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Parte Experimental

1. Disolventes y reactivos

El CH,Cl, para sintesis (Scharlau) se secd previamente durante 12 horas
sobre K,CO; y posteriormente fue destilado sobre K,CO; a oscuras. EI CH,Cl,
para cromatografia liquida (LiChrosolv, Merck) se utilizd sin ningin tipo de
tratamiento previo. El CHCI; para sintesis (SDS) se secO previamente sobre
K,CO; durante 1 hora, se filtro y se dejo durante 24 horas sobre CaCl, anhidro,
antes de proceder a su destilacion a oscuras en una columna de relleno
(560 mm x 60 mm) a una velocidad de salida de cabeza de columna de 1-2 gotas
por segundo (imprescindible para separar las parafinas). El CHCI; destilado se
estabilizd anadiendo un 0,5% de EtOH. Para obtener CHCI; libre de EtOH se
procedio a su filtracion a través de una columna de alimina (Al,Os) de actividad I
(siempre desechamos la primera fraccion eluida, por la posible presencia de H,O).
El AcOEt utilizado (99%, Panreac) se utilizd directamente, sin ningln tratamiento
previo. El n-hexano para sintesis (Scharlau) fue previamente destilado en una
columna de relleno (560 mm x 60 mm) a una velocidad de salida de cabeza de
columna de 1-2 gotas por segundo. El resto de disolventes utilizados en la sintesis
de porfirinas y en las reacciones de sulfonacion fueron de calidad para analisis y se
utilizaron sin ningun tratamiento previo. El agua desionizada se obtuvo de un
aparato Millipore Super Q.

El H,SO,4 (95-97%, Scharlau), el HCI (37%, Scharlau), el TFA (99%,
Acros) y las sales inorganicas utilizadas fueron de calidad analitica. Para la sintesis
de TPP se utilizo 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona o p-cloranilo (99%, Fluka)
como oxidante y para la sintesis de TTBP se utilizé 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona o DDQ (98%, Acros). El BF;-Et,0 (Acros) se utilizd sin ninglin
tratamiento previo, el pirrol comercial (99%, Acros) y el benzaldehido (98%,

Acros) y pivalaldehido (o trimetilacetaldehido, 97%, Aldrich) fueron destilados
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previamente. En las reacciones de sulfonacion de la DPP se han utilizado H,SO,
(30% SO;, Sigma-Aldrich), Py-SO; (48,8-50,3% SO; activo; Acros) y SOj3
estabilizado (99%, Aldrich).

Los disolventes deuterados utilizados en RMN-'H fueron CDCl;, CD;0D
(ambos enriquecidos isotdpicamente en un 99,80%, Acros), DMSO- ds (99,9%,
Aldrich) y D,0O (99,97%, Euriso-top).

Para el estudio de la influencia del orden jerarquico de adicion de NaCl en
la formacion de diferentes J-agregados, en el laboratorio de Catania se han
utilizado HCI (37%, Carlo-Erba), NaOH (97%, Aldrich), NaCl (99,5%, Sigma),
acido citrico (para analisis, Carlo-Erba), CH;COONa (para analisis, Carlo-Erba) y
sal tetrasodica de la meso-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina (Na,TPPS,-12,5 H,O,
Mid-Century). En los mismos experimentos de comparacion realizados en
Barcelona se utilizaron HCI (37%, Scharlau), NaOH (Escuder), NaCl (99,99%,
Merck), acido citrico (99%, Panreac) y la sal tetrasodica de la meso-tetraquis(4-
sulfonatofenil)porfirina (Na,TPPS,;) obtenida en nuestro laboratorio como se
detalla mas adelante.

El monoestearato de 1-glicerilo en su forma racémica (99%, Sigma) y su
enantiomero, el 3-sm-monoestearato de glicerilo (> 99%, BioChemika) se
utilizaron sin ningin tratamiento previo. Para los experimentos con estos
compuestos se utiliz6 CHCI; (para andlisis, J. T. Baker). Las fotografias para el
estudio del angulo de contacto de estos monoglicéridos fueron realizadas con una

camara Nikkon D70 con objetivo macro (75 mm).

2. Sintesis, purificacion y caracterizacion

2.1. Porfirinas insolubles en H20
2.1.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de la 5,10,15,20-
tetrafenilporfirina (TPP)

Este producto se ha sintetizado siguiendo el método descrito por Lindsey. >’

En un matraz de dos litros y tres bocas equipado de refrigerante Dimroth, tubo de
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cloruro calcico (CaCly), entrada de N, y agitacion magnética, que contiene 1 L de
CH,Cl,; 1,04 mL de pirrol (15 mmol) y 1,53 mL de benzaldehido (15 mmol), se
burbujed nitrogeno durante 15 min y después se afadieron 0,4 mL de una
disolucion de BF;Et,O (2,5 M) en CH,Cl,. La mezcla resultante se agito
magnéticamente durante una hora a temperatura ambiente en atmodsfera de
nitrégeno. A continuacion se afiadieron 2,77 g (11 mmol) de 2,3,5,6-tetracloro-
1,4-benzoquinona (o p-cloranilo) y se calentd a reflujo durante una hora. La
mezcla resultante se rotacvapor6 a sequedad y el crudo de reaccion se limpid con
MeOH vy se pas6 por una columna de Florisil de 20 cm x 3 cm (altura x radio)
utilizando como eluyente CH,Cl, o bien CH,Cl,:AcOEt, 95:5 para que la porfirina
baje mas rapidamente. En estas condiciones se recoge TPP y las impurezas quedan
retenidas en cabeza de columna.

La porfirina resultante se purificd disolviéndola en la minima cantidad de
CHCI; caliente y se hizo precipitar afiadiendo 3 veces el mismo volumen de
MeOH. El precipitado, se lavd y centrifugdé dos veces con MeOH y se secd sobre
parafinas en el desecador. Se obtuvieron 0,74 g (1,2 mmol) de TPP (Rdto.= 32%)

en forma de cristales de color violeta.

CCDA (SiO,/CHCly): R¢=0,86; (SiO,/CH,Cly:CeHi4 1:1): R¢=0,53.

UV-Vis [CHCLs, Amax. (€), 2 x 10°° M]: 417 (488500), 514 (823200), 550 (9600),
589 (6950), 645 (4600) nm.

FT-IR (KBr, cm '): 1469, 1444, 971, 800, 700.

RMN-'H (200 MHz, CDCI3/TMS, 6 ppm, 25°C): 8,84 (s., 8H, B-pirrdlicos); 8,21
(m., 8H; 0-Ph); 7,75 (m., 12H, p y m-Ph); -2,21 (s., 2H, NH).

2.1.2. Sintesis, purificacibn y caracterizacion de la 5,10,15,20-
tetraquis(tert-butil)porfirina (TTBP)

Esta porfirina se ha preparado mediante el método descrito por Smith®’ que

es una modificacion del método general de condensacion de Lindsey.”
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En un matraz de dos litros y tres bocas equipado de refrigerante Dimroth,
tubo de cloruro célcico (CaCl,), entrada de Ar y agitacion magnética, que contiene
1 L de CH,Cl,, se burbuje6 argon durante 30 min. Luego afiadimos 10,5 mL de
pirrol (0,15 mol), 16,8 mL de pivalaldehido (0,15 mol) y 3,5 mL de una disolucién
de BF;Et,0O (28 mmol). La mezcla resultante se agitd magnéticamente durante 12
horas a temperatura ambiente en atmdsfera de argdon. A continuacidn se afiadieron
26,06 g (0,11 mol) de 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (o DDQ) y se
calento a reflujo durante una hora manteniendo la agitacion. La mezcla resultante
se concentrd a aproximadamente 200 mL en el rotaevaporador y se pasod por una
columna de alimina bésica (grado III) de 35 cm x 3 cm (altura x radio) utilizando
como eluyente CH,Cl,. En estas condiciones las impurezas polares quedaron
retenidas en cabeza de columna y recogimos una fraccion verde oscura con el
crudo de porfirina. El crudo obtenido se paso a través de una columna de alimina
basica (grado III) utilizando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:n-hexano (2:1,
v/v). Fueron necesarias varias columnas como ¢€sta antes de recristalizar en una
mezcla de CH,Cly:n-hexano el crudo obtenido. Se obtuvieron 3,0 g (5,61 mmol)

de TTBP (Rdto.= 15%).

CCDA (Al,0O3/ n-hexano:CH,Cl, 7:1): Ry = 0,45.

UV-Vis [CHCLs, Amsx. (€), 5 x 10°° M]: 446 (186209), 552 (7079), 596 (3981),
628 (3020), 691 (1995) nm.

RMN-'H (200 MHz, CDCI3/TMS, & ppm, 25°C): 9,07 (s., 8H, B-pirrolicos); 2,01
(s., 36H, CHs); 1,52 (s., b. a., 2H, NH).

2.1.3. Obtencién de porfina

Seguimos el método propuesto por Neya,® a partir de la de-ferz-butilacion
de la meso-tetraquis(tert-butil)porfirina TTBP.

Se disolvieron 180 mg de TTBP en una mezcla de H,SO, (8 mL):1-butanol
(8 mL) que se calenté en un bafio de aceite a 90°C durante 15 min con agitacion.

La mezcla cambi6 de un color verde oscuro a un color rojizo y luego se dejo
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enfriar a temperatura ambiente y se afadieron 40 mL de MeOH y 200 mL de
CHCI;. Se realizaron varios lavados con una solucion de NaHCO; y luego con
H,O hasta la neutralidad y se llevo a sequedad la fase organica. Lavamos el crudo
obtenido con pequefios volumenes de MeOH en la centrifuga hasta que éste quedo
incoloro y lo purificamos pasandolo a través de una columna de silica-gel de
35 cm x 2 cm (altura x radio) con CHCI;. Recogimos la primera banda rojiza, la
llevamos a sequedad y recristalizamos con CHCIl;/MeOH obteniendo una mezcla
de porfina y mono-meso-tert-butilporfirina (MTBP). Este altimo producto de
reaccion no reportado por Neya presenta un espectro UV-Vis practicamente igual
al de la porfina pero es claramente diferenciado por RMN-'H. A partir del espectro
de RMN-'H vimos que la proporcion obtenida de porfina:MTBP era 1:7, por lo
tanto este método constituye una sintesis eficiente del producto mono-tert-butilado
pero no de porfina tal como han corroborado otros estudios™ sobre esta reaccion
propuesta por Neya. Se ha probado una de-fert-butilacion similar a la propuesta
por Neya sustituyendo el H,SO, conc. por acido trifluoroacético (TFA) sin obtener

resultados positivos.

CCDA (SiO,/CHCls): R¢=0,48.

UV-Vis [CHCL, Amax. (€)]: 394 (272000), 489 (16400), 519 (3200), 560 (5400),
568 (4800), 613 (1100) nm.

RMN-'H (400 MHz, CDCI3/TMS, 8 ppm, 25°C): 10,35 (s., 4H, Hyes0); 9,52 (s.,
8H, B-pirrdlicos); —3,98 (s., b. a., 2H, NH).

2.2. Sulfonacion de porfirinas: obtencion de porfirinas solubles en

2.2.1. Sulfonacion de 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP)

2.2.1.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de la sal tetrasddica de la
5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina (Na; TPPS,)
La sintesis se realiz6é a partir de la TPP en las condiciones previamente

- - 46,198,199 L
descritas en la literatura,” "~ las cuales fueron optimizadas en nuestro

47,84,200,201
grupo.
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Una disolucion de 1 g (1,63 mmol) de 5,10,15,20-tetrafenilporfirina (TPP)
en 25 mL de H,SO,4 (96%) se calentd bajo agitacion magnética a 100°C durante 6
horas en un matraz de 100 mL con un tubo de cloruro calcico (CaCl,). La mezcla
de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente con agitacion magnética
durante 12 h mas. Después se paro la reaccion vertiendo la mezcla sobre 75 mL de
agua fria. Una vez a temperatura ambiente se centrifugo el crudo obtenido.

Este crudo, de color verde, se neutralizd con una disolucion saturada de
NaHCOs; hasta que se observd un viraje de color del verde de la porfirina 4cida
diprotonada al marron-rojizo propio de la porfirina base libre. Esta solucion se
purificod segun el procedimiento siguiente. La adiciéon de MeOH a la disolucion
neutra hizo precipitar la mayor parte del Na,SO, subproducto de la reaccion. Este
se separd por filtracion y se lavd también con MeOH. Después se evapord a
presion reducida a sequedad, se extrajo la posible TPP sin reaccionar con CH,Cl, y
se rotaevaporé a sequedad la disolucion acuosa que contenia la porfirina
sulfonada. El producto se pasd varias veces por una columna de fase reversa
(Polygoprep 100-50, C-18) eluyendo con H,O:MeOH 9:1 aumentando después el
gradiente de MeOH hasta un 100% para bajar mas rapido todo el producto y asi
separar un subproducto detectado por HPLC justo después de la Na,TPPS, a unos
niveles de concentraciéon muy bajos. Del crudo obtenido se eliminaron las sales
inorgénicas por cromatografia en una columna de MCI Gel CHP20P. La elucion
con agua elimino gran cantidad de sales y finalmente la porfirina se eluy6 con una
mezcla MeOH:H,O (1:1). La fraccion obtenida se concentréo y liofilizd. Se
obtuvieron 1,26 g de Na,TPPS, (1,2 mmol; Rdto.= 76%) en forma de polvo

microcristalino de color violeta.

UV-Vis [Hy0, Amax. (g), 2 x 10°° M]: 414 (482300), 516 (16700), 553 (6800), 580
(6400), 636 (3800) nm.

FT-IR (KBr, cm '): 3445, 1650, 1477, 1130.

RMN-'H (500 MHz, 9 x 10° M, D,0, DSS, & ppm, 25°C): 7,66 (d., 8H, o-SPh,
J= 7Hz); 8,21 (d., 8H, m-SPh, J=7 Hz ); 8,80 (b. a., 8H, B-pirrolicos del

monomero); 7,19 (b. a., 8H, B-pirrdlicos del agregado).
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EM [ES(-), MeOH/H,O 1:1, m/z]: 488(10) [M—2Na']*", 477(4) [M-3Na"+H']*,
466(2) [M—4Na™+2H'*, 318(49) [M=3Na']>, 310(15) [M—4Na'+H]*, 288(19),
283(50) [M—4Na™—S05 17, 279(6), 232(100) [M—4Na'1*,156(4) [PhSO5 ).

2.2.1.2. Sintesis, purificacion y caracterizacion de la sal trisédica de la 5-fenil-
10,15,20-tris(4-sulfonatofenil)porfirina (NazTPPS;)

Las condiciones para la obtencidon y purificacion de la Na;TPPS; fueron
optimizadas previamente en nuestro grupo.*’-!?420>2%

Una mezcla de 575 mg de TPP (0,94 mmol) y 15 mL de H,SO4conc. (96%)
se dejo bajo agitacion magnética durante 1 hora a temperatura ambiente y después
se dejo reaccionando a 4°C durante 27 horas. Seguidamente, la mezcla se afiadio
lentamente sobre 250 mL de agua fria. Una vez a temperatura ambiente se
centrifugd el crudo obtenido. El exceso de 4cido se neutralizdé con Na,CO; y
NaHCOs;. El punto final de la neutralizacion vino indicado por el cambio de color,
de verde (porfirina protonada) a marrén (porfirina neutra). A fin de eliminar la
TPP no sulfonada se extrajo ésta con CH,Cl, hasta que la fase orgéanica no
presentd color. La fase acuosa, que contenia las sales y la mezcla de porfirinas
sulfonadas, se rotacvapor6 a sequedad y se calent6 a reflujo con 50 mL de MeOH.
Se filtrd en caliente y el MeOH que contenia la mezcla de porfirinas sulfonadas se
rotaevapor6 a sequedad. Para la separacion de estas porfirinas sulfonadas se siguid
basicamente el procedimiento descrito en la literatura® y optimizado en nuestro
grupo.*’ Se cromatografié en una columna de media presion de 5 cm de didmetro y
de 690 mL de volumen de silica C-18 (Polygoprep 100-50). La columna se
estabilizd previamente con MeOH:tampén fosfato 0,01 M (pH= 6,8) 1:1. El
residuo seco del reflujo con MeOH se disolvid en la minima cantidad de la misma
mezcla de eluyentes con la cual se estabilizé la columna cromatogréfica y se llevo
a cabeza de columna. Con un 50% de MeOH se recogid una fraccion con
Na;TPPS;, la cual en algunas ocasiones aparecid también en las fracciones
siguientes. Cuando se aumentd la proporcion de MeOH hasta un 100%

directamente, sin realizar ningin tipo de gradiente se eluyd una fraccion
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mayoritaria que contenia el resto de porfirinas (disulfonadas: Na,TPPS,,qy,
Na,TPPS,,, y monosulfonada: NaTPPS,). Durante esta operacion se produjo una
pérdida de la silica de la columna. Finalmente se eluy6é con CH,Cl, para limpiar la
columna y la posible porfirina sin sulfonar. Siempre se obtiene mas cantidad de
disulfonada adyacente que de opuesta, y aproximadamente en relacion 2:1, lo cual
indica que la reaccion de sulfonacion sigue términos estadisticos. Generalmente es
necesario pasar estas porfirinas mas de una vez por la columna de C-18. Una vez
pura, la porfirina (Na3;TPPS3) se pasé por una columna de MCI Gel CHP20P para
separarla de las sales. Primero se eluyeron las sales con agua y después la porfirina
con una mezcla MeOH:H,0 1:1. Se obtuvieron 70 mg de Na;TPPS; (0,08 mmol;
Rdto.= 8%).

UV-Vis [Hy0, Amax. (€), 1 x 107 M]: 409 (230000), 520 (7000), 560 (5000), 588
(3000), 648 (300); [EtOH, Amax. (€), 1 x 107 M]: 415 (260000), 511 (18600), 554
(13000), 590 (12000), 646 (10800) nm.

FT-IR (KBr, cm '): 3434, 1596, 1396, 1188, 1126.

RMN-'H (500 MHz, 6 x 10 M, D,0, DSS, & ppm, 67°C): 7,28 (d., 4H, 0-SPh,gy,
J= 7 Hz); 7,50 (d., 2H, o-Ph); 7,55 (t., 2H, m-Ph); 7,76 (t., 1H, p-Ph); 7,79 (d., 2H,
0-SPhyy); 7,83 (d., 4H, m-SPhyqy, J= 7 Hz); 8,11 (d., 2H, m-SPh,,, J=8 Hz); 8,31
(b. a., 8H, B-pirrolicos).

2.2.2. Sulfonacion de DPP

2.2.2.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de la sal tetrasodica de la 5,15-
disulfonato-10,20-bis(4-sulfonatofenil)porfirina (NayDPPS,)

Las condiciones de sulfonaciéon para la obtencion de Nay,DPPS, son las
estudiadas previamente en nuestro grupo.*’

En un matraz de 100 mL equipado con agitador magnético, refrigerante y
una trampa de cloruro célcico anhidro (CaCl,), se disolvieron 500 mg (1,08 mmol)
de 5,15-difenilporfirina (DPP), sintetizada previamente en nuestro grupo, en
50 mL de una mezcla de sulfonacion de H,SO,4 (SO; 30%) / MeOH, 9:1. Se dejo

reaccionar el sistema a temperatura ambiente y con agitacion durante 20 min.
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Transcurrido este tiempo se paro la reaccion diluyéndola en agua fria (~ 250 mL) y
se neutralizd con una disolucion saturada de NaHCOs sin previa centrifugacion. A
continuacion se extrajo con CH,Cl, la DPP que no habia reaccionado. Se
rotaevapor0 la fase acuosa a sequedad y se agregd MeOH para disolver las
porfirinas sulfonadas y separar asi parte de las sales (Na,SO,). La purificacion del
crudo se realizd6 mediante cromatografia en columna de fase reversa (Polygoprep
100-50, C-18) eluyendo con tampon fosfato 0,01 M (pH= 6,8) / MeOH 9:1 y
fueron necesarias varias columnaciones para purificar el crudo obtenido. El
producto final se purificoé de sales inorganicas en una columna de MCI Gel
CHP20P usando un gradiente de elucion H,O:MeOH (de 1:0 a 0:1). No obstante,
el andlisis por HPLC del producto obtenido verificoé que no teniamos Na,DPPS,
pura. En principio mediante el método de andlisis descrito previamente en nuestro
grupo® obteniamos un cromatograma con un solo pico obteniendo un rendimiento
de Na,DPPS, del 30%, pero al aplicar otro método de analisis con un gradiente
mas progresivo conseguimos un aumento de resolucion y aparecieron varios picos
(todo lo relativo al analisis por HPLC y los diferentes gradientes utilizados se
explica mas adelante en el apartado 3 de esta parte experimental). Pese a estos
inconvenientes, con este método experimental se han obtenido fracciones puras de
Na,DPPS,; que han permitido su caracterizacion. Debido a los problemas de
regioselectividad de la reaccion hemos realizado varias pruebas de cara a obtener

esta porfirina con mayor rendimiento y reproducibilidad.

UV-Vis [Hy0, A, (€), 4 x 10°° M]: 414 (120000), 518 (5500), 559 (3300), 584
(2900), 640 (1500) nm.

UV-Vis [MeOH, Amsx. (€), 2 x 10°° M]: 414 (191000), 514 (11000), 551 (5600),
593 (4400), 648 (2500) nm.

FT-IR (KBr, cm '): 1190, 1124, 1040, 1013.

RMN-'H (500 MHz, 6 x 10° M, CDs;OD, & ppm, 25°C): 10,52 (d.,
4H,Heocsciacis, J= 5,2 Hz); 8,78 (d., 4H, Hescr.c1s.017, = 5,2 Hz ); 8,36 (m., 8H,
0,m-SPh).

NOESY-'H (500 MHz, CD;0D, 25°C): Hy 5 12.18>H3 7.13.17¢>Ho n-sph-
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2.2.2.2. Pruebas de sulfonacién de 5,15-difenilporfirina (DPP)

2.2.2.2.1. Reaccion con una mezcla de H,SO4 (30% SO3): MeOH (1:1)

En un matraz de 100 mL equipado con agitador magnético y una trampa de
cloruro calcico anhidro (CaCly), se disolvieron 460 mg (0,99 mmol) de 5,15-
difenilporfirina (DPP), sintetizada previamente en nuestro grupo, en 50 mL de una
mezcla de sulfonacion de H,SO4 (SO; 30% / MeOH, 1:1 a 0°C en un bafio de
hielo. Durante los 5 primeros minutos tras la adicién de la mezcla de sulfonacion
se mantuvo el sistema a 0°C y luego se dejo reaccionar el sistema a temperatura
ambiente y con agitacion durante 25 min. Transcurrido este tiempo se par6 la
reaccion diluyéndola en agua fria (~ 250 mL) y se observé un sélido en suspension
que resultd ser el producto de partida DPP. Se neutraliz6 con una disoluciéon
saturada de NaHCOs; sin previa centrifugacion. A continuaciéon se extrajo con
CH,Cl, toda la DPP, lo que confirmdé que no se habia producido sulfonaciéon

alguna y recuperamos toda la porfirina de partida.

2.2.2.2.2. Reaccidn con el complejo Py-SO3 en Py y en CHClI,

Con piridina (Py) como solvente: en un matraz de fondo conico se
disolvieron 5,3 mg de DPP (11 pumol) en 2 mL de Py, obteniendo una solucion de
color violeta oscuro. Se afiadié una suspension de 11,1 mg (70 umol) del complejo
de Py-SO; (48,8 — 50,3% SO; activo) en 3 mL de Py.

Con CH,CI, como solvente: se disolvieron 5,1 mg (11 pmol) de DPP en 1
mL de CH,Cl, (solucion de color violeta oscuro) y se adicion6 una suspension de
14,2 mg (89 umol) del complejo de Py-SO; (48,8 — 50,3% SO; activo) en 2 mL de
CH,Cl,.

En ambos casos seguimos la reacciéon a temperatura ambiente durante
varias horas extrayendo alicuotas del sistema que neutralizamos con una solucién

de NaHCO;. Tras realizar una extraccion con CH,Cl, se analizo la fase acuosa por
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HPLC sin detectar la presencia de porfirinas sulfonadas solubles en H,O. Se probd
de anadir mas proporcion de Py-SOj; y realizar la reaccion a reflujo sin detectar
ninguna porfirina sulfonada en ninguno de los dos solventes. También se prob6 de
adicionar en los dos casos unas gotas de H,SO, conc. para activar la reaccion sin
resultado positivo. Soélo conseguimos acidificar la porfirina obteniendo una
solucién de tonalidad verde caracteristica de su forma acida HyDPP*" y en el caso

de utilizar Py como solvente se forma sulfato de piridinio.

2.2.2.2.3. Reaccion con una mezcla de H,SO4 (30% SO3): MeOH (8:2)

En un matraz de 5 mL con refrigerante Dimroth, agitador magnético y una
trampa de cloruro calcico anhidro (CaCl,), se disolvieron 5 mg (10,8 mmol) de
5,15-difenilporfirina (DPP), sintetizada previamente en nuestro grupo, en 1 mL de
una mezcla de sulfonacion de H,SO,4 (SO5 30%) / MeOH, 8:2. Se dejo6 reaccionar
el sistema a temperatura ambiente y con agitacion durante 1h 40 min. Cada 20 min
fuimos extrayendo alicuotas del sistema, las neutralizamos con una solucion de
NaHCOs; y tras una extraccion con CH,Cl, analizamos la fase acuosa por HPLC.
No se mejoro la regioselectividad respecto a la reaccion con mezcla H,SO, (SO3
30%)/MeOH, 8:1, seguimos obteniendo un amplio abanico de especies sulfonadas
muy dificiles de separar por cromatografia en columna. Ademds por HPLC
detectamos menos del 10% de Na,DPPS, y en cambio en la zona de las porfirinas

trisulfonadas detectamos varios picos en mayor proporcion.

2.2.2.2.4. Reaccion con SOz

Se han realizado varias pruebas disolviendo pedazos de SO; s6lido en
H,SO,4 conc. en un bafio de hielo, e incluso se han probado reacciones en un
sistema cerrado a temperatura ambiente con la DPP y el SO; en estado soélido,
creando una atmosfera de SO; debido a su relativamente elevada presion de vapor
[Py(SO; forma B, 25°C)= 344 mm Hg]. Debido a la dificil manipulacion del SO;

solido resulta imposible reproducir las mismas condiciones experimentales y
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optamos por trabajar con el SO; en forma liquida. EI SO; sélido utilizado (forma
alotropica f) se presenta en forma de agujas con una T= 32,5°C, en liquido en
cambio se encuentra en su forma alotrépica y. Tras varias pruebas se decidid
utilizar una mezcla de sulfonacion de CH,Cl,:SO;5 19:1 licuando el SO5 a su forma
Y para su preparacion. Realizamos varias pruebas a pequefia escala variando la
proporcion DPP:SO; y la temperatura inicial (—20°C; 0°C; y 10°C). Las mejores
condiciones de cara a la obtencion de NasDPPS, se obtuvieron con una relacion
~ 1:40 de DPP:SO; realizando la reaccion durante 1 h y la adicion de la mezcla de
sulfonacion a 0°C con un rendimiento del 60%. Los resultados, no obstante,
mostraron muy poca reproducibilidad como se observo previamente para las
reacciones de sulfonacién de DPP con H,SO, conc. en nuestro grupo.*’
Realizamos la reaccion a mayor escala. Se disolvieron 50,2 mg (109 pmol)
de DPP en un matraz con 20 mL de CH,Cl, conectado a un embudo de presion
compensada. Obtuvimos una solucién de color violeta intenso que se llevo a 0°C
en un bafio de hielo. Se afiadieron lentamente y con agitacion 3,5 mL de la mezcla
CH,Cl1,:S0O5 19:1 (4,31 mmol SOs) manteniendo una relacion DPP:SO; ~ 1:40. Se
mantuvo el sistema en el bafio de hielo durante los primeros 20 min y luego se
dejo6 a temperatura ambiente durante 40 min. Se pard la reaccion neutralizando el
sistema con una solucién acuosa de NaHCO; a 0°C y se realizaron extracciones
con CH,Cl, para aislar la DPP que no habia reaccionado. Se rotaecvapor6 la fase
acuosa a sequedad y se agregd MeOH para disolver las porfirinas sulfonadas y
separar asi parte de las sales. La purificacion del crudo se realizd6 mediante
cromatografia en columna de fase reversa (Polygoprep 100-50, C-18) eluyendo
con tampon fosfato (pH= 6,8) y fueron necesarias varias columnaciones para
purificar el crudo obtenido. El producto final se purifico de sales inorgéanicas en
una columna de MCI Gel CHP20P usando un gradiente de eluciéon H,O:MeOH (de
1:0 a 0:1). Se obtuvieron 20 mg (22 pmol) de Na,DPPS, (Rdto.= 21%) cuya

caracterizacion ya se ha detallado anteriormente (véase apdo. 2.2.2.1.).
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2.2.3. Prueba de sulfonacion de porfina

Disolvimos 10 mg de porfina (32 umol) en 2 mL de CH,Cl, en un matraz
con atmosfera de Ar que se introdujo en un bafio de hielo a 0°C. Fuimos
anadiendo lentamente y con agitacion 1152 ulL de una mezcla CH,Cl,:SO5 19:1
(1,29 mmol SO;) manteniendo una relacion ~ 1:40 de porfina:SOj;. Tras realizar la
adicion se llevo el sistema a una temperatura de —27°C durante 1h. Luego la
reaccion se llevo de nuevo a 0°C y se pard con una solucion de NaHCO;, A
continuacién se realizaron extracciones con CH,Cl, observando que practicamente
no quedaba porfina sin reaccionar mientras la fase acuosa presentaba un color
violeta oscuro tipico de las porfirinas sulfonadas. Al analizar la fase acuosa se
detectaron varios productos de sulfonacion poniendo de nuevo en relieve el dificil
control de las reacciones con SOs. Estas porfirinas sulfonadas ain no han sido

identificadas pero parecen confirmar la sulfonacion en meso.

2.3. Obtencion y caracterizacion de la 5,10,15,20-tetraquis(4-
sulfofenil)porfirina (H,TPPS;) y la 5-fenil-10,15,20-tris(4-sulfofenil)-
porfirina (HsTPPS;)

Se disolvieron 10 mg de Na,TPPS, (n= 3, 4) en aproximadamente 3 mL de
H,0 y se pasaron a través de una columna de intercambio catidnico Dowex
50WX4: 200/400 mesh (forma acida: 11 mL; 12,1 meq) utilizando H,O como
eluyente.

La elucion de H4TPPS, requiere 5 mL H,0 y se obtiene una solucion opaca
de color verde oscuro con una concentracion entre 1 mM y 1,5 mM. En el caso de
la H3TPPS; se necesitan 20 mL de agua, pero se recogieron sélo los primeros
5 mL eluidos de columna para las soluciones de trabajo (conc. aprox: 1 mM —
1,5 mM). Estas soluciones pueden ser usadas directamente para estudios en

solucion o bien pueden ser liofilizadas o rotaevaporadas a muestras sélidas.
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Tabla 1l Datos de UV-Vis y pK, de las especies de 4-sulfofenilporfirina.”

Compuesto Solvente Especies Banda B, nm” Bandas Q, nm | pKuas) €
516, 552, 583,
RIS A 637
HO zwH, TPPS, 434 595, 645 5,0
H,TPPS, J-agregado 491 635,707
Pastillas | HoTPPS, | 424 ) °
d
KBr zwH, TPPS, 455 602, 676
solido® zwH,TPPS, 465 607, 681
515, 553, 581,
RIS A 636
H0 zwH,TPPS;f 434 597, 646 3,0
J-agregado 489 635,709
H;TPPS; -
Pastillas | HTPPS, | 424 |~ °
d
KBr 7wH,TPPS;f 454 602, 673
solido® zwH4TPPS;" 464" f

* Las especies aparecen en diferentes relaciones dependiendo de la concentracion total de
porfirina (véase apdo. 11.2.2.1).
® Los valores de ¢ son similares par las especies monoméricas (= 480000 M '-cm™) y no se
pueden estimar para los J-agregados de elevado peso molecular.
¢ Determinado como el valor de pH en el rango de concentraciones
[zwH,TPPS,]/[H,TPPS,] = 1. La [H30'] se calculé a partir de la estequiometria de ionizacion
de H,TPPS, and zwH,TPPS, (n= 3, 4).
4 Las especies H,TPPS, (n= 3, 4) s6lo pueden ser observadas en pastillas de KBr diluidas.
¢ No determinado a causa de la interferencia con las bandas de otras especies.
" Probablemente un dimero.
€ Solido fino obtenido por liofilizacion entre placas de metacrilato.
" Presente junto con las especies J-agregadas.

H,TPPS,

UV-Vis: A, nm (ver Tabla 1mas arriba).

RMN-'H (500 MHz; 3,5 mM; DMSO-ds; TMS; & ppm, 60°C): 8,83 (s., 8 H, p-
pirrolicos); 8,36 y 8,19 (2 b. a., 16H, H fenilicos); correspondientes (UV-Vis) a
una mezcla a 25°C de un 30% de H,TPPS4 y 70% de zwH4TPPS,.

FT-IR (KBr, cm '): 1229, 1188, 1168 y 1030 (SO5_ aromatico).

Andlisis elemental calcd. (%) para CasH30N4O12S4-11H,O (1133,2): C 46,64%,;
H 4,63%; N 4,94%; S 11,32%; determ. exp.: C 47,54%; H 4,71%; N 4,93%;
S 11,07%.
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H3;TPPS;3

UV-Vis: A, nm (ver Tabla 1 previa ).

RMN-'H (500 MHz; 5,6 mM; DMSO-ds;; TMS; 6 ppm; 60°C): 8,83 (s., 4 H; B-
pirrdlicos, 2 anillos); 8,82 (centro de un sistema AB, 4 H; B-pirrolicos, 2 anillos);
8,3; 8,26; 8,12; y 7,89 (banda muy ancha, 17H, H fenilicos), correspondientes
(UV-Vis) a una mezcla a 25°C de aprox. 50% de H,TPPS;, un 25% de
zwH4TPPS; y un 25% de J-agregados.

FT-IR (KBr, cm '): 1229, 1188, 1168 y 1030 (SO3~ aromatico).

Analisis elemental calcd. (%) para CisH3oN4OoS3;-7H,O (981,0): C 53,87%;
H 4,52%; N 5,71%; S 9,81%; determ. exp.: C 52,90%; H 4,41%; N 5,45%; S
9,60%.

3. Tecnicas cromatograficas

Para la cromatografia en capa delgada analitica (CCDA) se han utilizado
cromatofolios de aluminio de gel de silice (60-17 um) de 0,2 mm de espesor con
indicador de fluorescencia (F,s4, SDS) y cromatofolios de aluminio con Al,O3
neutro (tipo E, 60 um) de 0,2 mm de espesor con indicador de fluorescencia (Fjsy,
Merck).

Como soportes para las cromatografias en columna se han utilizado: Florisil
(60-100 mesh, SDS), SiO, (60 A CC, 40-60 um, 230-240 mesh, SDS), Al,O4
activado basico 50 A (Alfa-Aesar) y Al,Os 90 activado basico (0,063-0,200 mm)
actividad I (Merck) (estos soportes cromatograficos de 6xido de aluminio fueron
desactivados cuando fue necesario mediante adicion del %H,O necesaria para la
obtencion de un grado Brockmann III), silica gel Polygoprep 100-50 C-18 (50-100
um, Macherey-Nagel), y para la separacion de sales MCI Gel CHP20P (DIONA,
75-150 um, Supelco). El soporte utilizado para la columna de intercambio

catidonico fue una resina Dowex S0WX4 (200-400 mesh, Fluka).
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Ademas para la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se utilizo
una columna analitica de fase reversa C-18 de 250 mm x 4 mm (Nucleosil 120-5,
Scharlab) equipada con una precolumna analitica (Resolve C18, Waters) en un
equipo Shimadzu equipado con un detector UV-Vis (SPD-6AV), 2 bombas LC-10
AS y un programador Shimadzu Class VP.

Los eluyentes que se utilizaron fueron MeOH y una disolucion tampon de
pH= 6,8; que se prepard a partir de 7 mL de una disolucion acuosa al 40% en peso
(d= 0,99 g/mL) de hidroxido de tetrabutilamonio, 0,2 mL de una disolucion de
acido fosforico (85%) (d= 1,68 g/mL) y 3,72 g de la sal disddica del acido
etilendiamintetraacético (EDTANa,2H,0). Las disoluciones de elucion se
filtraron y se desgasificaron inmediatamente antes de usarlas. Los productos
utilizados en la preparacion de los tampones para la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y la cromatografia liquida preparativa de media presion
(MPLC) fueron de calidad analitica: HPLC; (Bu);NOH (40%, Acros), H;PO,
(85%, Acros), Na,EDTA-2H,0 (99%, Panreac), y MPLC,; Na,HPO, y NaH,PO,
(ambos 99%, Sigma).

3.1. Analisis por HPLC

3.1.1. Porfirinas sustituidas en las posiciones meso por grupos fenilo y
4-sulfonatofenilo  (Na,TPPSs;, NasTPPS;, Na;TPPSzqay, Na;TPPSy, Yy
NaTPPS;)

Se eluy6 con un flujo de 0,6 mL min~' inyectando volumenes de 10 uL y se
aplicé un gradiente de MeOH del 50% al 100% en 30 min. Esta concentracion se
mantuvo durante 15 min mas. Después de cada anélisis la columna se llevo, en
5 min, a la proporcion inicial de 50% de MeOH y se equilibré antes de cada
inyeccion por lo menos durante 10 min con la proporcion inicial (50% MeOH).

En estas condiciones experimentales la Na,TPPS, se eluye a un tiempo de
retencion de 16 min (Fig. 1) seguida por la Na;TPPS; a 21 min, la Na,TPPS,,, a
25 min, la Na,TPPS,,4, a 28 min, la NaTPPS, a 34 min y finalmente la TPP a
52 min (Fig. 2).
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Fig. 1 Cromatograma de una muestra de Na,TPPS, segun las condiciones experimentales del
texto.
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Fig. 2 Cromatograma de una mezcla de Na;TPPSs; Na>;TPPS>,, Na;TPPS:. y NaTPPS,; (de
menor a mayor tiempo de retencion) segun las condiciones experimentales del texto.

3.1.2. Sal tetrasddica de la 5-15-disulfonato-10,20-bis(4-sulfonatofenil)-
porfirina (Na;DPPS,)

Se eluy6 con un flujo de 0,6 mL min ' inyectando volumenes de 10 pL. En

un principio se aplicoé un gradiente de MeOH del 70% al 90% en 4 min. Durante
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los siguientes 4 min se volvid a las condiciones iniciales (70% MeOH) y después
se equilibro el sistema antes de cada inyeccidon como minimo durante 7 min
manteniendo las proporciones iniciales. En estas condiciones experimentales la
Na,DPPS, se eluye a un tiempo de retencion de 2,8 min.

Pero al aplicar un método de andlisis por HPLC diferente (Fig. 3B), con un
gradiente mas progresivo, el cromatograma obtenido era bastante diferente al
obtenido utilizando las condiciones de andlisis anteriormente descritas.

Con este nuevo método se aplicd un gradiente de MeOH del 50% al 60% en
10 min. Durante los 10 min siguientes se elevo progresivamente la proporcion de
MeOH hasta un 80% y a los 30 min se alcanzé un 90% de MeOH. Se mantuvo
esta proporcion durante 3 min y de nuevo se llevo la columna a un 50% de MeOH.
Después se equilibré antes de cada inyeccion por lo menos durante 5 min con la

proporcion de eluyentes inicial (50% MeOH).

1000

8004

sefial (mV)

200+

0

6004

400+

A

% MeOH

100

920

80

t (min)

0

T
2

4
t (min)

6

8

10

sefial (mV)

1000

800

600

400

200

0

0

10

20
t (min)

30

40

Fig. 3 Cromatogramas obtenidos por cromatografia HPLC del producto de sintesis de la

Na,DPPS, analizado siguiendo diferentes métodos.

4. Instrumentacion

4.1. pH-metro

Las medidas de pH fueron realizadas en un pH-metro CRISON Micro pH
2000 (electrodo de vidrio (Crisol n° 52-04) a temperatura ambiente). El pH-metro
fue calibrado antes de cada medida con soluciones tampén de pH= 4 y pH= 7

(Metrohm).
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4.2. Espectrometria de Masas (EM)

Los espectros de masas de las porfirinas sulfonadas se realizaron en un
espectrometro Waters ZQ (Waters) con la técnica electrospray y en iones
negativos: MeOH/H,0 1:1, gas nebulizador N, a 63 L-hﬁl, gas de secado N; a
312 L-h', temperatura de la fuente 150°C, voltaje capilar 2,5 KV y voltaje focal
30 V.

Los espectros de impacto electronico (EM-IE) se realizaron en un
espectrometro de masas ThermoFinnigan TRACE DSQ con introduccién directa
de la muestra (1 uL o 3 uL) en sonda por deposicion (DEP), una temperatura de la

fuente de 250°C y una energia de los electrones de 70 eV.

4.3. Resonancia Magnética Nuclear de *H (RMN-'H)

Los espectros de RMN-'H se registraron en los equipos Varian Unity Plus
de 300 MHz, Varian Gemini 200 MHz, Varian Mercury 400 MHz y Brucker
DMX-500 (500 MHz).

4.4. Agitadores magnéticos

Los agitadores magnéticos (SBS) utilizados en los experimentos de
induccion quiral del agregado de la H;TPPS; presentan la posibilidad de agitar en
ambos sentidos: horario y antihorario. Hemos utilizado tubos de microcentrifuga
de plastico de 2 mL (Sorenson, BioScience) de 3,5 cm de altura; 0,9 cm de
diametro interno y de base conica plana (0,2 cm) y nicleos magnéticos cilindricos

de PTFE con una longitud de 5 mm y un didmetro de 2 mm.
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4.5. Rotaevaporadores

Los rotaevaporadores utilizados en los experimentos relacionados con la
induccion quiral por agitacion del homoasociado de H;TPPS; fueron Biichi
Rotavapor R-200, ambos equipados con un regulador de la velocidad de giro, un
bafo termostatizado a 25°C y un dispositivo para posibilitar su rotacion en ambos

sentidos (CW y ACW).

4.6. Medidas espectroscopicas

4.6.1. Espectroscopia UV-Vis

Los espectros UV-Vis han sido realizados en un espectrofotoémetro Cary-
Varian 5E de doble haz, controlado por el programa Scan Varian version 01.00(6).
Las cubetas utilizadas fueron de cuarzo Suprasil (Hellma) tipo OS y QX. Se han
utilizado cubetas con diferentes pasos de luz y por: 0,001 cm (2,6 pL);
0,01 cm (26 pL); 0,1 cm (350 pL); 0,5 cm (1750 uL); 1 cm (3500 puL y 1400 uL)).
De las cubetas de ventanas separables y pasos de luz de 0,001 cm y 0,01 cm

disponiamos de dos tipos, con y sin tubos de entrada y salida (Fig. 4; Hellma).

'L&;-J

Fig. 4 Esquema de los dos modelos de cubetas utilizados de camino dptico I= 0,01 cm.

Todos los espectros fueron registrados a temperatura ambiente a excepcion
de los del estudio espectroscopico de la influencia de la temperatura sobre las
porfirinas zwitterionicas para el cual se utilizo un bloque multicelda

termostatizado.
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En los espectros UV-Vis realizados en Catania se utiliz6 un
espectrofotometro JASCO V-530 de un mono-haz, controlado por el programa

Jasco version 1.59.0 (protocol version 2).

4.6.1.1. Determinaciones espectrofotométricas de pK,

Para la Na,DPPS, se prepararon soluciones de una misma concentracion
5,5 x 10° M a partir de una misma solucién madre. En la serie de espectros se
realizé el espectro de la porfirina base libre, el de su diacido conjugado en estado
puro y los de soluciones de pH intermedios cercanos al valor del pK,. Para ello se
han utilizado las soluciones tampon indicadas en la Tabla 2. Los valores de pH de

las soluciones tampdn se determinaron con un pH-metro recién calibrado.

Tabla 2 Soluciones tampon preparadas.

n° solucion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

PHexperimental 7,09 | 684 | 651 |610 |612 |583 |559 |537 |511 |49

disolucion KH,PO,4 0,1 M biftalato potasico 0,1 M

tampon NaOH 0,1 M
n° solucion 11 12 13 14 15 16 17 18 19
PHexperimental 4,69 | 450 | 428 | 4,06 | 3,97 | 3,19 | 2,77 | 2,34 | 1,62
disolucién biftalato potasico 0,1 M KC10,2M
tampon NaOH 0,1 M HC10,1 M

Para el estudio de los equilibrios dcido/base de los correspondientes acidos
sulfonicos (H,TPPS,; n= 3, 4) en ausencia de iones distintos a los generados por la
propia ionizaciébn de estas sustancias se trabajo a concentraciones que
proporcionan soluciones libres de J-agregados. Esto requirid rangos de
concentracidn distintos para cada una de las dos porfirinas. Las concentraciones se
determinaron exactamente por espectroscopia UV-Vis y los valores de pH se
calcularon a partir de las concentraciones de porfirina base libre y diprotonada.

Para la H,;TPPS, hemos considerado 2 moles de H;O' por mol de la especie
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diprotonada (zwH,TPPS,) y 4 moles de H;O" por mol de la especie base libre
(H,TPPS,) y para la H;TPPS;, 1 mol de H;O" por mol de monémero acido
(zwH,TPPS;) y 3 moles de H;O" por mol de base libre (H,TPPS;).

Los valores aparentes de pK, [correspondientes a (pK.; + pKa4)/2] se han
determinado por representacion grafica del pH respecto al logaritmo decimal de la
relacion de concentraciones de la especie base libre y la especie acida diprotonada

conjugada ([H,P] /[H4P>"]) de acuerdo con:

pH = pKa + |0gm

[Ha P2#]
Usamos valores de concentraciones en lugar de actividades. El cociente de
concentraciones se determiné a partir de las diferencias de absorbancia (A) a una
longitud de onda determinada, que se elige para que se produzca la mayor

diferencia entre las absorbancias de las especies base libre y diacida.

[HP] A~ Aupz
[H4P2+] AHzF’ - A

4.6.2. Dicroismo Circular y Lineal

Los espectros de dicroismo circular (DC) y lineal (DL) se han registrado en
un dicrografo JASCO J-810 equipado con una ldmpara de Xe de 150 W (air
cooled) y controlado con el programa Windows Spectra Analysis V.1.53.04.

Los espectros se registraron a temperatura ambiente y en las condiciones
siguientes; velocidad de registro de 50 nm/min, ancho de banda (band width) de
1 nm, respuesta del instrumento de 2 s, sensibilidad de 1000 mdeg y resolucion de
0,5 nm.

En los experimentos de dicroismo circular realizados en Catania también se
utiliz6 un dicrografo JASCO J-810 similar al utilizado en Barcelona. Los espectros

se registraron a temperatura ambiente y en las condiciones siguientes: velocidad de

200



Parte experimental

registro 200 nm/min; ancho de banda (band width) de 2 nm; respuesta del

instrumento de 0,5 s; sensibilidad de 1000 mdeg; y resolucion de 0,5 nm.

4.6.3. Espectroscopia FT-IR

Los espectros de infrarrojo de las diferentes porfirinas se han registrado en
un espectrofotdmetro Nicolet 510 FT-IR controlado a través de un ordenador

equipado con un programa Nicolet Mac.

4.6.4. Espectroscopia de Resonance Light Scattering (RLS)

En cuanto a los experimentos de RLS realizados en Catania hemos utilizado
tres instrumentos diferentes: a) un espectrofluorimetro Jobin Yvon Horiba FL3-11
de geometria en forma de L, controlado a través de un ordenador equipado con el
programa SpectrAcq V.4.13d.; b) otro espectrofluorimetro idéntico a éste pero
modificado para permitir el trabajo en modo de backscattering, (permitiendo
detectar la luz de scattering en la misma direccion del haz incidente y sentido

opuesto); y ¢) un espectrofluorimetro JASCO FP-777.

4.7. Espectrometria Fotoelectrénica de Rayos X (XPS)

Los espectros de XPS fueron obtenidos en un equipo Physical Electronics
(PHI 5500 Multitechnique System) utilizando el software MultipaK v.6.0A, de
Physical Electronics. Se ha trabajado en una camara a ultra alto vacio (UHV)
<1 x 10~ Torr con una radiacion AIK, como fuente de excitacion monocromatica
de rayos X a una potencia de 350 W (12,4 kV; 25 mA). El equipo fue calibrado
usando la linea Ag 3ds, con una anchura maxima a media altura del pico (FWHM)
de 0,5 eV. El analizador de electrones opera en modo de energia de paso constante

(a menor energia de paso se consigue una mayor resolucion energética), lo que
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permite una resolucién energética constante a lo largo de todo el intervalo de
energias medido (entre 0 y 1100 eV). Para el espectro de mayor resolucion la
energia de paso fue de 23,5 eV (0,1 eV/paso) y para el espectro general, de menor
resolucion, fue de 187,8 eV (0,8 eV/paso). El area de andlisis fue de unos 0,5 mm?®
y no se observaron efectos de carga electrostatica significativos en la medida. En
la cuantificacion de las intensidades se utilizaron los correspondientes factores de
sensitividad.'® Los espectros fueron referenciados energéticamente asumiendo
que el pico del C 1Is debido a la contaminacion de hidrocarburos tiene una energia

de enlace de 284,8 eV.

4.8. Microscopia Confocal

Se ha utilizado el microscopio confocal Leica SP2, que presenta un
microscopio DM IRBE de fluorescencia donde se colocé la muestra. Esta se
observo con el objetivo de 100 aumentos (HCX PL APO 100x/1.4-0.7 OIL CS).
Se excitdé con un laser de Ar a A= 458 nm recogiendo la emision de
fluorescencia en los rangos 472-552 nm y 600-720 nm y también a
Aexc— 488 nm con unas lecturas de emision de fluorescencia en los intervalos de

500-600 nm y 600-720 nm.

4.9. Microscopias de Campo Cercano (Scanning Probe Microscopy,
SPM)

Hemos trabajado con dos de las principales microscopias de campo
cercano: la microscopia de Fuerzas Atomicas (AFM) y la microscopia de Efecto

Tanel (STM), el fundamento de las cuales se describe en el anexo.
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4.9.1. Microscopia de Fuerzas Atomicas (Atomic Force Microscopy,
AFM)

Las imagenes de AFM fueron obtenidas con un microscopio Multimode
controlado por una electronica Nanoscope Illa (Digital Instruments, USA)
operando en modo fapping al aire y a temperatura ambiente. La amplitud de
oscilacion y la velocidad de scan fueron 2-3 nm y 1,5-2 Hz respectivamente.
Mediante un microscopio optico de 450 aumentos con una microcdmara digital se
controlo la posicion de la sonda sobre la muestra. Para el control del microscopio y
el tratamiento de los datos se utilizé el programa Nanoscope III v. 5.1215.

El modo de contacto intermitente (tapping) se llevd a cabo utilizando
sondas de Si de forma piramidal integradas sobre una micropalanca o microfleje
(cantilever) del mismo material de una constante de fuerza (K) de 35 N/m y una
frecuencia de resonancia media (f) de 300 kHz (Nanosensors, Alemania). Estas
sondas de Si presentan un radio de curvatura nominal de 10 nm y un angulo de
cono de 35°. Los escaners utilizados fueron de tipo J con un rango de barrido
maximo de 120 um y de tipo E con un rango maximo de 15 pum (Digital
Instruments, USA). Ocasionalmente se han utilizado otros tipos de sonda con

micropalancas de menor K (NT-MDT, Rusia).

4.9.1.1. Sustratos

Los principales soportes utilizados para este tipo de técnicas han sido placas
de grafito HOPG (Highly Ordered Pyrolytic Graphite) de diferentes casas
comerciales: GE Advanced Ceramics, de diferentes calidades: ZYA (0,4° £0,1°) y
ZYB (0,8° £+ 0,2°) y MicroMasch, de grados ZYA y ZYB. Los diferentes grados
de orientacion del grafito estan relacionados con la inclinacion del corte respecto
al plano basal del cristal. Un mejor grado de orientacion supondra un menor
angulo de corte que nos proporcionard terrazas atbmicamente planas mas amplias.

Las dimensiones de las placas de HOPG empleadas son 12 mm x 12 mm
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(largo x ancho) y 2 mm de grosor. También para algunos experimentos hemos
utilizado como sustrato cuarzo Suprasil (QS) y silicio monocristalino (1 1 1)

(Siltronix, USA).

4.9.1.2. Preparacion de la muestra

El método de deposicion fue el mismo para todos los soportes, con
diferencias en el tratamiento del sustrato previo a la deposicion. El grafito se
utilizé recién clivado. El Si se tratd con una solucidén al 40% de HF durante
20 min, se lavo con H,O y se secd con N, inmediatamente. El cuarzo se lavd con
H,O y se seco con N, La mica fue funcionalizada con 3-aminopropil-
trietoxisiloxano, primero se disolvieron 100 pL del reactivo funcionalizante (el
cual habia sido filtrado previamente) en 20 mL de una mezcla de EtOH/H,0 10:1.
En menos de 10 s después de la preparacion de esta solucion (< 10 s), se introdujo
durante 1 min la superficie de mica recién clivada en la mezcla funcionalizante.
Posteriormente se extrajo la superficie del bafio y se lavd con una mezcla Et/H,O
10:1 y luego se secd con flujo de N,. Después de este tratamiento se observo en la
superficie de mica un monocapa practicamente continua en forma de islotes
formada por moléculas de 3-aminopropiltrietoxisilano. Ademas se comprob6 que
la superficie estuviera libre de otras particulas.

El procedimiento de deposicién fue el siguiente: una gota de solucion
(~ 50 pL) se puso en contacto con el sustrato pre-tratado durante tiempos que
fueron de unos pocos segundos a varios minutos segin se indica en cada
experimento. La gota se elimind por absorcidon rapida con una punta de papel de

filtro y se sec6 inmediatamente después con un flujo de N,.

4.9.2. Microscopia de Efecto Tunel (Scanning Tunneling Microscopy,
STM)

Las medidas fueron realizadas en un microscopio de efecto tinel PicoSPM
(Molecular Imaging, USA) controlado mediante una electronica Nanoscope 1lla

(Digital Instruments, USA). La cabeza de STM fue situada en una plataforma
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suspendida para aislarla mecanicamente. Se utilizaron sondas de Pt/Ir
(GoodFellow, UK) cortadas mecanicamente y escaner para alta resolucion con
rango maximo de 1 pum (Molecular Imaging, USA).

La preparacion de la muestra para STM fue la misma que para AFM pero

solo se utilizaron sustratos de grafito (HOPG).

5. Materiales para el almacenamiento y trasvase de
sulfoporfirinas

Observamos un efecto de neutralizacion de las sulfoporfirinas (H;TPPS; y
H4TPPS,) en contacto con material de vidrio, tal como se explica en el capitulo II.
Esto nos forzé a la utilizacion de material pldstico para la manipulacién y
almacenaje de estas porfirinas. Para las porfirinas en forma de sal sédica no
observamos este efecto y por lo tanto en su caso trabajamos con recipientes de
vidrio Pyrex y utilizamos pipetas Pasteur Ar-Glas (clase hidrolitica 3).

Hemos utilizado como material contenedor tubos conicos con faldon de
50 mL (29 mm x 118 mm), tubos cénicos de 15 mL esterilizados, tubos cénicos de
15 mL sin esterilizar (17 mm x 122 mm), todos ellos de polipropileno transparente
y tapon de polietileno (Deltalab). También hemos utilizado tubos de
microcentrifuga de polipropileno de 2 mL (Sorenson, BioScience). Para la
manipulacion de estas soluciones, se han utilizado micropipetas (Brand y
Labsystems) con puntas de polipropileno (Brand).

En algunos experimentos con estas sulfoporfirinas hemos utilizado material
de vidrio Pyrex silanizado segun el procedimiento que se explica a continuacion.
Dejamos el material a silanizar en contacto con una disoluciéon de NaOH 20%
durante unos 30 min. Lavamos el material inmediatamente con EtOH, secamos al
aire y volvimos a llenar el matraz con una mezcla de (CH;);SiCl: CH,Cl, 1:4
durante otros 30 min. Finalmente se lavo el matraz con EtOH y se seco de nuevo

al aire.
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