se puede definir la energia

resultante de la interaccion de » cromoforos( AE,) como:
AE., = AE,cos[nt/ (n+1)]

en el caso de n= 2 (dimero), tenemos como consecuencia que AE,= 1388 cm™'

[434 nm (mondmero) = 461 nm (dimero)].

Para el modelo de acoplamiento localizado, las interacciones entre los
diferentes cromoforos depende de la distancia (oo R™) entre los modelos de
transicion de dipolo individuales de cada cromdforo. En el caso de las cadenas de
J-agregado tenemos que R ~ 11 A para dos croméforos adyacentes y en general
(n-1)R. En este modelo cada cromdforo deberia mostrar su absorcion especifica,
pero en los casos extremos de un dimero o de una cadena infinita, AE deberia ser
el mismo para todos los cromoforos del sistema. Para un determinado cromdéforo
en una cadena finita, el valor de AE corresponde al valor resultante de las series
mostradas en el Esquema II-3. Los valores limite en este caso serian

AE,=2675cm™) yAE,=1118 cm”' [434 nm (monémero) = 456 nm (dimero)].

En definitiva, si asumimos una geometria similar para la interaccidon entre
las unidades que conforman un J-agregado o un oligémero, la banda de absorcidon

a 455 nm deberia ser atribuida a un dimero.
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|

E

2:0 2 E, (nR/R)?

Esquema I1I-3 Modelo de acoplamiento excitonico localizado para cromdforos de porfirina
interactuando formando J-agregados.

I1.2.6. Estudio por Microscopia de Campo Cercano de los
acidos sulfonicos de porfirinas meso-sustituidas H,TPPS, y
H;TPPS;

Para completar el estudio y caracterizacion de las mesofases formadas en
solucién por ambas porfirinas amfifilicas hemos utilizado dos de las principales
Microscopias de Campo Cercano: la Microscopia de Fuerzas Atomicas (AFM) y la
Microscopia de Efecto Ttnel (STM), el fundamento de las cuales se describe en el
anexo. El principal sustrato utilizado ha sido grafito pirolitico muy ordenado
(HOPG) y hemos trabajado siempre al aire.

En el proceso de preparacidon de la muestra, al depositar una gota de una
solucién de una porfirina a una determinada concentracion hemos de considerar

que pueden producirse tres fendmenos:
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a) la deposicion por gravedad de una muestra representativa de particulas
coloidales presentes en la solucién.

b) la floculacién por adsorcion superficial de las particulas coloidales de
J-agregados.

c) la ordenacién sobre la superficie de HOPG de las especies monoméricas o

de oligébmeros presentes en solucion.

Estos tres mecanismos ocurrirdn a velocidades distintas y los casos b) y ¢)

es de esperar que sean muy rapidos.

I1.2.6.1. Microscopia de Fuerzas Atomicas (Atomic Force
Microscopy)

Estudios previos por AFM de soluciones de las porfirinas NasTPPS, y
Na;TPPS; diprotonadas y agregadas mostraron que el tamafio y forma de las
particulas en la solucion depende del numero y patrén de distribucion de sus
grupos hidrofilicos e hidrofébicos asi como de las condiciones experimentales que
conducen a la agregaciéon.'” El problema al utilizar las formas sodicas de estas
porfirinas es que para la formacidn de los J-agregados es necesaria la adicion de
un acido lo cual produce la formacion de sales (p.ej. al utilizar H,SO, se genera
NaHSO, o Na,SO,). Al realizar la deposicidon de soluciones de estos agregados
sobre grafito se produce la deposicion de importantes cumulos salinos que
dificultan la observacion de la muestra por AFM. No obstante en el caso de las
formas de acido sulfonico de este trabajo, las mesofases se forman sin segregar
sales y por lo tanto no existen estas interferencias. Debemos recordar que al
trabajar con las soluciones acuosas de los acidos sulfénicos H,TPPS, y H;TPPS;,
tenemos como contraiones Unicamente protones y un medio de baja fuerza i6nica
y que la agregacion depende Unicamente de la concentracion de porfirina. Esta
concentracién determina tanto el pH necesario para proporcionar la porfirina

diprotonada como el desplazamiento del equilibrio hacia la formacion de
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J-agregados. Las soluciones recién preparadas de estas porfirinas (0,1-1 mM)
mostraron una rapida homoasociacion de los zwitteriones monomeéricos (detectada
por la banda de absorcidn caracteristica de los J-agregados a 490 nm). No
obstante, se observd que la agregacion progresaba lentamente y de forma continua
durante varias semanas o meses. Esta lenta evolucion temporal de la
homoasociaciéon contrasta con la agregaciéon practicamente inmediata de
soluciones acidificadas de las sales sodicas. Por ello la preparacion de soluciones
en agua pura de H,;TPPS, y H;TPPS; ha permitido estudiar por medio de AFM la
evolucion de la forma de sus mesofases durante el proceso de homoasociacion.

Si no se indica lo contrario las imagenes estan realizadas sobre depositos en
grafito HOPG (se han utilizado también cuarzo, silicio y mica en experimentos
puntuales). Se han utilizado soportes de cuarzo fundido para completar el estudio
de la interaccion de los acidos sulfonicos HyTPPS, y H;TPPS; con superficies de
este material, y se utilizaron silicio monocristalino y mica para distinguir si los
depositos de homoasociados en HOPG provenian de la solucion o se formaban por
induccion del sustrato en el proceso de secado. El pre-tratamiento que requieren
las superficies de Si (HF) y de mica (funcionalizacién con aminopropilsiloxano)
hacen del grafito (HOPG) el sustrato més adecuado para estos estudios de

microscopia de fuerzas atdmicas (para mas detalle ver parte experimental).

I1.2.6.1.1. AFM de depositos de soluciones con acidos sulfonicos de
H,TPPS,
11.2.6.1.1.1. Estudio de depositos de soluciones que no presentan

J-agregados

Para estudiar las estructuras formadas en ausencia de homoasociados de
porfirina se utilizaron soluciones de varias concentraciones obtenidas por dilucién
de la solucion madre obtenida de la columnacion de Na,TPPS, (ver parte
experimental). Para las deposiciones de soluciones muy diluidas (< 1 x 10°° M) fue
dificil obtener buenas imagenes debido a los problemas de enganche con la punta,

que arrastra los depdsitos porfirinicos con suma facilidad. En el caso de soluciones
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de concentracion 1 x 10° M, en cuyo espectro UV-Vis tnicamente se detecta la
especie monomérica acida diprotonada, se obtiene y se observa con facilidad una
capa completa (Fig. 1I-36). Esta capa presenta una altura de 0,8 £ 0,1 nm que
coincide con la altura esperada para una porfirina en disposicion planar y por tanto
debe atribuirse a una monocapa de porfirina diprotonada. De esta misma placa con
la monocapa de HyTPPS, realizamos un andlisis de microscopia confocal, pero la
técnica no fue suficientemente sensible para corroborar la naturaleza de la especie
que forma la monocapa. No obstante la baja fluorescencia de la especie
diprotonada comparada con la de la especie neutra estd de acuerdo con la
presencia de la especie diprotonada, ya que seguramente no detectariamos su

fluorescencia.

Data scale 40.00 nm . Data scale 10.00 nm

Data scale 10.00 nm

Analisis de seccion: St drabyva

Wertical distanc 0.776 nm

Fig. 11-36 Imdgenes de AFM del depésito de una solucién 1,5 x 10° M de H,TPPS, recién
preparada (tiempo de deposicion 1 min): A) 5 wm x 5 pwm; B) 1,5 uym x 1,5 um; y
C) 700 nm x 700 nm, con andlisis de seccion.

En algunos casos para soluciones de mondmero acido de concentraciones
> 1 x 10~ M también observamos bolas sobre la monocapa o intercaladas en ésta,
que podrian corresponder a J-agregados formados por evaporacion de la solucidon

durante la preparacion de la muestra (ver parte experimental). En un experimento
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de deposicion a diferentes tiempos de una solucién 1,3 x 10° M de H,TPPS,
(Fig. 11-37), se observo que al aumentar el tiempo de deposicion se favorecia la
presencia de estas bolas y a un tiempo de deposiciéon de 10 min incluso se
detectaron particulas mas grandes. En la Fig. I1I-37A se observa una terraza de
grafito a mayor altura que cruza de arriba a abajo la imagen, por tanto la altura de
los depdsitos sobre esta terraza se debe considerar respecto a €sta misma y resulta

también una altura de 0,8 nm igual a la obtenida en otras zonas de la imagen.

10,8 e
i"-’ L
0.8

Fig. 11-37 Imdgenes de AFM (1,5 um x 1,5 um) del deposito obtenido de una solucion
1,3 x 10° M de H,TPPS, recién preparada a diferentes tiempos de deposicion: A) 1 min;
B) 3 min; y C) 10 min.

Otro aspecto a remarcar es como se ve afectado el deposito al interaccionar
con la punta. Hemos trabajado en modo fapping en vez de contacto (véase anexo)
para evitar el arrastre de material organico blando, como ocurre con estas
porfirinas. Pero alin asi en algunos casos al realizar varias imagenes en una misma
zona hemos comprobado cémo transformamos la estructura al realizar un escaneo
en modo fapping de la superficie, tal como se observa en la Fig. II-38. En este
experimento primero se obtuvo una imagen de 5 pm x 5 um (Fig. 11-38A), luego
ampliamos una zona de ésta de 900 nm x 900 nm (Fig. [I-38B) y la porfirina que
conformaba la monocapa de altura 0,8 + 0,1 nm (en forma de mondémero acido) se
observd agregada en particulas en forma de bola de altura variable (altura
media ~ 6 nm, Fig. II-38C). Posteriormente en la sucesiva ampliacion de
2,5 um x 2,5 pum se observd un cuadro afectado por la interaccion con la punta en

comparacion con la imagen original.
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Data scale . 0,00 rm Data scale 30.00 rm s Data scale 30,00 nm
Fig. 11-38 Imdgenes sucesivas de AFM del depésito de una solucion 1,4 x 10° M de H,TPPS,

recién preparada (depositada durante 1 min): A) 5 pum x 5 um; B) 900 nm x 900 nm; y
C) 2,5 umx 2,5 um.

Todo ello sugiere que el desplazamiento mecanico de la punta de AFM
sobre la monocapa de porfirina monomeérica diprotonada o el aumento del tiempo
de deposicion conducen al contacto entre mondmeros y a la formacion de
J-agregados. Estos corresponderian a las bolas de la Fig. II-37C y a las particulas

no homogéneas de la Fig. I1-38B,C.

11.2.6.1.1.2. Estudio de depdsitos de soluciones de J-agregados

En soluciones de H,TPPS, de concentracion 1,0-1,6 mM recién obtenidas
por cromatografia de intercambio cationico, ya se pueden detectar J-agregados. Los
depdsitos a partir de estas soluciones recién preparadas mostraron por AFM
mesofases en forma de cintas rectas de 35-60 nm de ancho, 300 nm — 1 um de
longitud y altura de 3,2 + 0,2 nm (Fig. II-39). Estas cintas se observaron claramente
para soluciones de H,TPPS, de concentracion superior a 5 x 10~ M. El estudio de
los depdsitos de soluciones de H,TPPS, ~ 1 x 10* M por AFM mostr6é que las
estructuras en forma de cinta se observaban en muy pocos casos.

En la preparacion de estas muestras (ver parte experimental) se utilizaron
tiempos de deposicion variables (1 s — 10 min) observando que a mayor tiempo se
depositan mas cintas sobre la superficie de grafito (HOPG), lo cual indica que se
encuentran ya presentes en la solucién. En otros sustratos: mica, Si y cuarzo,

también se pudo observar este mismo tipo de estructuras.
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Fig. I1-39 Imdgenes de AFM (topografia) del deposito de una solucion 1,6 mM de H,TPPS,
recién obtenida (tiempo de deposicion 1 min): A) 10 pum x 10 um; B) 5 um x 5 um;
C) 2 um x 2 um; y D) andlisis de seccion de una de las cintas de la imagen C.

La espectroscopia UV-Vis mostro que la proporcion de J-agregado
aumentaba lentamente con el tiempo. El seguimiento de esta agregacion por AFM
mostré un aumento del numero de particulas tipo cinta y de su longitud, pero su
anchura era aproximadamente del mismo orden (35-60 nm) y la altura mantenia
un valor uniforme de 3,2 + 0,2 nm. Al cabo de dos meses se observo que este
patrén de crecimiento se mantenia, llegando las particulas a longitudes de mas de

10 um, pero conservando el intervalo de anchuras original (35-60 nm) y la altura
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constante de 3,2 + 0,2 nm (Fig. 11-40). Por debajo de estas particulas de
J-agregados también se detectd una capa (Fig. 11-41) de 0,8 £ 0,1 nm de altura
sobre el sustrato de grafito, con las mismas caracteristicas que la monocapa
obtenida de las soluciones monoméricas de porfirina (sin J-agregados). Esto se
confirmd porque las soluciones agregadas muy envejecidas, es decir con menos
proporciéon de porfirina monomérica, mostraron esta capa mas incompleta. Como
se ha explicado anteriormente la agregacion de estas porfirinas evoluciona
lentamente con la consiguiente desaparicion de monomero acido en favor de la

especie homoasociada.

Recién obtenida Después de 20 dias Después de 2 meses

Data scale 200.0 mv u Data scale 200.0 mv - Data scale 800.0 mv

Fig. 11-40 [madgenes de AFM (amplitud) del depodsito de una solucion 1,6 mM de H,TPPS,
(depositada durante 1 min): A) recién obtenida (10 pum x 10 pm); B) 20 dias después
(10 pm x 10 um); y C) después de 2 meses (20 yum x 20 um).

— P, B A 154 "
10,0 5.0 ®
0.0 e g0 "

i 300, e ")

Fig. I1-41 Imagen de AFM (700 nm x 700 nm) del depdsito de una solucion 1,3 mM de H,TPPS,
recién obtenida (depositada durante 1 min). A la izquierda la imagen de altura y a la derecha la
imagen de fase.”

* , . .y . L : 14
Para mas informacién acerca del tipo de imagenes: altura, amplitud y fase, véase anexo.
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En algunos casos se observan particulas con forma de bola, sobre la
monocapa o intercaladas en ésta, de 2 — 15 nm de diametro y con alturas respecto a
la monocapa de 0,5 a 4 nm (Fig. 11-42). Estas bolas corresponderian a J-agregados
pero con distinta forma de mesofase puesto que en ausencia de J-agregados

(UV-Vis) este tipo de particulas no se observan.

10.0 nm

0.0 rm

a 0.2% 0,50 0,75 1.00
i

Fig. I1-42 Imagen de AFM (1 pm x 1 pm) del depésito de una solucién 1,4 x 10~ M de H,TPPS,
recién preparada (depositada durante 1 min).

11.2.6.1.2. AFM de depositos de soluciones con acidos sulféonicos de

H;TPPS;

11.2.6.1.2.1. Estudio de depositos de soluciones que no presentan
J-agregados

Utilizamos diferentes diluciones en agua de la solucion madre recién
obtenida de columna para estudiar las estructuras formadas en ausencia de
homoasociados de porfirina. Al igual que se observd para la HTPPS,, en las
deposiciones de soluciones muy diluidas (< 1 x 10°® M) es muy dificil obtener
buenas imagenes: al no haber suficiente materia depositada en la superficie, la

punta arrastra los depositos porfirinicos con suma facilidad.
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El espectro UV-Vis de soluciones de H;TPPS; de concentracion 1 x 10°M
recién preparadas mostrd que la especie monomérica acida diprotonada era la
mayoritaria pero se observo un hombro correspondiente a la especie monomérica
base-libre, en relacion 1 : 2,5-3 (base-libre:diprotonada). En los depositos
realizados con estas soluciones se obtiene la formacidn de una capa completa. Esta
capa presenta una altura de 0,8 £ 0,1 nm, similar a la formada con los depositos de
H4TPPS,, que atribuimos a una monocapa de porfirina diprotonada. A igual
concentracidén y tiempo de deposicion la monocapa formada por la H;TPPS; es
mas completa que la de HyTPPS, y en algunos casos para poder realizar medidas
de altura hemos realizado un barrido en modo contacto (véase anexo) para realizar

un agujero en la capa (Fig. 11-43).

1.50 rm Section Analysis

1
0 0.50 1.00 1.50

Surface distance 41.031 nm
Horiz distance(L) 41.016 nm
Vert distance 0.801 nm
Angle 1.119 °

]
0 0.50 1.00 1.50

m
Fig. 11-43 Imagen de AFM (1,5 um x 1,5 um) con andlisis de seccion del depdsito de una

solucion 1 x 10° M de H;TPPS; recién preparada (tiempo de deposicién 1 min) tras haber
realizado un barrido de 300 nm x 300 nm en modo contacto.

Como sucede para la HyTPPS,, el desplazamiento mecanico de la punta de

AFM sobre la monocapa de porfirina diprotonada al realizar varias imagenes en
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una misma zona (de 900 x 900 nm o menos) o simplemente al realizar una tnica
imagen (en determinadas condiciones de barrido), condujo a la destruccion de la
monocapa de mondmero y a la formacion de J-agregados. Mediante el andlisis por
Microscopia Confocal no se pudo confirmar qué especie formaba la monocapa de
H;TPPS;. El aumento del tiempo de deposicion también condujo a la obtencion de
particulas de J-agregados de altura variable pero mayor que la de la capa
(Fig. I1-44). En conclusidn, en ausencia de homoasociados los depositos obtenidos

a partir de soluciones de H,;TPPS, y H;TPPS; son muy similares.

Analisis de seccidn
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Fig. 11-44 Imdgenes de AFM (600 nm x 600 nm) del depésito obtenido de una solucion
1 x 10° M de H;TPPS; recién preparada a diferentes tiempos de deposicién: A) 1 min; y
B) 10 min, con andlisis de seccion.

11.2.6.1.2.2. Estudio de depdsitos de soluciones de J-agregados

Las soluciones recién obtenidas de H3;TPPS; (1,0-1,6 mM) a través de la
columna de intercambio catidnico (ver parte experimental) con presencia de
J-agregado, mostraron unas cintas rectas (similares a las obtenidas con H,TPPS,)
de 35 nm — 80 nm de ancho; 200 nm — 800 nm de longitud; y una altura de
3,2 £ 0,1 nm. En este caso se observaron cintas con asiduidad a partir de
soluciones de concentracién > 5 x 10~ M. En las soluciones més concentradas (del
orden de 1 x 10 M) estas cintas se encuentran por lo general adheridas unas con

otras formando cimulos (Fig. I1-45).
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Fig. 11-45 Imdgenes de AFM en modo amplitud (véase anexo) del depésito de una solucion de
H;TPPS; recién preparada (depositada durante 1 min): A) 1,4 x 10° M (1,2 um x 1,2 um); y
B) 1,3x107° M (1,5 um x 1,5 umy).

Ademas en los depdsitos de soluciones recién preparadas de H;TPPS; con
agregado (1 x 10° M — 1 x 10" M ) se observaron unas planchas planas (Fig.
[1-46) de altura constante: 1,2 £ 0,1 nm y tamafio variable, las cuales en algunos

casos mostraban indicios de plegamiento o bien de crecimiento de una segunda

capa (Fig. 11-46C).

Analisis de seccion

.
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distancia vertical 1.2 nm
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Fig. 11-46 Imdgenes de AFM del deposito de una solucion de H;TPPS; recién preparada
(depositada durante 1 min): A) 1,3 x 107 M (925 nm x 925 nm); B) 9 x 107 M (700 nm x 700 nm)
con andlisis de seccion; y C) 1,8 x 107 M (1 um x 1 um).
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En depdsitos de soluciones de J-agregado se detectd también la presencia de
una monocapa estructurada en dominios (Fig. II-46B) con una altura de
0,8 £ 0,1 nm, que atribuimos a la porfirina monomérica diprotonada. La solucién
se agrega lentamente y va desapareciendo el mondmero acido en favor de la
especie homoasociada. Las soluciones agregadas muy envejecidas, es decir con
menos proporcion de porfirina monomérica diprotonada, mostraron esta capa pero
incompleta, con un mayor numero de agujeros en comparacion con las recién
obtenidas, lo cual esta de acuerdo con la hipdtesis de que esta monocapa es de
monomero diprotonado.

Si comparamos los depdsitos de soluciones de H;TPPS; con J-agregados a
diferentes concentraciones observamos un menor numero de particulas de
homoasociado (cintas y planchas) a menor concentracidon. Las planchas que hemos
visto anteriormente probablemente son la mesofase precursora de las estructuras
tipo cinta puesto que solo se han observado en los depositos de soluciones recién
preparadas y de soluciones obtenidas desde hacia una semana y conservadas en el
congelador. En algunos casos los bordes y esquinas de las cintas mostraron un
grosor de 1,5 nm lo cual indica claramente la naturaleza de bicapa de estas

particulas (véanse los analisis de seccion de la Fig. 11-47).

z (nm)

z (nm)

0 50 100 0 250 500 750 0 50 100
X(l’ll’l’l) Data scale 15.00 nm x(nm)

Fig. l1-47 Imagen de AFM (900 nm x 900 nm) del depdsito de una solucion 1,3 mM de H;TPPS;
recién preparada (depositada durante 1 min). Los andlisis de seccion realizados confirman la
naturaleza de bicapa de esta mesofase.
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Un grosor de 1,5 — 1,6 nm estaria de acuerdo con una molécula inclinada
45°. Esto teniendo en cuenta una longitud total de aproximadamente 2,2 nm
(1,95 nm para la molécula de porfirina més las capas de agua necesarias para
solvatar los protones actuando como contraiones de los grupos sulfonato).
Considerando que las cintas o cintas de H;TPPS; y H,;TPPS, presentan una misma
altura de 3,2 nm probablemente las cintas corresponden a una estructura de bicapa.
Este modelo de bicapa implica una regidon central de caracter idnico para la
H4,TPPS, (Fig. II-48A) y una region central hidrofobica para la H3;TPPS; (Fig.
[1-48B). Los datos experimentales no permiten inferir si las dos monocapas son

oblicuas (Fig. [I-48A) o bien paralelas (Fig. [1-48B).

® contraion H30" Q sustituyente sulfonatofenilo @ sustituyente fenilo

o RN ., FELEL ..
f%f%f %ff%f

Fig. 11-48 Modelo de bicapa para las mesofases de: (4) H,TPPS, y (B) H;TPPS;. El eje de
agregacion viene de detras hacia el frente y forma un angulo aproximadamente de 70° con el
plano del papel. La inclinacion relativa de las dos capas puede ser la misma o alternada.

11.2.6.1.2.2.1. Evolucion de soluciones de H; TPPS; con J-agregados

El incremento de la agregacion con el tiempo observado por UV-Vis
correspondié a un aumento de la longitud de las particulas tipo cinta de H;TPPS;
pero se mantuvieron la anchura (35 nm - 80 nm) y la altura (3,2 nm) constantes.

Estas cintas posteriormente se plegaron espontaneamente (Fig. 11-49).
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Fig. 11-49 Imdgenes de AFM del depésito de una solucion de H;TPPS; 9 x 10 M (depositada
durante 1 min): A) un dia después de su preparacion (2,2 um x 2,2 um); B) una semana después
de su preparacion (2,6 um x 2,6 um); y C) ampliacion de una zona de B (1,35 pm x 1,35 um).

Hemos estudiado la evolucion de este proceso de plegamiento en distintas

condiciones experimentales, los resultados obtenidos se explican a continuacion.

A) Influencia de la concentracion

En soluciones recién preparadas de H;TPPS; de concentracién ~ 1 x 10° M
se observé que mayoritariamente las cintas se agrupaban en cumulos y se
detectaban pocas cintas aisladas. En soluciones recién preparadas de concentracion
~ 1 x 10 M las cintas estaban dispersas en su mayoria y solo algunas agrupadas
en cumulos. Se procedio a estudiar como afectaba el grado de concentracion en la
cinética de plegamiento. Para ello se estudiaron los depdsitos de soluciones de
concentracién ~ 1 x 10° My ~ 1 x 10™* M de soluciones recién preparadas y a
diferentes tiempos, siguiendo por AFM la evolucidn en la forma de las mesofases.

En los depésitos de soluciones mas concentradas (~ 1 x 10~ M) se retardé
el plegamiento con respecto a las mas diluidas (~ 1 x 10" M). Las cintas
provenientes de soluciones mds concentradas tardaron mds de 3-4 dias en
comenzar a plegarse e incluso después de 5 dias aln observamos alguna cinta
recta, pero al cabo de una semana todas las cintas presentan plegamiento helicoidal

(Fig. 11-50).
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Fig. 1I-50 [mdgenes de AFM del deposito (durante 1 min) de una solucion de H;TPPS;
1x 107 M: A) un dia después de su preparacion (5 yum x 5 um); B) 5 dias después (9 um x 9 pm);
y C) una semana después. D) Ampliacion de A (2,8 um x 2,8 um); E) Ampliacion de B
(1,75 um x 1,75 um); y F) Ampliacion de C (1,5 um x 1,5 um). A,B y C estdan realizadas en modo
amplitud y D,E y F en modo altura.

En cambio para las soluciones de H;TPPS; (~ 1 x 10 M) al cabo de 24 h
ya se detecto el inicio del plegamiento de las cintas y después de 2-3 dias todas las

cintas presentaban plegamiento (Fig. I1-51).

Data scale 100..0 'y - Data scale 100.0 mv = Data scale 100.0 mv
Fig. I1-51 Imdgenes de AFM de amplitud del deposito (durante 1 min) de una solucion de

H;TPPS; 1,3 x 107" M: A) 7 h depués de su preparacion (2,5 um x 2,5 um); B) 24 h después
(1,25 um x 1,25 pm); y C) una semana después (1,6 um x 1,6 pm).
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Ademas del crecimiento de las cintas, descrito anteriormente, observamos
que cuando éstas estaban formando cumulos (H;TPPS;~ 1 x 10~ M, Fig. 1I-50) la
interaccion entre ellas dificultd el plegamiento, el cual se retardo varios dias y al
cabo de una semana observamos que todas las cintas estaban plegadas
entrelazandose las unas con las otras. En cambio cuando las cintas estaban mas
dispersas (H;TPPS;~ 1 x 10°* M, Fig. II-51) observamos que primero se plegaron
individualmente o en pequefios grupos y con el paso del tiempo también acabaron
entrelazdndose entre ellas formando cimulos mas grandes. De esto se deduce que
la formacion de camulos no hace tan necesario el plegamiento. Como se discute
mas adelante, el plegamiento tendria lugar con la finalidad de disminuir el
volumen de interaccion de los agregados con la especie monomérica diprotonada y

pequetios oligdmeros presentes en solucion.

B) Influencia de la temperatura

En las soluciones conservadas en la nevera el plegamiento se observd
mucho mas tarde con respecto a las soluciones conservadas a temperatura
ambiente. Tres alicuotas de una misma solucién de H;TPPS; 9 x 10* M fueron
conservadas a temperatura ambiente, a 6°C (nevera) y a —25°C (congelador) y
fuimos siguiendo la forma de las mesofases por AFM (Fig. I1-52).

Observamos, aparte de la esperada mayor presencia de particulas de
agregado a baja temperatura, como ¢sta es un factor clave de cara al control del
plegamiento de las cintas de H3;TPPS;. Después de diversas semanas las
soluciones conservadas a menor temperatura también mostraron plegamiento de
las cintas, por lo tanto las bajas temperaturas retardaron el proceso de plegamiento

pero no llegaron a evitarlo.
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Fig. I1-52 Imadgenes de AFM de amplitud (todas a escala 0-200 mV) del depdsito de alicuotas de

una solucion 9 x 10" M de H;TPPS; (depositada durante 1 min) después de un dia y una semana
tras haber sido conservadas a temperatura ambiente, a 6°C y a —25°C.

- 25°C
2.5um

I1.2.6.1.3. Comparacion de los depdsitos obtenidos para H;TPPS;
y H4TPPS, con los de sus respectivas sales sodicas acidificadas

Si comparamos las imagenes de los agregados de H4,TPPS, con los
obtenidos a partir de su sal sodica (NayTPPS4) en solucion acuosa acida (p. ej.
HCI, H,S0,),'* estos presentan la misma apariencia: cintas de longitud y anchura

similares a las de los homoasociados de H4TPPS,, pero con la diferencia

102



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

remarcable de que su altura es mayor (5 — 15 nm). No obstante estas alturas son
multiplos de ~ 1,5 nm, lo cual sugiere un caracter de multicapa para estos
agregados obtenidos a partir de las porfirinas en forma de sal sédica y de dicapa en
el caso de los obtenidos a partir de sus acidos sulfonicos.

Los agregados de la sal sddica Na;TPPS; en solucion acuosa acida (p. ej.
HCI, H,S0,),'” presentaron una apariencia similar a la del estado final de los
homoasociados de H3;TPPS;: cintas plegadas de longitud variable (1-3 pm), con
una anchura de 40-120 nm y un grosor constante de 3,2 £ 0,1 nm. El plegamiento
de las cintas tiene lugar cada 50 nm o 120 nm, pero cuando la anchura de la cinta
plegada (helicoidal) es constante el plegamiento exhibe un paso de rosca (pitch)
regular. La longitud del paso de rosca disminuye ligeramente al aumentar la
anchura. Generalmente se detectan las cintas plegadas agrupadas en cumulos, que
pueden incluir particulas de forma irregular. En el caso de la NayTPPS; al
acidificar una solucion de base libre e inmediatamente estudiar su deposito por
AFM también se llegaron a observar cintas rectas, como en los estados iniciales de
agregacion de la H;TPPS;, de: 0,7-1,5 um de longitud, 10-40 nm de anchura y una

altura constante y uniforme de 2,3 £ 0,1 nm (diferente respecto a la altura de las

cintas de H;TPPS;).

I1.2.6.2. Microscopia de Efecto Tunel (Scanning Tunneling
Microscopy)

Para completar el estudio y caracterizacion de las monocapas formadas a
partir de depositos de soluciones de las sulfonatoporfirinas amfifilicas H;TPPS, y
H;TPPS; utilizando como sustrato grafito pirolitico muy ordenado (HOPG),
hemos utilizado la microscopia de Efecto Ttnel (STM) trabajando siempre al aire.
Esta técnica como se explica en el anexo se aplica a muestras conductoras, que no
es el caso de estas porfirinas, pero al detectar por AFM una monocapa de altura
constante y estructurada en dominios decidimos probar esta técnica, ya que la poca
altura de la monocapa podria permitir el paso de corriente tunel, lo que nos

permitiria obtener imagenes de STM con resolucion atémica.
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Realizamos medidas de STM sobre placas de grafito (HOPG) recién
clivado y sobre placas de grafito (HOPG) recubiertas de una monocapa de
H;TPPS; y otras de una monocapa de H;TPPS,. Las monocapas de los 4cidos
sulfénicos de estas porfirinas (H,TPPS, y H3TPPS;) se prepararon a partir de
soluciones recién preparadas de concentracion ~ 1 x 10~ M. Estas soluciones a su
vez se prepararon partir de una solucién ~ 1 x 10° M envejecida un dia y
utilizando tiempos de deposicion entre 1-3 min. Siempre, antes de la medidas de
STM, comprobamos por AFM si obteniamos una monocapa lo bastante completa
para ambas porfirinas amfifilicas.

En ciertas zonas muy dificiles de detectar de algunas imagenes, tanto del
grafito considerado como blanco como del grafito con porfirina depositada,
observamos una serie de bolas con un patrén periddico diferente al de la red del
sustrato grafitico (Fig. II-53). Estas bolas se encontraron raramente, formando

pequefios dominios alrededor de los escalones del grafito.

i1 =
~ =
-y -
[

Fig. 11-53 Imdgenes de STM de A) el deposito durante 3 min de una solucion de H;TPPS;
1,4x 10° M (200 nm x 200 nm); B) el deposito durante 3 min de una solucion de H;TPPS;

1,1 x 10° M (200 nm x 200 nm); y C) el grafito tal cual, sin deposicién alguna
(345 nm x 345 nm).

2.0 nm

1.0 nm

0.0 nm

Para el célculo de las distancias se considerd como referencia el valor de
periodicidad (R) del grafito: Ryop= 2,46 A."! Para ello tomamos varias imagenes
de la red grafitica, realizamos la transformada de Fourier de estas imagenes e
hicimos una media de las periodicidades observadas para el HOPG, determinando
asi el patron de periodicidad experimental y por tanto el factor de correccion a

aplicar (Fig. 11-54).
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Fig. I1-54 A) Imagen de STM del grafito pirolitico utilizado como sustrato sin deposicion alguna
(20 nm x 20 nm); B) ampliacion de la imagen anterior a igual escala (5 nm x 5 nm); y C)
resultado de la transformada de Fourier de la imagen A.

F= R/Rexp

Teniendo en cuenta este factor de correccidn observamos que el patron de
periodicidad de las bolas variaba considerablemente obteniendo diferentes valores
(corregidos): 2,2 nm; 3,8 nm; 7,5 nm; y 13,2 nm entre muestras diferentes e
incluso entre distintas zonas de una misma muestra. En algunas imégenes (Fig.
I1-55) podemos ver los dos patrones (el correspondiente al carbono grafitico y el

de las bolas) superpuestos.

0 10.0 20.0

nm

Fig. I1-55 Imagen de STM (20 nm x 20 nm) del grafito HOPG.

En los primeros experimentos realizados utilizdbamos diferentes tipos de
grafito (de diferentes casas comerciales y de diferentes calidades, ver parte

experimental) para el blanco y las muestras ya que el grafito debe presentar el
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mismo patrén siempre y la correccion se debe al calibrado del escaner. Pero
observamos que el patrén de bolas no correspondia al depdsito porfirinico sino al
propio sustrato grafitico y uUnicamente aparecia con una determinada placa de
HOPG de peor calidad (MicroMasch ZYB), es decir, con mas defectos. Algunos
autores describen patrones similares a los observados (bolas de periodicidad
variable) para el propio grafito y atribuyen estas superestructuras del HOPG a la
presencia de dislocaciones entre planos del sustrato,'”* aunque actualmente todo
son especulaciones respecto al origen de estos patrones andmalos para el grafito.”'

En conclusion, la Microscopia de Efecto Tunel no ha permitido resolver la

estructura de las monocapas de H;TPPS; y H,;TPPS,.

I1.2.7. Seleccion del signo de quiralidad en J-agregados de
meso-4-sulfonatofenilporfirinas

Las porfirinas anionicas amfifilicas (Na,TPPS, y H,TPPS,; n= 3, 4)
estudiadas son moléculas aquirales. Estas porfirinas en su forma diprotonada se
homoasocian formando J-agregados y en este proceso tiene lugar una ruptura
espontanea de la simetria especular (Esquema I1-4).''%!2%12-153 Ep el caso de los
homoasociados de Na;TPPS; se ha demostrado estadisticamente que el vortice de

agitacion puede seleccionar el signo de quiralidad resultante, lo cual no ocurre con

los agregados de Na,TPPS,.''*!>
J-agregados
empaquetamiento 1d
“0,8 SOz~ ?
Hs0*
QL Dl
| R
- H.O* ol® <L J-agregados
H,TPPS, | SO3™ H;0 — g° = .
H.TPPS empaquetamiento 2d, 3d
3 3 H . (L
(0 = O &
R S04 ¢

Esquema I1-4 Formulas constitucionales de H,TPPS, (n= 3, 4) y estructura de los J-agregados
monodimensionales.
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A pesar de que se han descrito resultados similares en otros sistemas
supramoleculares,”” el origen y causa de este efecto singular todavia no se
comprenden.'>>"

El estudio del signo de quiralidad de los homoasociados de estas porfirinas
amfifilicas se realiza mediante medidas de dicroismo circular de sus soluciones. En
estudios previos'”> se observd que soluciones agregadas de estas porfirinas
(H,TPPS,; n= 3, 4) presentan sefales de dicroismo circular, centradas en las tres
bandas de absorcion caracteristicas de los agregados: ~ 490 nm (transicion By);
~ 707 nm (transicion Qj); y ~ 420 nm (transicion By). La sefial mas intensa
corresponde a la transicion B de los J-agregados (banda Bj), que es la que también
presenta la mayor absorcion. Estas bandas son generalmente bisignadas pero

pueden presentar intensidades distintas para las dos bandas (Fig. 11-56) segun las

condiciones experimentales en las que se obtienen los J-agregados.

Quiralidad excitonica Quiralidad excitonica
negativa positiva

Fig. I1-56 Ejemplos del aspecto de las bandas de DC en las soluciones agregadas de meso-
sulfonatofenilporfirinas.

El signo de quiralidad y la forma que presentan las bandas de
homoasociacion J (B;, Q;) y H (By) en una misma muestra son siempre las mismas,
aunque en un numero reducido de casos se pueden llegar a observar sefiales de
quiralidad diferentes para las bandas B; y By. En estos casos las soluciones
evolucionan dando el mismo tipo de sefial para las dos absorciones (la quiralidad
obtenida siempre es la correspondiente a la banda B; y es el signo de la banda By la

que cambia).
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Como se ha indicado antes, resultados previos en el caso de la Na;TPPS;
mostraron estadisticamente que el vortice de agitacion puede seleccionar el signo

de quiralidad resultante.''"'>’

La correlacion entre el sentido de agitacion y el signo
de quiralidad de los espectros de dicroismo circular sélo se pudo obtener a partir de
la rotaevaporacion de soluciones de porfirina muy diluidas. Se partia de una
solucion con toda la porfirina en su forma monomérica diprotonada y al ir
concentrando la solucidn comenzaban a formarse J-agregados, cuyo signo de
quiralidad se correlacionaba con el sentido de giro del matraz en el rotaevaporador.
En nuestro caso se han realizado los experimentos por agitacidon magnética de
soluciones recién preparadas de H;TPPS;, a una concentracion constante de
porfirina realizando el seguimiento simultaneo por UV-Vis, DC y AFM. También

se ha estudiado la influencia de la agitacion en soluciones de H,TPPS, en

condiciones similares.

I1.2.7.1. Procedimiento general de las pruebas de agitacion

Se utilizaron soluciones de H4TPPS, y H;TPPS; ~ 1 x 10° M recién
obtenidas por cromatografia de intercambio cationico a partir de sus respectivas
sales sddicas (ver parte experimental). También se han realizado experimentos de
agitacion de soluciones de H;TPPS; ~ 1 x 10* M preparadas por dilucion directa
de las soluciones mas concentradas.

Se separaron tres partes alicuotas de 1 mL de la solucién y se trasvasaron a
un tubo plastico de microcentrifuga de 2 mL; 3,5 cm de altura; 0,9 cm de didmetro
interno; y de base cdnica casi plana (0,2 cm de altura). Un tubo se dejo en reposo y
los otros dos se agitaron a un nimero de revoluciones (rpm) determinado, uno en
sentido horario (clockwise, CW) y otro en sentido antihorario (anticlockwise,
ACW). Para agitar utilizamos una barra magnética de 5 mm de longitud y 2 mm de
diametro y un agitador magnético que permite seleccionar el sentido de giro (ver
parte experimental). El sentido de agitacion CW o ACW se define desde la parte

superior a la parte inferior del tubo de plastico, tal como se indica en la Fig. 1I-57:
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Fig. 1I-57 Vista de referencia para definir ambos sentidos posibles de agitacion: horario
(clockwise, CW) y antihorario (anticlockwise, ACW).

I1.2.7.2. Efecto de la agitacion en soluciones agregadas de
H,TPPS,

En el estudio previo realizado por AFM de soluciones de H,TPPS,
~ 1 x 107 M, obtenidas directamente de la columna de intercambio catiénico, se
observd que los agregados forman largas cintas de longitud variable
(300 nm — 1 pum) con una distribucion de anchuras relativamente pequeia
(35 nm —60 nm) y de altura constante (3,2 + 0,2 nm). Estas estructuras
supramoleculares crecieron en longitud con el tiempo pero no en anchura,
mantuvieron su forma recta y no se plegaron (Fig. II-58) ni después de dos meses

(véase Fig. I1-40; pag. 92).

Data Scale: 40 nm - Data Scale: 40 nm

Data Scale: 40 nm

Fig. I1-58 Imdgenes de AFM (5 um x 5 um) de los depositos (durante 1 min) de una solucion
1,6 x 107 M de H,TPPS,: A) recién obtenida; B) 24 después; y C) una semana después.
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Para soluciones de H,TPPS, ~ 1 x 10°° M, obtenidas directamente de la
columna de intercambio catidnico, las medidas de DC de soluciones no son fiables
debido a que hemos de utilizar cubetas de camino dptico estrecho (1= 0,01 cm). Las
contribuciones dicroicas lineales podrian interferir en las medidas de dicroismo
circular debido a la posible ordenacidn vertical de los J-agregados.

Como se ha descrito anteriormente, en el estudio por AFM de los depositos
de soluciones de H,TPPS, ~ 1 x 10* M, las estructuras en forma de cinta
atribuibles a los homoasociados de H,;TPPS, se observan en muy pocos casos. Por
tanto, para los experimentos de agitacion utilizamos soluciones de H,TPPS, entre
1,0 mM — 1,5 mM recién obtenidas de la columna de intercambio catidnico.
Realizamos un experimento de agitacidon en estas soluciones siguiendo el
procedimiento general y comparamos por AFM (Fig. 11-59) la evolucién en el
tiempo de la solucién en reposo y de los depositos obtenidos a partir de estas

soluciones agitadas.

Fig. 11-59 Imdgenes de AFM (5 um x 5 um) de los depdsitos ( durante 1 min) de una solucion
1,6 x 10° M de H,/TPPS,: A) recién preparada; B) en reposo, después de una semana; C)
agitando a 1600 rpm en sentido horario después de una semana; y D) agitando a 1600 rpm en
sentido antihorario durante una semana.
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Las imagenes de AFM de depodsitos de soluciones agitadas indican
claramente la ruptura de las cintas, obteniendo longitudes finales bastante regulares
(1,5 £ 0,5 um), debido a las fuerzas generadas en la agitacion. El hecho de obtener
longitudes de particula similares al agitar, indica la existencia de un modulo
mecanico de fractura para estos agregados. Esto no estd en desacuerdo con el
modelo de bicapa idnica (véase Fig. [1-48; pag. 98) propuesto para los J-agregados
de H,TPPS,.

El espectro de DC de soluciones agregadas H,TPPS, presentd siempre el

mismo tipo de sefial (bisignada positiva) para los J-agregados.

I1.2.7.3. Efecto de la agitacion en soluciones agregadas de
H;TPPS;

11.2.7.3.1. Soluciones de H;TPPS; ~1x 10> M

En el estudio por AFM previo de los depdsitos de estas soluciones obtenidas
directamente de la columna de intercambio, hemos visto que inicialmente se
observan cimulos o apilamientos de cintas rectas. Después de 3-4 dias se observa
el inicio del plegamiento de estas cintas rectas para formar cintas plegadas
helicoidalmente y al cabo de una semana todas las cintas del ciimulo se han

plegado (Fig. I1-60).
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Fig. I1-60 Imdgenes de AFM del depésito de una solucion de H;TPPS; 1,3 x 107 M (depositada
durante 1 min): A) 24 h después de su preparacion (1,25 um x 1,25 um); B) una semana después
de su preparacion (1,3 um x 1,3 pum).
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Realizamos experimentos de agitacion siguiendo el procedimiento general
en sentido horario (CW) y antihorario (ACW) de estas soluciones y comparamos
por AFM los depdsitos obtenidos para las soluciones agitadas respecto a los de la
solucidn en reposo. Observamos cdmo el flujo de agitacion ayudd a dispersar los
cumulos (Fig. I11-61), y se observaron plegamientos en los dos sentidos en todas las

muestras.

con agitaciéon sin agitacion
. -f . |

Fig. I1-61 Imdgenes de AFM del depésito de una solucion de H;TPPS; 1,3 x 107 M envejecida
durante una semana (depositada durante 1 min): A) agitada con nicleo magnético
(5 pm x 5 pm); B) ampliacion de A (1,2 ym x 1,2 pum); C) sin agitar (5 um x 5 um); D)
Ampliacion de B (1,5 um x 1,5 um). A y B estan realizadas en modo amplitud y C y D en modo
altura.

La conclusién de los resultados de estos experimentos es que las soluciones
H;TPPS; ~ 1 x 10 M no son adecuadas para estudiar la influencia de la agitacién
en la sefial de dicroismo circular obtenida para los agregados por ser demasiado

concentradas (caso analogo al reportado previamente para soluciones de H,TPPS,
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~ 1 x 107 M). Las interacciones particula-particula podrian interferir con las
interacciones de la particula con el flujo de la solucion. Por ello procedimos a
estudiar el efecto de agitaciéon en soluciones mas diluidas (~ 1 x 10™* M) de esta

porfirina.

11.2.7.3.2. Soluciones de H;TPPS; ~1x 10 M

Tal como hemos indicado anteriormente (apdo. 11.2.6.1.2.2.), las soluciones
agregadas de HyTPPS; ~ 1 x 10* M recién preparadas muestran cintas rectas.
Estas cintas en soluciones en reposo al cabo de 24 h empiezan a plegarse y

después de 2-3 dias todas ellas muestran plegamientos (Fig. I1-62).

100 400 L] w 0 0. 9.3 !
Data scale 100.0 mv - Data scale 100.0 myv =

Fig. 11-62 Imdgenes de AFM del depésito de una solucién de H;TPPS; 1,3 x 10 M (depositada
durante 1 min): A) 7 h después de su preparacion (850 nm x 850 nm); B) 24 h después de su
preparacion (1 ym x 1 um).

Para las medidas de dicroismo circular de soluciones de H;TPPS;
~ 1 x 10* M se utilizaron cubetas de camino 6ptico I= 0,1 cm. Se evitd usar
cubetas de camino Optico mas estrecho (1 < 0,01 cm) con el fin de minimizar las

contribuciones dicroicas lineales en la medida de dicroismo circular.
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Las medidas de dicroismo circular de soluciones ~ 1 x 10* M de H;TPPS;
recién obtenidas (Fig. I1I-63A) mostr6 una banda bisignada de quiralidad
excitonica positiva centrada en la banda de méxima absorcion de los J-agregados a
~ 490 nm. En algunos casos inicialmente aparecia una banda unica o bien una
banda bisignada poco definida, pero con el tiempo siempre se obtuvo una clara
sefial bisignada de quiralidad excitonica positiva (Fig. [I-63B). Realizamos
también los espectros de dicroismo lineal de estas mismas soluciones (Fig. 11-63)
comprobando que no habia contribuciones importantes de dicroismo lineal que

pudiesen interferir en la sefial de dicroismo circular detectada.
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Fig. 11-63 Espectros de DC, DL y densidad dptica de una solucién 1 x 107 M de H;TPPS;:
A) recién preparada; y B) la misma solucion 24 h después, en reposo (sin agitacion).
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Al agitar las soluciones ~ 1 x 10" M de H5TPPS; a 1600 rpm, en ambos
sentidos: horario (CW) y antihorario (ACW), se detectd un aumento de la
agregacion respecto al comportamiento de estas mismas soluciones en reposo (Fig.
11-64).

El estudio por dicroismo circular mostré una buena correlacidén entre el
sentido de agitacion utilizado (CW o ACW) y el signo de quiralidad excitonica de
la sefial obtenida para los J-agregados a ~ 490 nm. En la Fig. II-65 se muestran las
medidas de densidad oOptica, DC y DL de las tres soluciones de H;TPPS;
1,1 x 10* M preparadas segun el procedimiento general de agitacion descrito
anteriormente. Las medidas de DL mostraron que no existian contribuciones
lineales significativas y los espectros de densidad Optica mostraron que la
agregacion no evoluciond en la misma extension en las tres soluciones. Pero el
resultado mas significativo es que los J-agregados de la solucion agitada en
sentido horario proporcionaron una sefial bisignada de quiralidad excitonica
positiva (—/0/+) y en cambio la misma solucion agitada en sentido antihorario

proporciond una sefial bisignada de quiralidad excitonica negativa (+/0/-).
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Fig. I1-64 Evolucion de los espectros de densidad optica de partes alicuotas de una misma
solucion 1 x 10 M de H;TPPS;: A,B) con agitacién (CW, 1600 rpm); y C,D) en reposo (sin
agitacion).
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Fig. 11-65 Espectros de DC, DL y densidad optica de dos partes alicuotas de una solucion
1,1 x 10* M de H;TPPS; agitadas a 1600 rpm durante 24 h: A) en sentido horario; y B) en
sentido antihorario.

Las medidas de AFM de los depdsitos obtenidos a partir de soluciones
agitadas, en comparacion con los depositos de las mismas soluciones en reposo,
mostraron que el plegamiento se aceleraba con la agitacion. Por ejemplo,
siguiendo el procedimiento experimental, después de 6 h se observaron cintas con
plegamiento en los depodsitos de las soluciones agitadas, mientras que para la
misma solucién en reposo aun no se detectaba el inicio del proceso de plegamiento
espontdneo (Fig. [1-66). A nivel de observacion por AFM, donde no son posibles
conteos estadisticos, se detectaron plegamientos de las cintas en ambos sentidos

sin importar cual era el sentido de agitacidn utilizado.
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Data scale 50.00 mv - Data scale 50.00 mv . Data scale 50.00 mv

Fig. 11-66 [mdgenes de AFM en modo amplitud de los depdsitos ( durante 1 min) de partes
alicuotas de una misma solucién de H;TPPS; 1,3 x 107 M después de 6 h: A) en reposo
(1,25 pm x 1,25 um); B) con agitacion horaria a 1600 rpm (1,25 pm x 1,25 um); y C) con
agitacion antihoraria a 1600 rpm (890 nm x 890 nm).

No obstante, el plegamiento espontdneo de las cintas en soluciones
~1x 10™* M de H;TPPS; en reposo (sin agitar) difiri6 de manera significativa con
respecto al de las soluciones agitadas. En estas ultimas, en contraste con la
solucién en reposo, una gran proporcion de cintas presentaba un orden de
plegamiento regular extenso (cintas helicoidales), y raramente se detectaron
plegamientos irregulares (Fig. II-67). El flujo de agitacién minimizé el nimero de
cumulos observados fomentando la dispersion de las cintas como ya habiamos
observado en el caso de los depositos de soluciones ~ 1 x 10° M de H;TPPS;

(véase Fig. I1-61; pag. 112).

sin agitacion con agitacion
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Fig. 11-67 Imdgenes de AFM caracteristicas de una solucion de H;TPPS; 1,3 x 107 M
(depositada durante 1 min): A) en reposo (1,2 ym x 1,2 um) 24 h depués de su preparacion;
By C) con agitacion a 1600 rpm (B: 650 nm x 650 nm y C: 800 nm x 800 nm) 6 h después.
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Estos resultados nos llevaron a realizar una serie de experimentos en estas
mismas condiciones experimentales para comprobar si la correlacion entre la sefial
de DC y el sentido de la agitacidon se cumplia de manera estadistica. Cabe sefialar
que pruebas previas indicaron que este tipo de experimento es muy sensible
respecto a las condiciones experimentales de agitacion. Por ejemplo, con agitadores
del mismo tipo pero con rotores no perfectamente planos (detectado por ruidos,
vibracidon, etc) no se consigue la seleccion del signo de quiralidad de los

J-agregados.

11.2.7.3.2.1. Serie de agitacion a 1600 rpm

A partir de una solucién ~ 1 x 10* M de Hy;TPPS; segun el procedimiento
general de agitacion se realizaron los experimentos recogidos en la Tabla II-5. Las
medidas de dicroismo circular de estas soluciones se realizaron después de periodos
de agitaciéon (o reposo) de 6 h a 24 h. Para descartar posibles interferencias, esta
serie de experimentos se ha realizado en tubos de 2 mL de un solo uso utilizando
diferentes soluciones de H;TPPS; obtenidas a partir de diferentes columnas de
intercambio cationico. Ademads, las barras magnéticas agitadoras se han
intercambiado y se ha estudiado el efecto de la presencia de la barra magnética en

soluciones en reposo, descartando posibles diferencias de comportamiento.

Tabla II-5 Serie de experimentos de agitacion a 1600 rpm.

. Direccion de la Espectro dicroico
N° Experimento e
agitacion —/0/+ (mdeg) +/0/— (mdeg)
HORARIA —50/0/+40
1 ANTIHORARIA +150/0/-160
EN REPOSO -25/0/+10
HORARIA —400/0/+250
2 ANTIHORARIA +1100/0/—800
EN REPOSO —20/0/+15
HORARIA —50/0/+100
3 ANTIHORARIA +50/0/-90
EN REPOSO -90/0/+40
HORARIA +450/0/-350
4 ANTIHORARIA +210/0/-250
EN REPOSO —60/0/+22
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HORARIA ~30/0/+75
5 ANTIHORARIA +65/0-125
EN REPOSO —40/0/+18
HORARIA —65/0/+68
6 ANTIHORARIA +40/0/-110
EN REPOSO —40/0/+18
HORARIA —40/0/+20
7 ANTIHORARIA +40/0/—100
EN REPOSO ~18/0/+12
HORARIA ~175/0/+153
8 ANTIHORARIA +150/0/-170
EN REPOSO —60/0/+22
HORARIA ~190/0/+120
9 ANTIHORARIA +20/0/-50
EN REPOSO —65/0/+45
HORARIA® —1400/0/+1100
10 ANTIHORARIA +85/0/—65
EN REPOSO —60/0/+45
HORARIA ~15/0/+40
11 ANTIHORARIA +20/0/—40
EN REPOSO —90/0/+40
HORARIA ~80/0/+65
12 ANTIHORARIA —200/0/+310
EN REPOSO ~70/0/+65
HORARIA ~550/0/+220
13 ANTIHORARIA +400/0/-300
EN REPOSO ~150/0/+100
HORARIA -95/0/+60
14 ANTIHORARIA +450/0/-300
EN REPOSO ~200/0/+130
HORARIA ~180/0/+80
15 ANTIHORARIA ~130/0/+80
EN REPOSO ~15/0/+10

El centro de la banda bisignada se situé en el méximo de absorcion de la
banda de los J-agregados: ~ 490 nm, y mostrd una distancia maxima entre los picos
de 4 £ 0,5 nm para todos los experimentos. Esto indica que el control de las

condiciones experimentales de los J-agregados conduce al mismo tipo de

particulas.

" En este caso se agit6 durante 48 h
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De los 15 experimentos, 12 de ellos dieron sefiales bisignadas de dicroismo
circular opuestas: (—/0/+) para las agitadas en sentido horario y (+/0/~) para las
agitadas en sentido antihorario, estos resultados corresponden a una seleccion por

agitacion del 80% considerando pares CW-ACW (12/15).

Un aspecto remarcable es que las soluciones en reposo siempre mostraron el
mismo signo de quiralidad para la sefial bisignada en el espectro de DC (seiial
bisignada positiva) al igual que se observo para los J-agregados de H,TPPS,. Este

hecho ha sido previamente reportado y discutido''*'*!>?

y se creia que se debia a
contribuciones lineales originadas por una orientacion dominante de las particulas
con forma de cinta por movimiento Browniano en presencia de gravedad (rotacién
Browniana). Estudios recientes en nuestro grupo han mostrado la ausencia de
contribuciones lineales y han demostrado que el efecto se debe a la interaccion con

las trazas de restos bioldgicos en el agua ultra-pura.

11.2.7.3.2.2. Serie de agitacion a 800 rpm

Para evaluar el efecto de la velocidad de agitacion en la seleccion del signo
quiral de los J-agregados realizamos otra serie de 8 experimentos a menor
velocidad (800 rpm) siguiendo el mismo procedimiento general de agitacién a
partir de una solucién ~ 1 x 10* M de H;TPPS;. Después de un periodo de
agitacion de 6 h a 24 h se realizaron las medidas de dicroismo circular de estas
soluciones (Tabla II-6). Se tuvieron en cuenta las mismas precauciones detalladas

en las serie de agitacion a 1600 rpm.

Tabla II-6 Serie de experimentos de agitacion a 800 rpm.

. Direccién de la Espectro dicroico
N° Experimento e .o
agitacién —/0/+ (mdeg) +/0/— (mdeg)
HORARIA -120/0/+80
1 ANTIHORARIA —600/0/610
EN REPOSO —100/0/+40
HORARIA —610/0/+480
2 ANTIHORARIA —1200/0/350
EN REPOSO -100/0/+40
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HORARIA -30/0/+420
3 ANTIHORARIA —850/0/600
EN REPOSO —70/0/+30
HORARIA —500/0/+300
4 ANTIHORARIA —150/0/+100
EN REPOSO —70/0/+30
HORARIA -5/0/+10
5 ANTIHORARIA —500/0/+450
EN REPOSO —70/0/+25
HORARIA —110/0/+70
6 ANTIHORARIA —-130/0/+90
EN REPOSO —70/0/+25
HORARIA -300/0/+200
7 ANTIHORARIA —110/0/+100
EN REPOSO —10/0/+5
HORARIA —600/0/+400
8 ANTIHORARIA —-500/0/+300
EN REPOSO —8/0/+5

De nuevo el centro de la banda bisignada se situ¢ en el méximo de absorcion
de la banda de los J-agregados (~ 490 nm), y la distancia maxima entre los dos
picos de la sefal bisignada fue de 4 = 0,5 nm para todos los experimentos. En este
caso se obtuvo siempre una sefial de quiralidad excitdnica positiva para los
agregados de las tres partes alicuotas sin importar la direccién de agitacidon, por
tanto la fuerza generada por la frecuencia de agitacion (rpm) es el factor critico que

origina la seleccion de la quiralidad de los agregados.

I1.2.7.4. Efecto de la agitacion en el rotaevaporador de
soluciones de H;TPPS;

Mediante la rotaevaporacion en sentido horario o antihorario (véase anexo),

a partir de soluciones 4cidas de la porfirina Na;TPPS; en su forma monomérica

diprotonada, se reporto la seleccion del signo de quiralidad de los homoasociados
., 153 . . .

formados al concentrar la solucidén. ”” De igual manera intentamos realizar una

serie de experimentos andlogos con la H;TPPS;.
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A partir de una soluciéon de H;TPPS; ~ 1 x 107 M recién obtenida de la
columna de intercambio cationico como se ha descrito previamente, se prepar6 una
dilucién 1/1000. Esta solucion diluida de porfirina (~ 1 x 10°® M) mostraba por
UV-Vis una proporcién de las especies base libre:mondémero diprotonado de ~ 2:1
y la ausencia de J-agregados. Se prepararon tres partes alicuotas de 250 mL de esta
solucién de HiTPPS; ~ 1 x 10°® M. Una se dejé en reposo y las otras dos se
concentraron en el rotaevaporador con sentidos de agitacion del matraz opuestos.
Después de concentrar la solucion en el rotaevaporador durante unas horas se
obtuvo una solucién concentrada de porfirina agregada (1 x 10° M — 1 x 10™* M).
A pesar de que los experimentos se realizaron utilizado vidrio silanizado como se
detalla en la parte experimental, fue muy dificil evitar la neutralizacién de la
solucion de porfirina (p. ej., efecto de las impurezas presentes en los tubos de goma
del rotaevaporador). Estos inconvenientes no permitieron realizar una serie de
experimentos para determinar estadisticamente si se obtenia o no seleccidon quiral
segin el sentido de agitacion del matraz en el rotacvaporador. No obstante, los
depositos de AFM de algunas de las soluciones obtenidas (sin problemas de
neutralizacion) mostraron abundancia de estructuras helicoidales regulares y otro
tipo de estructuras de interés para comprender el fendémeno de plegamiento (Fig.

11-68).

L 00 100 0

Data scale 50.00 myv y Data scale 50.00 myv

Fig. 11-68 Imdgenes de AFM en modo amplitud de los depositos ( durante 1 min) de una solucion
agregada de H;TPPS; obtenida por rotaevaporacion de una solucion 1 x 10°° M de H;TPPS; sin
presencia de J-agregados: A) 1,3 um x 1,3 um); y B) 650 nm x 650 nm.
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Se obtuvieron estructuras de las cintas en zigzag con angulos entre 110° y
140°. Esto junto con muchas otras observaciones indica que el plegamiento
unicamente se observa cuando la anchura de las cintas es superior a un valor critico
de aproximadamente 28 nm. Para anchuras menores no se ha observado nunca
plegamiento. En el caso de soluciones rotaevaporadas de porfirina las regiones de

las cintas mas estrechas de 28 nm muestran las estructuras en zigzag descritas.

I1.2.7.5. Discusion sobre el fenomeno de plegamiento de los
agregados de H;TPPS;

La influencia de la agitacion en el plegamiento de las cintas de H;TPPS; es
un ejemplo experimental poco frecuente de los modelos tedricos aceptados sobre la
influencia de los efectos hidrodindmicos en la cinética de plegamiento de polimeros
amfifilicos (p. ej. biopolimeros). En estos materiales el flujo de solvente
(movimiento de conveccion, etc) juega un papel crucial en la seleccion y
consecucion de sus estructuras en equilibrio, permite que se alcancen ciertos
estados de transicidén y por tanto modifica la cinética del proceso hacia la forma

157,158

plegada mas estable. El papel del agua en el plegamiento de proteinas es el

paradigma de estos modelos.

Un reciente modelo tedrico'™ trata la transicion de estructuras tubulares
rectas a hélices en solucidon como un proceso controlado entrépicamente. En este
modelo el tubo recto que interacciona con pequefias particulas esféricas de la
solucion, se pliega para disminuir el volumen disponible para esta interaccion (Fig.
[1-69). El plegamiento provoca un aumento de la energia libre, debido a la entropia
positiva generada por el retorno de particulas esféricas al seno de la solucidn. Este
aumento de entropia depende del ntimero de particulas esféricas que dejan de
interactuar con el tubo, y por ello del tamafio y dimensiones de éste, y de la

curvatura del plegamiento.

123



Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

Fig. 11-69 Modelo del plegamiento entrdpico propuesto por Snir y Kamien."” A) volumen de
interaccion (verde azulado) para un tubo recto (naranja) con particulas esféricas de radio r.
B) Cuando el tubo toma la conformacion helicoidal, las regiones de interaccion se solapan sobre
s1 mismas, reduciendo el volumen total de interaccion.

En nuestro caso, estimaciones de este modelo y el hecho de que el
plegamiento de las cintas de H;TPPS; unicamente tenga lugar para valores de
anchura superiores a 28 nm (véase Fig. II-68; pag. 122), implican que la
interaccidn tiene lugar entre la cinta y particulas relativamente grandes y excluye
que el origen del plegamiento sea debido a efectos puramente hidrofobicos. Estas
particulas que interactian con la cinta deberian ser oligomeros; i.e. pequefios
J-agregados o la porfirina monomérica, la cual también presenta un tamafio
relativamente grande (volumen aproximado ~ 2,5 nm’). Esta es una hipotesis
razonable si tenemos en cuenta que tanto las cintas de J-agregado como las
particulas que interaccionarian con éstas son especies cargadas eléctricamente y

que el tipo de interaccion seria el esperado en sistemas coloidales.

Anteriormente hemos propuesto para los agregados de H;TPPS; un modelo
de bicapa con interacciones hidrofobicas entre capas (véase Fig. 11-48B; pag. 98).
En el caso de los agregados de H,TPPS,, el modelo que hemos propuesto es

también el de una bicapa, pero con interacciones ionicas entre capas (véase
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Fig. 1I-48A; pag. 98). Para los agregados de H,TPPS, so6lo hay una posible
ordenacidn de tipo ionico entre las dos capas que conforman las cintas observadas
y por tanto el efecto de las fuerzas hidrodindmicas Unicamente puede provocar la
ruptura de las cintas. No obstante, en el caso de los agregados de H;TPPS;, las
bicapas formadas por interacciones hidrofébicas tienen la posibilidad de presentar
diversas estructuras que difieren poco en sus valores energia. En soluciones en
reposo de porfirina agregada, el flujo hidrodindmico de origen Browniano o
convectivo actia como bafio térmico, proporcionando la energia de activacidon
necesaria para pasar de un intermedio conformacional a otro hasta llegar a la forma
plegada que representa el mesoformo mads estable del sistema. En el caso de las
soluciones agitadas debe distinguirse entre las regiones del recipiente que presentan
un flujo turbulento y las que presentan flujo laminar. La interaccion con el flujo
turbulento deberia tener un efecto similar al de la dinamica Browniana de las
soluciones en reposo. La estimacién del nimero de Reynolds (Re) de nuestro
montaje experimental indicd que el sistema no estaba agitando en régimen laminar
(valores de Re pequefios) sino que implicaba un vértice turbulento. No obstante,
existe siempre un flujo laminar que no se puede suprimir en las paredes del
recipiente. Este flujo es una corriente quiral laminar con gradiente de velocidad

(fuerza de cizalla) entre la pared y el movimiento helicoidal del flujo ascendente.

>

-~ mmm-- -

Fig. II-70 Vortice obtenido en un sistema con agitacion mediante una barra magnética. En el
flujo de arriba hacia abajo (A) y de abajo hacia arriba (B) se mantiene el sentido de rotacion
circular, pero al cambiar la direccion de progresion se invierte el sentido del vortice. El vortice
del fluido que desciende es en este caso dextrogiro (P) y el de ascenso levogiro (M).
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En la Fig, II-70 se muestra un esquema del sistema de agitacién que muestra
el vortice formado y el flujo de retorno por las paredes (flujo laminar). Este
gradiente hidrodinamico quiral deberia ser el responsable de la obtencién de
estructuras plegadas regulares (cintas plegadas helicoidalmente) y de la existencia
de un exceso enantiomérico de plegamientos en uno de los dos sentidos posibles.
Este exceso enantiomérico seria el detectado por DC. El flujo del vortice va de
arriba abajo del recipiente y el flujo de retorno por las paredes de abajo a arriba. El
signo helicoidal creado por la barra agitadora de arriba hacia abajo (p. ej., P),
cambia su signo (p. €j., M) en el fluido de retorno a la superficie: tenemos el mismo
sentido de rotacidn circular pero diferente direccidon de propagacion. De hecho, los
resultados publicados previamente sobre la seleccion del signo de quiralidad en los
agregados de Na;TPPS; mediante la concentracién en el rotaevaporador''®'>* son
opuestos a los obtenidos en este trabajo. Por ejemplo mientras para la rotacion
horaria de soluciones agregadas de H;TPPS; hemos obtenido una sefial de
quiralidad exciténica positiva, con el rotaevaporador se obtuvo una sefial de
quiralidad excitonica negativa. Esta aparente contradiccion queda resuelta si
consideramos que el flujo que induce la seleccidon de la quiralidad es el flujo de
retorno laminar de las paredes del recipiente. En cambio en el caso del
rotaecvaporador el flujo més importante que origina un gradiente de cizalla es el del

progreso del fluido en las paredes del rotaevaporador.

Desde un punto de vista estructural podemos considerar que objetos
enantiomorficos en un flujo circular exhiben trayectorias enantiotrépicas, como se
ha mostrado experimental'® y teéricamente.'® En nuestro caso, las trayectorias
resultantes para hélices enantiomorficas deben ser diastereotropicas, porque el flujo
de agitacion es quiral de por si. Todo ello sugiere que en la evolucion de la
agregacion en el sistema agitado existe una seleccion de uno de los dos sentidos de
las hélices. Las particulas con uno de los signos helicoidales podrian seguir la
trayectoria del régimen laminar, mientras que las otras serian expulsadas hacia las
regiones de flujo cadtico o turbulento. En estas regiones el “reciclaje” a

monomeros a través de pequefias especies oligoméricas seria mayor, permitiendo la
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seleccion de las particulas con el otro signo helicoidal. En este sentido
consideramos que esta seleccion es s6lo posible en el caso de objetos quirales, que

162,163
>? De otro modo

puedan clasificarse en dos clases homoquirales (e. g., hélices).
no existiria correlacion entre la seleccion evolutiva de uno de los enantiomorfos y

el signo de sus espectros de DC.

Los resultados obtenidos son un ejemplo experimental de como el flujo de

157,1 : ;
7138 puede seleccionar entre diferentes rutas en un proceso de

agitacion
autoensamblaje, y por tanto entre diferentes polimorfos supramoleculares. Esto es
de interés no solo en el campo de biopolimeros, sino también y de manera mas
general en quimica supramolecular, por ejemplo en la mimesis de sistemas

* De hecho, resultados

. . . 16
naturales mediante el autoensamblaje de porfirinoides.
experimentales previos sobre la influencia de la gravedad en la estructura de las
mesofases obtenidas por autoensamblaje'® también tienen su origen en los efectos

hidrodinamicos.

I1.2.8. Estudio del control de la agregacion de Na,TPPS,
en solucion acida (H4TPPS42_)

Uno de las metas actuales en quimica supramolecular es el control de los
métodos de sintesis no-covalente en el control de la estructura de sistemas
supramoleculares, como es el caso de la homoasociacion de las porfirinas
estudiadas en este trabajo. Hasta ahora han sido publicados pocos trabajos sobre el
control en la formacion (por interacciones no covalentes) de estructuras
supramoleculares de porfirinas.'®™'”" Algunos de estos trabajos se basan en la
dependencia jerarquica intrinseca propia de los procesos de autoensamblaje: la
secuencia de los componentes moleculares monoméricos en el producto final
deriva de la secuencia temporal de los “sucesos” quimicos (por ejemplo la adicién

de las especies moleculares monoméricas). Pero esta dependencia jerarquica no
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radica unicamente en la secuencia temporal de sucesos sino que también puede ser
modulada por el tiempo. Purrello'”? ha descrito como en el caso de la meso-
tetraquis(4-fosfonatofenil)porfirina (TPPP) al realizar dos valoraciones de pH en
las mismas condiciones experimentales, exceptuando el tiempo de espera entre
adiciones sucesivas de la solucion valorante, se obtenian especies finales
diferentes. Esta porfirina, TPPP, presenta tres etapas de protonacioén y Gnicamente
muestra agregacion la especie con los grupos fosfonato monoprotonados y los N

pirroleninicos sin protonar (Esquema II-5).

12 Etapa

2? Etapa 3?2 Etapa
0P, Pog- | & “HO4P. POSH-{ 4+~ “HOP PO 2 H03P. POsH,| 2"
C . l @ l (O O
+4H* +2H* +4H*
| e— | e— [ —
pH~7.8 pH ~5,4 pH ~2,4
YT s Ro TN s Ro N »
~03P POg “HOZP PO3H “HOsP POzH Hy03P PO3H,
Agregados

Esquema II-5 Etapas de protonacién y posible agregacion para TPPP."’

Una valoracion répida (de pH 10 a 2,5) conduce a la especie monomérica
completamente protonada mientras que una valoraciébn mas lenta genera el
autoensamblaje de la porfirina protonada parcialmente. Esta diferencia ha sido
atribuida a la necesidad de un mayor tiempo para conseguir una concentracidén
critica de semillas de agregado, necesarias para “catalizar” el crecimiento de los
homoasociados mas grandes. Si se evita la primera etapa de protonacion (al
disolver directamente la porfirina a pH= 5) o se pasa rapidamente a través de ésta,
se obtiene la formacion de las especies monoméricas diprotonadas.'”™

Este comportamiento es bastante diferente del mostrado por otras porfirinas
para las cuales el proceso de homoasociacidon por autoensamblaje unicamente es
posible a partir de las especies completamente protonadas, es decir después de la
Gltima etapa de protonacién.”” En el caso de la TPPP, el sistema llega a una

bifurcacion de control cinético y termodindmico en la segunda etapa de
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protonacién (de las tres que hay) y el tiempo es el factor discriminante entre el
control termodindmico (protonacidn) y cinético (agregacion). En cambio para la
Na,TPPS,, la agregaciéon solo tiene lugar tras la ultima etapa de protonacion

(control termodinamico).'”'"?

Hemos estudiado la homoasociacion de Na,TPPS, para descubrir otros
parametros que puedan modular la agregacion de aquellos casos en los que
aparentemente es dificil de dirigir el proceso de autoensamblaje. La Na,TPPS,
unicamente forma mesofases agregadas de estructura definida en su forma
monomérica 4acida diprotonada. Como hemos explicado anteriormente
probablemente se generan J-agregados monodimensionales (A= 490 nm) que se
empaquetan en H-agregados (Ansu= 420 nm) formando la estructura
tridimensional del homoasociado. Algunos de los factores que pueden influir en el
control de estas segundas etapas de la agregacion son: la concentracion de
porfirina, el pH, la naturaleza de los cationes presentes (que apantallan la repulsion
entre los 4 sustituyentes anidnicos) y el orden jeradrquico en la adicion de los
componentes. En cuanto a este ultimo factor, algunos autores ya han indicado su
importancia en relacion con el comportamiento de agregacion, pero no han dado
pautas que permitan su control.'”

Hemos realizado estudios de espectroscopia UV-Vis, Dicroismo Circular
(DC) y RLS'"™ (Resonance Light Scattering) sobre la agregacion de soluciones de
Na,TPPS,; en NaCl 0,3 M, en un intervalo de pH de 1,3 a 3,9; variando la
concentracidon de la solucién madre de porfirina, la concentracion de porfirina en
la solucién final (entre 1 uM y 4 uM) y el orden de adicion de las soluciones

madre de porfirina y NaCl.

I1.2.8.1. Preparacion de las soluciones de H,TPPS,*

Las soluciones madre de porfirina (Nay;TPPS,), de concentraciones entre

1x10* My 1x 107 M, fueron preparadas siempre un dia antes de su utilizacion
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disolviendo la Na,TPPS, en agua y se mantuvieron en un bafio termostatizado a
25°C. Su concentracidn se determind por espectroscopia UV-Vis el mismo dia de
su utilizacion (para asegurar su total disolucidon). También se prepararon
soluciones de acido citrico 0,1 M; NaCl 3 M; HC1 1 M; y NaOH 6,8 M. A partir de
estas soluciones se prepararon dos series de disoluciones en viales de vidrio de

4 mL a diferentes pH (véase Tabla II-7):

Serie A (NaCl antes): se adiciono el volumen de agua requerido, 150 uL de
la solucion de acido citrico 0,1 M; el volumen de HCl o NaOH necesario para
obtener el pH deseado, un volumen de NaCl 3 M para obtener una fuerza ionica de
la solucién final de 0,3.

Serie B (NaCl después): se prepararon exactamente igual que las anteriores

excepto que en estas no se afiadié NaCl.

Los medios de dilucién de ambas series (en ausencia de porfirina en la serie
A, y en ausencia de NaCl y porfirina en la serie B) se prepararon siempre al mismo
tiempo, en paralelo, un dia antes de afiadir la porfirina y tras la adicién de cada
componente se asegurd una mezcla rapida mediante agitacion manual vigorosa.
Controlamos su pH (s6lo de la serie A) justo después de su preparacién y se

mantuvieron en la nevera para su mejor conservacion.

Tabla I1-7 Volumenes anadidos y concentraciones finales para cada componente de las
soluciones de las series A y B. La concentracion de porfirina vario segun el tipo de experimento
(véase texto).

H,0 | Acido citrico HCI IM NaOH 6,8 M NaCl3 M
pHeyp 0,1 M

V) | V)| crmM)| VL) | crmM) VuL) |ermd) |V uL) | ermm)
1,3 | 2470 | 150 5 120 40 260 260
1,9 | 2520 | 150 5 28,5 9,5 300 300
2,3 | 2540 | 150 5 8 2,7 300 300
2,9 | 2550 | 150 5 1 23 | 300 300
34 | 2550 | 150 5 2,2 5 300 300
3,9 | 2550 | 150 5 3 68 | 300 300
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Un dias después de la preparacion de los medios de dilucion (series A y B)
y la solucién madre de porfirina (entre 1 x 10* M y 1 x 107 M), se realiz6 la
adicion ésta ultima en ambas series de disoluciones. En la serie B (preparadas sin
NaCl) tras la adicion de la porfirina inmediatamente se afiadié el volumen de NaCl
3 M necesario para conseguir una fuerza idnica de 0,3. Trabajamos con
concentraciones de porfirina (NayTPPS,) entre 2 uM y 4 uM y el volumen final de
todas las soluciones fue de ~ 3 mL, despreciando el volumen de solucién madre
afiadido que vari6 de 5 puL a 150 uL segun el experimento. Las soluciones fueron
estudiadas mediante diferentes técnicas espectroscopicas (UV-Vis, DC y DL, y
RLS). Uno de los factores criticos resultd ser la concentracion final de porfirina,
obteniendo comportamientos de agregacion diferentes por encima y por debajo de

una concentracion critica de ~ 3 pM.

I1.2.8.2. Concentracion final de Na,TPPS, <3 uM

Se estudio la evolucion de la agregacion en el tiempo de soluciones de
porfirina de la serie A y B; y se observo que el afiadir la sal antes o después
repercutia de manera importante en la modulacion de la agregacion.

En la Fig. II-71 se muestra el seguimiento temporal por UV-Vis y RLS de
soluciones de Na,TPPS, de concentracion final 2,7 uM y 3 uM, preparadas como
las de la serie A (NaCl antes) y B (NaCl después) a pH 2,3 (ver Tabla II-7) a partir
de una solucion 7,2 x 10 M Na,TPPS,.

A partir de los espectros UV-Vis y de RLS, comprobamos que inicialmente
para las soluciones de la serie B (NaCl después) no se detecté agregacion y en
cambio para las soluciones de la serie A (NaCl antes) si. Después de 7 h
practicamente se mantiene la situacidn inicial y en las soluciones de la serie B
(NaCl después) solo se detecta la aparicion de agregado (por RLS) a una

concentracion 3,0 uM de Na,TPPS,.
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Fig. II-71 Seguimiento en el tiempo por UV-Vis y RLS de soluciones 2,7 uM y 3,0 uM de
Na,TPPS; a pH= 2,3 preparadas exactamente igual excepto en el orden de adicion de NaCl y
porfirina: (—, m) NaCl antes; y (", A) NaCl después.

La ausencia o presencia de agregacion segun el orden de adicién de NaCl y
porfirina se reprodujo cuando utilizamos soluciones madre de Na,;TPPS; de
diferente concentracién (entre 1 x 10*y 1 x 10 M) y trabajamos a diferentes pH
(entre 1,9 y 3,9). A pH 1,3 también se observo agregacion en las soluciones de la
serie B (NaCl después), probablemente por la fuerza i6nica debida a la adicion de

acido (HCI).
En la Fig. II-72 se muestran los espectros de UV-Vis, DC y RLS de dos

soluciones (de la serie A, NaCl antes y de la serie B, NaCl después) de Na,TPPS,
2,7uM a pH 2,9 realizados 1 h 30 min después de la adiciéon de porfirina.
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El espectro UV-Vis de la solucion de la serie A (NaCl antes) mostrd una
absorcion intensa caracteristica de J-agregados a 490 nm mientras que el espectro
de la solucion de la serie B (NaCl después) no mostré absorcidon alguna en esa
region del espectro. Los experimentos de Resonance Light Scattering (RLS) de
estas soluciones corroboraron los resultados obtenidos por espectroscopia UV-Vis.
En la soluciéon A (NaCl antes) se obtuvo una seflal muy intensa a 490 nm
indicando la presencia de J-agregados, mientras que la solucién B (NaCl después)
mostrd un espectro completamente plano. En cuanto a los experimentos de DC
para la solucidon A (NaCl antes) tenemos una sefial monosignada muy poco intensa

y para la solucion B (NaCl después) no observamos ninguna sefial.

1,21
0,04 — A, NaCl antes
© B, NaCl después —— A, NaCl antes
2 B, NaCl después
3 06
S
n
o]
<C 0,31
0,01
4(I)0 5(I)0 6(I)0 7(I)O 860 4(I)0 ' S(I)O ' 6(IJO ' 7(IJO ' 8(IJO
A (nm) A (nm)
7 Condiciones experimentales de las
—— A, NaCl antes soluciones de las series Ay B
104 B, NaCl después 5 mM acido citrico
5 2,3 mM NaOH
S 03MNaCl
£ [porf]sor. magre= 4,9 x 10 M
8 [porflsor. finat = 2,7 /JM
pH= 2,9
(medidas realizadas 1h 30 min después
de la preparacion de las soluciones)
5

4(I)0 S(I)O 6(IJO 7(I)0
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Fig. I1-72 Espectros de UV-Vis RLS y dicroismo circular,; y condiciones experimentales de dos
soluciones preparadas exactamente igual excepto en el orden de adicion de NaCl y porfirina.
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La agregacion por tanto depende en gran medida del orden de dilucion,
permitiendo escoger en las mismas condiciones experimentales entre la forma
monomérica diprotonada de la porfirina y especies autoensambladas. Una posible
explicacion seria la existencia en la solucién madre de porfirina de pequefios
agregados. Una vez disuelta la alicuota de la solucion madre en el medio de
dilucion, la porfirina que forma estos agregados se protonaria rapidamente
formando semillas de J-agregados. Estos J-agregados podrian seguir dos caminos

diferentes segun la presencia o no de NaCl:

a) en presencia de sal (serie A, NaCl antes), estos agregados se
mantendrian ya que la presencia de centros positivos (Na') favoreceria la
presencia de micro-regiones concentradas en porfirina.

b) en ausencia de sal (serie B, NaCl después), estos agregados se
disociarian rapidamente debido a la repulsion entre las cargas positivas del

nucleo porfirinico y las cargas negativas de la periferia del anillo.

Este remarcable control en el autoensamblaje de Na,;TPPS, en medios
acidos puede ser explotado de cara a sintetizar nuevas especies con una actividad
especifica. Actualmente en la universidad de Catania se esta trabajando en este
sentido. Por ejemplo la interaccion de Na,;TPPS; con un calixareno catidnico
transformaria en medio 4cido la porfirina zwitteridonica (con cationes en el anillo
central y aniones en la periferia) en una especie policationica sensible a aniones.
El exceso de cargas positivas en el heteroasociado calixareno-porfirina (4:1)
proporcionaria el potencial electrostatico para atraer aniones y las dos cargas
positivas del centro porfirinico actuarian como transductores para evidenciar el
enlace con el anidén debido a la variacion de propiedades espectrales que tendria
lugar. Ya se ha confirmado la formacion del heteroasociado Na,TPPS,-calixareno
catidnico, unicamente cuando la porfirina estd en su forma éacida diprotonada, por
tanto el efecto jerarquico de la adicidn de los componentes en este caso seria muy
importante. Actualmente se estdn realizando estudios utilizando estos
heteroasociados como sensores de especies anidOnicas, por ejemplo el anion

cromato (CrO4>) ha sido detectado a partir de 20 ppb.
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En resumen, al trabajar a concentraciones finales de porfirina por debajo de
3 uM, se puede elegir para unas mismas condiciones experimentales la obtencidon
de diferentes especies: la especie acida diprotonada completamente monomérica o
bien esta misma especie parcialmente agregada. Al adicionar el NaCl antes que la
porfirina se obtiene una cierta proporcion de especies de J-agregado mientras que
al afnadir el NaCl después se obtuvo la especie monomérica dcida en ausencia de
homoasociado y no se detectaron indicios de éste durante las primeras horas
después de su preparacion. Después de una semana la situaciéon de ambas
soluciones fue practicamente idéntica, por tanto es un control claramente cinético,

que afecta a los primeros estadios de la agregacion.

I1.2.8.3. Concentracion final de Na,TPPS, >3 uM

El comportamiento jerarquico de este sistema no fue tan claro cuando se
estudiaron soluciones con concentraciones de Na,TPPS, > 3 uM. En este caso el
autoensamblaje dependié de varios pardmetros: la concentracion de la solucidon
madre de porfirina neutra, el orden de adicién de los componentes y el pH. El
estudio de estos sistemas es muy dificil debido a la posible interdependencia entre
los factores descritos, por ejemplo la dependencia de la concentracion de sal
podria ser diferente a distintos valores de pH. Por tanto en este caso se deberia
realizar un trabajo exhaustivo para estimar los parametros experimentales que
conducirian al control de los procesos de autoensamblaje.

Hemos realizado un estudio por UV-Vis, DC y RLS de soluciones de
Na,TPPS; 4 uM, preparando los medios de dilucion tal como se ha descrito
previamente (ver Tabla II-7) para trabajar en un intervalo de pH entre 1,3y 3,9; y
variando la concentracion de la solucion madre de porfirina neutra entre 1 x 10y

1x10° M.
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soluciones de Na,TPPS, de concentracion final 3,5 uM y 4 uM, preparadas como
las de la serie A (NaCl antes) y B (NaCl después) a pH 2,3 (ver Tabla II-7) y

utilizando una solucion madre de Na,TPPS, 7 x 10 M.

Absorbancia (A= 490 nm)

Absorbancia (A= 490 nm)

I1.2.8.3.1. Estudio por Espectroscopia UV-Vis y RLS

En la Fig. II-73 se muestra el seguimiento temporal por UV-Vis y RLS de
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Fig. II-73 Seguimiento en el tiempo por UV-Vis y RLS de soluciones 3,5 uM y 4,0 uM de
Na,TPPS, a pH= 2,3 preparadas exactamente igual a partir de la misma solucion madre
(Na,TPPS, 7 x 10 M) excepto en el orden de adicion de NaCl y porfirina: (—, m) NaCl antes; y

(", A) NaCl después.

En las medidas de UV-Vis realizadas 4 h 30 min después de la adicioén de

porfirina se mantuvo la situacidn inicial y las soluciones de la serie A (NaCl antes)

presentaban una mayor absorbancia, para los J-agregados a 490 nm, respecto a las

soluciones de la serie B (NaCl después). Los espectros UV-Vis de las soluciones
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de la serie B mostraron un ligero incremento de la agregacion con el tiempo y los
de la serie A no sufrieron variaciones significativas. En cambio por RLS
observamos un aumento de la intensidad de la sefial a 490 nm con el tiempo para
la solucion de la serie B (NaCl después) y una disminucion para la solucion de la
serie A (NaCl antes). A una concentracidn final de porfirina de 4,0 uM se observé
como las sefiales de RLS de ambas soluciones presentaban intensidades muy
similares a pesar de la diferencia observada por UV-Vis en sus respectivos valores
de absorbancia a 490 nm.

Procedimos a estudiar la influencia del pH y de la concentracion de la
solucion madre utilizada trabajando a una concentracion final de porfirina
(NayTPPS,) de 4 uM. Se prepararon soluciones de las series A (NaCl antes) y B
(NaCl después) (ver Preparacion de la muestra) afiadiendo el volumen necesario
de solucién madre de Na,TPPS, para obtener una concentracion final de porfirina
4 puM. Una hora y media después de haber afiadido la porfirina se realizaron las

medidas de UV-Vis y RLS.
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Fig. I1-74 Representaciones grdficas a diferentes pH, donde X es la concentracion de la solucion
madre utilizada en unidades de molaridad e Y es la relacion de absorbancias a 490 nm (banda de
maxima absorcion del J-agregado) de soluciones de la serie B (NaCl después) respecto a
soluciones de la serie A (NaCl antes).Todas las medidas fueron realizadas 1h 30 min después de
la adicion de porfirina.
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En los espectros UV-Vis realizados 1 h 30 min después de afadir la
porfirina en las soluciones de las series A y B, se obtuvo siempre la deteccion de
una banda de absorcion de J-agregado a 490 nm excepto en algunos casos a pH
3,9. Se determino la relacion del valor de absorcidon de esta banda a 490 nm en las
soluciones de las series A (NaCl antes) y B (NaCl después) preparadas en las
mismas condiciones experimentales excepto en el orden de adicion NaCl/porfirina.
En la Fig. II-74 se muestran las representaciones a diferentes pH de la relacion de
valores de absorbancia a 490 nm de las soluciones de la serie B respecto a las
soluciones de la serie A (Anaci despues / ANacl antes) €1 funcion de la concentracion de
la solucién madre utilizada.

En estas representaciones se observa que el valor de absorbancia a 490 nm
de las soluciones de la serie A (NaCl antes) fue mayor que el de las soluciones de
la serie B (NaCl después) exceptuando los casos de pH mas acido (pH 1,3 y 1,9).
Cuando la solucién madre utilizada fue mas concentrada (Na;TPPS, 8 x 107! M)
se invirtid la tendencia general, probablemente debido a que en el momento de
afiadir la porfirina en la solucion en ausencia de NaCl (serie B), ya existe una
fuerza idnica suficiente debido a la concentracién de HCI. En las graficas a pH 3,4
y 3,9 también se observan relaciones cercanas a 1 en un par de puntos. Al repetir
los experimentos de UV-Vis se observo cierta falta de reproducibilidad en los
valores de absorbancia obtenidos, pero se mantuvo la tendencia general de que el

valor de la absorbancia al afiadir el NaCl antes que la porfirina es mayor.

Los espectros RLS de estas mismas soluciones con una concentracion final
de porfirina 4 uM fueron realizados 1 h 30 min después de la adicion de porfirina.
También mostraron una sefial a 490 nm, caracteristica de los J-agregados de
H,TPPS,>, en ambos casos (serie A: NaCl antes; y serie B: NaCl después) incluso
a pH 3,9 lo cual corrobora la mayor sensibilidad de esta técnica para la deteccidén
de agregados en comparacién con la espectroscopia UV-Vis. Se determind la
relacion de intensidades de las sefiales de RLS a 490 nm obtenidas en ambas
situaciones y se realizd la representacion de esta relacion de intensidades
(1 NaCl después / 1 NacCl antes) T€SPeCto la concentracion de solucion madre de Na,TPPS,

utilizada (Fig. I1-75).
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En estas graficas se observa que en los pH extremos (1,3 y 3,9) se obtenian
situaciones inversas. Mientras a pH 1,3 la sefial de RLS para las soluciones de la
serie B (NaCl después) es mayor para todo el intervalo de concentracidon de la
solucion madre utilizada, en cambio a pH 3,9 es mayor la sefial de RLS de las
soluciones de la serie A (NaCl antes). A valores de pH intermedios se detecta una
tendencia comun: en las soluciones madre de menor concentracidn la intensidad de
la sefial de RLS a 490 nm para las soluciones de la serie A es mayor, pero a partir
de un valor de concentracién de la solucién madre (alrededor de 4 x 10°* M) la
sefial es mds intensa para las soluciones de la serie B. Un hecho remarcable es que
a pesar del mayor valor de absorbancia de la banda a 490 nm correspondiente al
J-agregado para las soluciones de la serie A (NaCl antes) respecto a las soluciones
de la serie B (NaCl después); en los experimentos de RLS se detecta una sefial a

490 nm, que en relacion al valor de absorbancia, es mayor para las soluciones de

la serie B.
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Fig. I1-75 Representaciones grdficas a diferentes pH, donde X es la concentracion de la solucion
madre utilizada e Y es la relacion de intensidades de las seriales de RLS a 490 nm de soluciones
de la serie B (NaCl después) respecto a soluciones de la serie A (NaCl antes).
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En algunos casos como se observa en la Fig. II-75, algunas de las
soluciones de la serie B muestran una mayor intensidad de RLS a 490 nm que las

de la serie A a pesar de presentar un valor de absorbancia menor (Fig. 1I-76).

1,2-
- 2x10" 1 —n— NaCl antes
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. — 7
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Fig. l1-76 Representaciones del valor de absorbancia a 490 nm y de la intensidad de la sefial de
RLS (a esta misma longitud de onda) a diferentes pH para soluciones de la serie A (NaCl antes) y
B (NaCl después) con una concentracion final de porfirina 4 My de la solucion madre utilizada
de7x 107 M.

11.2.8.3.2. Estudio por Dicroismo Circular (DC)

La porfirina Na,TPPS; en su forma 4cida diprotonada (que forma el
J-agregado por autoensamblaje) es aquiral, pero sus agregados pueden ser quirales.
Estos agregados quirales generalmente presentan una sefial de DC bisignada de
quiralidad excitonica positiva o negativa (véase anexo). En toda la serie de
experimentos realizados en los que se obtenia una sefial bisignada observamos que
esta seflal era siempre positiva. La sefial bisignada de quiralidad excitdnica
negativa se obtuvo solo en muy pocos casos al utilizar la solucion madre recién
preparada, sin esperar un dia para su utilizacidon. Estos resultados corroboran los
descritos previamente para esta porfirina (NasTPPS,).'*

Realizamos los espectros de dicroismo circular (DC) de las mismas

soluciones estudiadas por UV-Vis y RLS en el apartado anterior, con una

concentracion final de porfirina 4 uM. En este caso no se obtuvo siempre una
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sefial dicroica atribuible al J-agregado (banda centrada a 490 nm). Cuando se
observo, esta sefial generalmente fue bisignada positiva excepto en algunos casos
(normalmente cuando la sefial era de poca intensidad, poco definida) en los que
fue monosignada.

Algunas medidas de DC confirmaron el fendmeno observado por RLS: las
soluciones de la serie B (NaCl después) mostraban sefiales de mayor intensidad, en
relacion al valor de absorbancia a 490 nm observado por UV-Vis, en comparacidén
con las soluciones de la serie A (NaCl antes). También se observd que en algunos
experimentos la intensidad de la sefial dicroica para el J-agregado era mayor (en
valor absoluto) en el caso de las soluciones de la serie B en comparacion con las

soluciones de la serie A, a pesar del mayor valor de absorbancia a 490 nm que

mostraban estas ultimas (Fig. 11-77).

: \ —— NaCl antes
1,5- —— NaCl antes 30 ~ NaCl después
NaCl después ~

DC (mdeg)

-304

Absorbancia

-60

400 6(‘)0 800 460 660 8(‘)0
A (nm) A (nm)

Fig. I1-77 Espectros UV-Vis y de DC (Dicroismo Circular) para soluciones de la serie A (NaCl
antes) y B (NaCl después) a pH 2,9, con una concentracion final de porfirina 4 uM y y utilizando
una solucién madre de Na,TPPS, 8 x 107 M.

Se realizaron también experimentos de Dicroismo Lineal (DL) de estas

mismas soluciones (Fig. I1-78) observando que no presentaban sefal.
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Fig. I1-78 Espectros de DC (Dicroismo Circular), DL (Dicroismo Lineal) y de UV-Vis de dos
soluciones: (—) de la serie A (NaCl antes); y (") de la serie B (NaCl después) a pH 1,9, con una
concentracion final de porfirina 4 uM y utilizando una solucion madre de Na,TPPS; 8 x 107 M.

En todos los experimentos de DC realizados para estas soluciones, las
seflales bisignadas observadas presentan siempre el mismo signo de quiralidad
exciténica (positiva). Esto se observo trabajando con cualquier concentracion final
de porfirina (por encima o por debajo de 3 puM). Este hecho sugirié una nueva
hipdtesis para explicar las diferencias observadas en la agregacion de NayTPPS,
segun el orden de adicién NaCl/porfirina utilizado: la posible interacciéon con un
tercer componente. Este tercer componente seria la contaminacidn bioldgica, que
actuaria como plantilla en el proceso de autoensamblaje y explicaria el por qué
siempre se obtiene, en las condiciones experimentales utilizadas, el mismo signo
de quiralidad exciténica para las bandas bisignadas observadas por DC. Los
diferentes medios de dilucion asi como la solucidon madre de Na,TPPS; se

prepararon un dia antes de realizar las diferentes medidas espectroscopicas, por
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tanto se favoreceria la presencia de contaminacion de origen bioldgico (las
imagenes de AFM mostradas mas adelante para el H,O recién obtenida y después
de un dia lo corroboran). En cambio cuando realizamos experimentos en
condiciones diferentes, por ejemplo sin preparar estas soluciones un dia antes de
realizar las medidas, las sefales bisignadas observadas presentaban ambos signos
de quiralidad excitonica aleatoriamente. La presencia de contaminacion bioldgica
seria mejor detectada en las soluciones de la serie B (NaCl después). Por ello los
agregados formados en las soluciones de esta serie (NaCl después) presentarian
mayores sefiales de RLS y DC, debido a la mayor presencia de contaminantes
bioldgicos actuando como plantilla en el proceso de autoensamblaje. De
confirmarse esta hipotesis, la porfirina amfifilica Na,TPPS, se convertiria en
sensor potencial de contaminacidén biologica. La importancia de este ultimo
supuesto nos ha llevado a seguir trabajando en esta direccion y actualmente se
estan realizando estudios en nuestro grupo sobre la posibilidad de utilizar esta

porfirina amfifilica como sensor de quiralidad.

I1.2.8.3.3. Microscopia de Fuerzas Atomicas (AFM)

Los resultados obtenidos mediante las diversas técnicas espectroscopicas
utilizadas (UV-Vis, RLS, DC y DL) nos llevaron a realizar también experimentos
de AFM de estas soluciones (con una concentracion de NayTPPS, superior a
3 puM) para observar de manera directa la estructura de los homoasociados
generados en ambos casos (serie A: NaCl antes; y serie B: NaCl después). Una
diferencia sustancial en las mesofases obtenidas podria explicar el diferente
comportamiento observado por espectroscopia segin el orden jerarquico de
adicion de NaCl y Na,TPPS,.

Siguiendo el procedimiento experimental descrito anteriormente (véase
apdo. I1.2.8.1.) preparamos dos soluciones en las mismas codiciones experi-
mentales a pH 1,9 a partir de una misma solucién madre de Na,TPPS, 8 x 10* M

y con una concentracion final de porfirina de 4 uM. La tnica diferencia en estas
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dos soluciones fue el orden de adicion NaCl / Na,TPPS,. Realizamos la deposicidon
de 50 puL de estas soluciones sobre grafito (HOPG) durante 1 min y obtuvimos las
imagenes de la Fig. 1I-79. En estas imagenes de AFM de los depdsitos de las
soluciones de las series A y B no se detectaron homoasociados en forma de cintas,
y Unicamente se observaron particulas irregulares con diferencias significativas en

tamafo en diferentes zonas de una misma muestra. El hecho de no observar cintas

justifica la ausencia de sefial de DL para estas soluciones (véase Fig. II-78; pag.

142).

0
0 0.50 1.00 1.50

m Hm

Fig. I1-79 Imdgenes de AFM (1,5 um x 1,5 um) del deposito durante 1 min de dos soluciones

4,0 uM de Na,TPPS, preparadas en las mismas condiciones experimentales (pH 1,9, solucion
madre de Na,TPPS, 8 x 10 M) excepto el orden de adicién NaCl/porfirina: A) NaCl antes, y
B) NaCl después.

También realizamos un estudio por AFM del H,O utilizada para estos
experimentos y de dos soluciones de la serie A (NaCl antes) y B (NaCl después),
preparadas exactamente igual las soluciones que acabamos de estudiar por AFM
pero sin afiadir porfirina (Fig. 11-80). Mientras para la solucioén blanco de la serie
A se afiadidé el NaCl cuando se prepar6 (un dia antes de la medida), para la
solucidn blanco de la serie B se afladid un dia después de su preparacion, justo
antes de la medida por AFM. En cuanto al H,O se estudid recién obtenida del

aparato Millipore y después de un dia.
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Fig. I1-80 [Imdgenes de AFM (5 pum x 5 um) del deposito durante 1 min de: A) H>O recién
obtenida; B) H,0 después de un dia; C) solucion blanco de la serie A (NaCl antes); y D) solucion
blanco de la serie B (NaCl después). La imagen C es de fase y el resto son de altura.

Se observd un cierto nimero de particulas en la deposicion del H,O fresca
(Fig. I1-80A) que aumentd tras un dia (Fig. I1I-80B). Para las deposiciones de las
soluciones blanco de las series A (NaCl antes) y B (NaCl después) se obtuvieron
imagenes diferentes. Al afiadir el NaCl mas tarde se obtuvieron un mayor numero
de particulas y éstas eran de mayor tamafio. La comparacién de las Fig. II-80C y
[I-80D sugiere un efecto debido a la diferente osmolaridad de las soluciones,
puesto que al adicionar el NaCl 3 M durante un cierto tiempo existen

concentraciones locales de sal de concentracién muy superior a la de osmolaridad.
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I1.3. SUMARIO DEL CAPITULO II

Hemos determinado el pK, para la Na4,DPPS,, a partir de medidas
espectroscdpicas de UV-Vis, obteniendo los valores aproximados pK,;= 5,6 = 0,2
(monodcido) y pK,s= 4,1 £ 0,2 (didcido) para Ay = 414 nm y pK,2= 3,7 £ 0,2
[PKa12=(pPKastpKas)/2] para Ay = 433 nm. Estos resultados confirman que el
monocation (H;P") y el monémero base-libre (H,P) absorben en la misma region
del espectro. Ademas la deteccion de dos pK, diferenciados en dos unidades de pH
contrasta con los valores de pK, de porfirinas sustituidas en meso por grupos
arilo®, en donde s6lo es posible la deteccion de una unica transicion promedio
debido a la poca diferencia entre los valores de pK,; y pKus. La presencia de los
grupos sulfonato unidos directamente en las posiciones meso convierte en mas
basico el anillo de porfirina para la primera protonacion, lo cual sugiere que el
efecto de disminucion de la basicidad para la segunda protonacién es consecuencia
de factores de tipo estérico (conformacion de anillo de la porfirina triprotonada).
También hemos realizado una estimacion del pK,,) para las porfirinas H,TPPS,;
n= 3, 4 obteniendo un valor de 5,0 = 0,2 para la H;TPPS; y 4,9 + 0,2 para la
H;TPPS;, valores similares o en todo caso mayores a los reportados previamente
para la Na,TPPS,. Esto implica que los pasos de mono- y diprotonacion son
simultineos, una tendencia comun en porfirinas meso-tetrasustituidas.'>”'*® Hemos
estudiado también la dependencia con la temperatura del pK,) de HyTPPS, y
NaTPPS, (acidificada con H,SO,) sin observar diferencias significativas entre
ellas. Ambas mostraron una dependencia remarcable del pK,;, con Ia
temperatura, con una variacion de hasta una unidad de pH en margen pequefio de

temperaturas (25-85°C).

Se ha estudiado el comportamiento en solucidn acuosa de las porfirinas en
forma de 4cido sulfonico H,;TPPS, y H3TPPS; por espectroscopia UV-Vis para
determinar la influencia de la naturaleza de los iones presentes a través de la

comparacién con sus respectivas sales sddicas (Na,TPPS, y Na;TPPS;). La
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presencia de J-agregados se observd a partir de concentraciones 0,1 mM para
H4TPPS, y 0,02 mM para H3;TPPS;, a un orden de magnitud mayor respecto sus
sales sodicas (0,01 mM para Na,TPPS; y 0,002 mM para Na;TPPS;). Aparte de
efectos debido a la fuerza i6nica de las soluciones, en el caso de las porfirinas en
forma de sal sodica, el sistema presenta una contribucioén entrdpica favorable a la
agregacion como consecuencia de la liberacion de iones hacia el seno de la

disolucion.

n H,TPPS,2 - 4 Na* -2 HSO, === (H,TPPS,%), - 2n Na* + 2n Na* +2n HSO

En cambio para las porfirinas en forma de 4cido sulfonico (H,TPPS,;
n= 3, 4), no hay segregacion de pares ionicos hacia la solucion en el proceso de
autoensamblaje, y por tanto la homoasociacion no esta tan favorecida y tiene lugar

a concentraciones mayores en comparacion con sus respectivas sales sodicas

(Na, TPPS,; n= 3, 4).

El estudio de las porfirinas amfifilicas (H,TPPS,; n= 3, 4) en estado solido
mostro la importancia de los efectos hidrofébicos en la estabilidad de los
J-agregados y su caracter de cristal liquido liotrépico puesto que su estabilidad
depende de la presencia del solvente. Cuando hay presente una cantidad de H,O
menor que la requerida para estabilizar los J-agregados, las especies zwitteridnicas
(H,TPPS,; n= 3, 4) también se estabilizan intermolecularmente lado-a-lado, pero
formando agregados de menor extensidon. Los cdlculos aproximados para estimar
la interaccidn de acoplamiento excitonico para H,TPPS,; (n= 3, 4) sugieren que la
banda obtenida a 455 nm se puede atribuir a un dimero formado por dos porfirinas
en su forma acida zwitterionica. EI comportamiento por UV-Vis de pastillas de
KBr de H, TPPS, (n= 3, 4) muestra que posiblemente la banda obtenida a 426 nm

es atribuible a un dimero formado por dos porfirinas en forma base-libre.
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Al trabajar con cubetas de cuarzo para espectroscopia UV-Vis de paso
estrecho (0,01 cm y 0,001 cm) hemos comprobado que se observa una mayor
proporcion de agregado al disminuir el espesor de la cubeta. Este fendmeno se
podria explicar por una seleccidn por capilaridad de tamafio de las particulas en el
proceso de llenado de las cubetas. Sin embargo, evidencias de estudios actuales
atribuyen la causa del fendémeno observado a la posible interaccion entre la capa
eléctrica de la superficie de cuarzo y las moléculas de porfirina, esta interaccion
provocaria una floculacion local en la superficie.

También se ha observado una interaccion de los acidos sulfonicos H4TPPS,
y H3TPPS; con las paredes de los recipientes de vidrio. El almacenamiento durante
varias semanas de soluciones diluidas de H,TPPS, en viales de vidrio topacio
resulté en la formacidén de una metaloporfirina de Si. Ademads se ha detectado la
adsorcion de una monocapa de porfirina en su forma monomérica neutra sobre
superficies de cuarzo. Esta monocapa, fuertemente adsorbida (no se elimina con
H,O0, sino unicamente con soluciones acidas o salinas), sirve como sustento para la
adsorcion de mas capas de porfirina neutra y también sirve de punto de anclaje
para la adsorcién de J-agregados (las capas adicionales de porfirina neutra y de

agregado se eliminan bien con lavados con H,O pura).

La evolucién en solucion acuosa de la homoasociacion de H,TPPS, y
H;TPPS; fue mucho mas lenta en comparacion con NaysTPPS, y Na;TPPS; y el
estado estable final no se alcanzd ni tras varias semanas (esta lenta evolucidon no
ha sido observada con las porfirinas en forma de sal sodica). Esto ha permitido
estudiar la evolucidon de las mesofases con el tiempo y hemos confirmado la
presencia de diferentes etapas jerarquicas de la agregacion. Los ultimos estadios
de agregacion muestran una evolucién mas lenta que los primeros pasos y que el
rapido equilibrio acido/base inicial.

El estudio realizado mediante AFM de esta evolucion de las diferentes
mesoestructuras obtenidas en depdsitos de soluciones acuosas indica que las
principales mesofases obtenidas para H,;TPPS, fueron cintas que con el tiempo

so6lo aumentaron su longitud pero mantuvieron una altura y ancho constantes. En
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cambio para la H;TPPS; en un primer estadio se observan cintas rectas que
evolucionan con el tiempo plegandose. Se ha propuesto un modelo de bicapa para
los agregados de ambas especies (H,TPPS,; n= 3, 4) que difiere en la naturaleza de
su interficie, idnica para los homasociados de HyTPPS, e hidrofébica para los de
H;TPPS;. Las iméagenes de AFM también mostraron la formacion con ambas
porfirinas de una monocapa a partir del mondémero acido zwitteridnico sobre la
superficie de HOPG. El estudio por STM de estas capas resultdé infructuoso

probablemente por la naturaleza dieléctrica de estas porfirinas amfifilicas.

Hemos estudiado el efecto de la agitacion en soluciones agregadas de
H,TPPS, (n= 3, 4). En ambos casos la agitacion favorecié la homoasociacion y la
dispersion de particulas. Los agregados de H,TPPS, no muestran plegamiento
espontaneo ni inducido por la agitacion. El tinico efecto observado de la agitacion
es la obtencion de una distribucion de longitudes de particula més pequefia
(£ 2 um) debido a la ruptura mecdnica de los agregados. Los agregados de
H;TPPS; muestran plegamiento espontdneo con el tiempo. La agitacion de
soluciones agregadas de esta porfirina acelera el proceso de plegamiento y fomenta
la formacién de estructuras plegadas regulares en comparacion con las estructuras
plegadas irregulares generadas en las soluciones en reposo. Experimentos de
agitacion en el rotaecvaporador evidenciaron la existencia de una anchura critica de
las cintas de H3;TPPS; (aprox. 28 nm) para que se produzca el plegamiento. Por
debajo, en cambio, se forman estructuras en zigzag sin plegamiento. Esto sugiere
que la transicién a formas plegadas viene determinada por factores entrdpicos. Al
agitar soluciones concentradas de H;TPPS; se consiguid una seleccion estadistica
del signo de quiralidad de las bandas de DC segtn el sentido de agitacion utilizado.
Esta seleccion resultd ser opuesta a la obtenida en los resultados previos para las
rotacvaporaciones de Na;TPPS;.'> Esto sugiere que el efecto tiene lugar en el
flujo laminar ascendente de las paredes del recipiente.

Los resultados obtenidos son un ejemplo experimental de como el flujo de
157,158

agitacion puede seleccionar entre diferentes rutas en un proceso de

autoensamblaje, y por tanto entre diferentes polimorfos supramoleculares.
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Homoasociacion de porfirinas sulfonadas

Por ultimo en el estudio del proceso de autoensamblaje de Na,TPPS, hemos
detectado una influencia jerarquica del orden de adicion NaCl/porfirina en el
comportamiento de agregacion. Por debajo de una concentracion final de porfirina
de 3 uM se puede llegar escoger la especie resultante dependiendo del orden de
adicion. En este rango de concentraciones (< 3 uM) la adicion del NaCl antes que
la porfirina muestra la aparicion de J-agregados mientras que al adicionar primero
la porfirina estos no se detectan. Por encima de esta concentracion final critica
(> 3 uM) también se han observado diferencias en el comportamiento de
homoasociacion. Hemos propuesto una hipotesis basada en la presencia de
semillas de pequefios agregados en la solucién madre neutra de Na,TPPS,. Estos
pequetios agregados se acidificarian al disolverlos en el medio acuoso tamponado
y el efecto de apantallamiento que ejercerian los iones del NaCl en la disociacidon
de estos pequefios agregados seria la causa del diferente comportamiento al
adicionar el NaCl antes o después. Otra de las hipotesis presentadas sugiere la
importancia de la interaccion con un contaminante desconocido de origen
biologico presente en trazas en el agua ultra pura. Este contaminante actuaria por
efecto plantilla favoreciendo la agregacion. La presencia de NaCl evitaria la

proliferacion de esta contaminacion debido a efectos de tipo hipotonico.
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