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RESUMEN

La preocupacion actual por sustituir materiales por sus contrapartes
ecologicamente benignas ha impactado diferentes disciplinas de la ciencia.
Siendo la industria de los surfactantes una de las mas grandes a nivel mundial,
la produccién de moléculas anfifilicas de baja toxicidad, con altas eficiencias y

bajo costo se ha vuelto un tema relevante como objeto de estudio.

En este trabajo se reporta el método de sintesis de una molécula que pudiera ser
utilizada como agente encapsulante con potencial de vehiculo de liberacion. De
esta manera se realiza la conjugacién de una molécula anfifilica compuesta de
repeticiones de L-Cisteina unidas a un acido graso con el fin de cumplir con las
caracteristicas de  biocomptabilidad, biodegradabilidad y tendencia

autoensamblarse.

Asi mismo, se plantea un método donde se proponen las condiciones adecuadas
para realizar la conjugacion de los componentes mediante la técnica de
acoplamiento por carbodiimidas. El producto de reaccion se caracteriza por
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de protéon (*H-RMN). De igual manera, se estudia la funcién de la
molécula como agente gelante de bajo peso molecular en diferentes medios y se
analizan los geles obtenidos mediante microscopia 6ptica, FT-IR y a través de

polarizadores cruzados.



l. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



1.1. Introduccién

Los surfactantes son unos de los productos quimicos mayor utilizados a nivel
mundial. En el 2002 la produccion total en volumen de surfactantes fue de 11
millones de toneladas, donde aproximadamente el 20 % de la produccién es de
origen vegetal [1], siendo aquéllos basados en productos petroquimicos los que

representan la mayoria en el mercado actual [2].

En este contexto, debido a la preocupacién de producir materiales que cumplan
con los criterios de desarrollo sustentable, ha surgido una necesidad por producir
surfactantes amigables con el medio ambiente, con baja toxicidad y que al mismo
tiempo sean capaces de cumplir con las especificaciones necesarias para su

aplicacion [2].

A pesar del desafio de minimizar los costos de produccién de los surfactantes
existentes, el mercado para producir productos ecolégicamente responsables es
la nueva fuerza impulsora en el desarrollo de surfactantes. En este aspecto, han

surgido algunas nuevas iniciativas [3].

Utilizar surfactantes que ocurren en la naturaleza.

e Sintetizar surfactantes a partir de unidades de construccion naturales.

e Usar materiales sintéticos para producir surfactantes que posean una

biodegradacion apropiada.

e Insertar uno o mas enlaces débiles en la estructura para aumentar la

velocidad de degradacion.



e Sintetizar surfactantes mas eficientes que puedan ser utilizados en menor

cantidad.

En este trabajo se aborda la sintesis de un surfactante cuyas unidades de
construccion provienen de materiales naturales; en este caso un acido graso y
un aminoacido. Se plantea su posible aplicacibn como promotor de absorcién
para sistemas de liberacion de farmacos, de manera tal que mejore la permeacion

en membranas sin causar problemas de toxicidad.

1.2. Justificacion

Los aminoacidos naturales son componentes potenciales para la sintesis de
surfactantes debido a su disponibilidad, biocompatibilidad y multifuncionalidad.
La asociacion de aminoacidos polares capaces de constituir el componente
hidrofilico con una cadena alifatica como componente hidrofébico resulta en la
formacion de una molécula anfifilica con baja toxicidad, actividad antimicrobial y

biodegradacion.

Los surfactantes basados en aminoacidos, tanto naturales como sintéticos, han
sido objeto de estudio debido a su potencial aplicacion en productos cosméticos,
domésticos, alimenticios y farmacéuticos. En este aspecto, su incorporacion
como agentes encapsulantes de farmacos permite resolver el problema del
transporte de compuestos activos a través de la membrana celular o de barreras

biolégicas tales como capas epiteliales y la barrera de sangre cerebral [4].

Los métodos de produccion de los surfactantes basados en aminoacidos incluyen
procesos quimicos, enzimaticos y quimico-enzimaticos, siendo los primeros los
mas prevalentes debido a su bajo costo de produccion [5]. A pesar de que este

tipo de surfactantes representa por el momento solo un pequefio porcentaje del



mercado, la tendencia actual de sustituir productos por sus contrapartes

ecolégicamente responsables podria cambiar este escenario.

En este contexto se puede explotar la estrategia de conjugacion de biomoléculas
naturales para sintetizar un bioconjugado de Acido Oleico modificado con L-
Cisteina. El proceso de bioconjugacién de moléculas individuales resulta en la
formacién de nuevos materiales que combinan las propiedades de cada uno de
sus constituyentes, obteniendo caracteristicas que no se encuentran

normalmente en la naturaleza.

En este aspecto, se plantea la sintesis de una molécula anfifilica que, por la
naturaleza biol6gica de sus constituyentes pueda ser utilizada como vehiculo
biocompatible para el transporte de farmacos o nanoparticulas metélicas

explotando su grupo tiol.

1.3. Objetivo General

El objetivo de este trabajo es desarrollar una estrategia para sintetizar y
caracterizar un surfactante basado en la conjugacion de L-Cisteina y Acido Oleico
mediante el acoplamiento de carbodiimidas. Ademas, se pretende estudiar su
comportamiento de ensamblaje molecular en agua y en sistemas DMSO-Agua a
distintos pH para prospectar su posible funcibn como agente encapsulante.

En conjunto este trabajo tiene como finalidad expandir el area de sintesis de N-

acilaminoacidos para su posible aplicaciéon en el area biomédica.

1.4. Objetivos Particulares

o Sintetizar un surfactante basado en L-Cisteina y Acido Oleico a través

de una reaccién de conjugacion con carbodiimidas.



Identificar por espectroscopia de infrarrojo la formacion del enlace

amida caracteristico del lipoaminoacido y la presencia del grupo tiol.

Caracterizar por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de

protén la estructura de la molécula sintetizada.



.  ANTECEDENTES



2.1. Moléculas Anfifilicas

El termino anfifilico hace referencia a una estructura molecular que se compone
de al menos una parte liofilica y una liofébica [6]. Debido a que el agua es uno de
los solventes mas utilizados, generalmente se refiere como moléculas anfifilicas
a aquellas moléculas compuestas de una parte hidrofilica y una parte hidrofébica
(o lipofilica). En su forma mas sencilla, dichas moléculas consisten en una larga
cadena de hidrocarburos unida a una cabeza polar, la cual puede ser ibnica 0 no

iénica [7].

Cuando una molécula con una estructura anfifilica es disuelta en un solvente, el
grupo liofébico distorsiona la estructura del solvente, aumentando la energia libre
en el sistema. Cuando esto ocurre, el sistema responde de manera tal que

minimiza el contacto entre el grupo liofébico y el solvente [8].

En el caso de un sistema acuoso, el grupo hidrofébico distorsiona la estructura
del agua rompiendo los puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y
estructurando dichas moléculas en la vecindad del grupo hidrofilico. Como
resultado de esta distorsion, algunas de las moléculas del surfactante son
expulsadas hacia las interfases del sistema con sus grupos hidrofébicos
orientados de manera que se minimice el contacto con las moléculas de agua.
De esta manera, la superficie del agua se ve recubierta por una capa de
moléculas  surfactantes con sus grupos hidrofébicos  orientados
predominantemente hacia el aire [8].

Los grupos hidrofébicos pueden ser cadenas cortas de hidrocarburos,
fluorocarbonos o siloxanos con tamafio suficiente para producir las
caracteristicas necesarias de solubilidad, una vez que sea unida con el grupo
hidrofilico apropiado [6]. Por su parte, el grupo hidrofilico puede ser iénico o

altamente polar.



Moléculas anfifilicas con diferentes estructuras tienen diferentes
comportamientos de autoensamblajes en solucién y en interfases. El principal
interés en este tipo de moléculas reside en su autoensamblaje en sistemas
acuosos para formar estructuras bien definidas, tales como micelas y vesiculas,
las cuales tienen aplicaciones en areas como la fabricacién de nanodispositivos,

vehiculos de liberacién de farmacos, entre otros [9].

2.1.1. Surfactantes

Los surfactantes, también llamados agentes tensoactivos, son sustancias que
tienen la propiedad de ser adsorbidos hacia las interfases de un sistemay alterar
significativamente la tension superficial del mismo [8]. Este comportamiento se
observa también cuando el tensoactivo se encuentra dentro un sistema

multifasico donde disminuye la tension interfacial del mismo.

La estructura quimica apropiada para un surfactante varia dependiendo de la
naturaleza del solvente que se utiliza y las condiciones de uso. En sistemas
acuosos, se refiere como cabeza al grupo hidrofilico y como cola al grupo
hidrofébico [6]. Dependiendo de la naturaleza del grupo hidrofilico, los

surfactantes se clasifican en anioénicos, catidnicos, zwitteriénicos o no iénicos.

2.1.2. Cotensoactivos

Los cotensoactivos son pequefias moléculas anfifilicas que por su tamafio no son
capaces de autoensamblarse en soluciones acuosas; sin embargo, en presencia
de tensoactivos de mayor tamafio, tienen la capacidad de afectar

significativamente las estructuras supramoleculares que estos forman [10, 11].



Figura 1. Representacion esquematica de diferentes modelos de mezclas de soluciones:
cloruro de cetilpiridino en (a) agua, (b) agua y glicerol, (¢) agua y DMSO; y
dodecilbencensulfonato de sodio en (d) agua, (e) agua y glicerol, (f) agua 'y DMSO.

Estas moléculas suelen ser utilizadas como estabilizadores termodinamicos de
sistemas de tensoactivos [12]. En estos casos, la relacion entre surfactante y
cosurfactante, el tamafio del cosurfactante, asi como la composicion de las
multifases influyen en la formacion y las propiedades de las estructuras
supramoleculares formadas [11].

Estudios teoricos y experimentales confirman que el proceso de micelizacion se
ve afectado al utilizar diferentes cosolventes tales como glicerol y DMSO como
se observa en la Figura 1 [12]. Cuando estos cosurfactantes son afiadidos a agua,
la fuerza impulsora necesaria para el ensamblaje de las moléculas surfactantes

disminuye.



El dimetilsulféxido (DMSO) es un solvente aproético polar que contiene en su
estructura un grupo sulfoxido altamente polar [13], asi como dos grupos metilo
CHs de naturaleza no polar. A diferencia de solventes polares proéticos como el

agua Yy los alcoholes, el DMSO tiende a aceptar en lugar de donar protones [14].
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Figura 2. Efecto del DMSO en el comportamiento de las moléculas de agua. (A, B)
Organizacién natural del agua. (C) La adicion de moléculas de DMSO ocasiona una
disrupcién en la interaccion de las moléculas de agua debido a que la interaccion DMSO-
agua es 1.3 veces mas fuerte que la de las moléculas de agua.

Su habilidad de penetrar tejidos, tales como la piel, sin ocasionar un dafio
significativo esté relacionada con su capacidad de formar puentes de hidrégeno
y con su estructura pequefia y compacta. Estas caracteristicas resultan en la
habilidad del DMSO para asociarse con agua, proteinas, carbohidratos, acidos

nucleicos y sustancias ionicas [15].

Una de las propiedades estructurales mas interesantes del dimetilsulfoxido es su
accion como cosolvente o molécula chaperona. Estas son moléculas pequeiias
gue de manera no selectiva estabilizan proteinas mutantes y las asisten en su

plegamiento [13].
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2.1.3. Surfactantes Basados en Aminoacidos

La presencia de un aminoacido como grupo polar en una molécula anfifilica
caracteriza este tipo de surfactantes. Para su sintesis se utilizan los 22
aminoacidos utilizados como unidades de construccion de proteinas como la
materia prima natural. Estos, a excepcion de la glicina (la cual es aquiral) se
clasifican de acuerdo a la naturaleza de su grupo R, de esta manera se pueden

obtener surfactantes cationicos, anionicos, no ionicos y anfoteros [16, 17].

Debido a que los aminoacidos tienen un grupo carboxilico y un grupo amino
primario, los surfactantes sintetizados a partir de ellos pueden ser preparados
agregando el componente hidrofébico en cualquiera de las dos partes, como se
observa en la Figura 3. Se puede derivatizar el aminoacido haciendo reaccionar
su grupo carboxilato con un alcohol para producir un éster aminado o con una
amida para producir una amida aminada. De manera alternativa se puede partir
del grupo amino para realizar su derivatizacion haciéndolo reaccionar con un
acido graso para obtener una amida &cida o con un haluro de alquilo para formar

una amina secundaria o terciaria produciendo asi un N-alquilaminoéacido [18, 16].

i I
RH A‘L\\« P ' : . RH - . -""“1:.*-\-\ ,-:f““a
‘r OH > "'N"“-"':?x ‘ﬂlﬁ""r\“DH > L R M
"~ H"‘m.-r'NH H..HH_ h ,.-*"dﬂf NH;
N M_HH P__,.f'
- e
O
R,
. HD NH, o
f"’"‘lﬁ_,-’.,f;_l-"“‘DH T ‘H.H{f‘ﬁt*u{fr?“ NH,
= T
{Ii T “‘a_a i o
R. - OH P “a Rv .H#ﬁhﬁjﬁm
LA MH MNH.
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Figura 3. Diferentes rutas de derivatizacidon de aminoacidos con cadenas alifaticas
hidrofobicas.

2.1.4. Lipoaminoéacidos

El término lipoaminoéacido aplica para aquéllos compuestos en los que un solo
aminoéacido es unido, ya sea a través de su grupo carboxilo o amino, a un acido
graso de cadena larga [19]. En la naturaleza existen lipidos que contienen

aminoacidos en su estructura y que son inseparables por métodos fisicos [5].

La primera investigacion reportada sobre N-acilaminoacidos fue en 1909 cuando
S. Bondi sintetizé lipoaminoacidos de glicina y alanina como N-lauroil-
aminoacidos con el fin de elucidar la teoria de que la necrosis de la grasa en las
células era atribuida a la descomposicién de acilaminoacidos en aminoacidos y
acidos grasos [5]. A partir de entonces la investigacion de lipoaminoacidos ha
cobrado interés en dos aspectos en particular: (1) la investigacion de la existencia
de acilamino&cidos en la naturaleza y (2) la exploracion de la funcionalidad de
dichas moléculas [5]. Posteriormente en 1955, se publico la primera confirmacion
de la existencia natural de lipoaminoacidos [20]. Desde entonces se han

encontrado varios lipoaminoacidos y lipopéptidos en diferentes seres vivos [5].

Aungue la investigacion de la existencia natural de lipoaminoacidos no se ha
extendido en la exploracion de sus propiedades como moléculas surfactantes o
sus aplicaciones potenciales, varios acilaminoacidos han sido sintetizados y
estudiados e incluso patentados para aplicaciones como detergentes, cosméticos

y pastas dentales [5].

Existen varios estudios que indican que los surfactantes basados en aminoacidos
forman estructuras fibrilares capaces de gelificar aceites. La naturaleza de estas
fibras reside en el autoensamblaje quiral de las moléculas anfifilicas. Las fibras

forman una red tridimensional a través del medio para formar un gel. En general,
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los materiales que exhiben estas propiedades son denominados como agentes

gelantes de bajo peso molecular [21].

El grupo amida en las moléculas esta involucrado en la formacion de fibras de
primer orden a través de puentes de hidrégeno, mientras que la quiralidad de la

estructura cisteinato es critica para su desempefio como agente gelante [21].

2.1.5. Cisteina

El azufre en sus diferentes estados de oxidacion representa uno de los elementos
mas versatiles en biologia molecular. Muchos de los compuestos sulfurados en
los seres vivos tales como algunas vitaminas, metionina y cisteina son esenciales
para la nutricibn humana llevando a cabo funciones tales como el transporte de

electrones en centros FeS y roles estructurales a través de puentes disulfuro [28].

Los puentes disulfuro en las proteinas mejoran la estabilidad termodinamica de
la molécula y pueden ser reversibles en ambientes reductores. La reactividad de
los tioles de cisteinas individuales puede ser utilizada para manipular las

reacciones oxidativas de ensamblaje [22].

Un ejemplo representativo del efecto de la adicion de componentes de cisteina
en el ensamblaje molecular de un sistema es el que presentan las moléculas de
gueratina en el cabello como se muestra en la Figura 4. Las queratinas,
particularmente las alfa-queratinas, tienen largas secuencias de aminoacidos que
forman una estructura helicoidal. Estas se ven atraidas entre si a través de
puentes de hidrégeno para ensamblarse entre ellas y formar un filamento de
cabello. Uno de los aminoacidos que forman estas cadenas es la cisteina, la cual
gracias a su grupo tiol es capaz de formar puentes disulfuro con otra cisteina de
otra molécula de queratina. Entre mas interacciones tiene un filamento con otro,

mas estrechamente enroscado resultara el conjunto de filamentos final.
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Figura 4. Justificacion del cabello rizado por la formacién de fuentes disulfuro de las
cisteinas presentes en las cadenas de queratina.

Méas aun, desde el descubrimiento de los ensamblajes espontaneos de tioles
sobre la superficie de nanoparticulas de oro, la funcionalizaciéon de moléculas
anfifilicas con grupos mercaptano ha cobrado gran interés en disciplinas que
varian desde electronica hasta biomedicina [30].

2.1.6. Agentes Gelantes de Bajo Peso Molecular y Geles Moleculares

Los agentes gelantes de bajo peso molecular son una familia de moléculas
anfifilicas con pesos moleculares debajo de los 2000 Da (Dalton) [23, 24]. Dichas
moléculas se autoensamblan frecuentemente en redes fibrilares tridimensionales
como consecuencia de interacciones no-covalentes, tales como fuerzas de
dispersién London, fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, y fuerzas

de atraccion y repulsion electroestaticas e interfaciales [25].

Las redes fibrilares autoensambladas son sistemas (SAFIN por sus siglas en

inglés) en los que la gelacion del solvente se debe a la formacién de redes
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tridimensionales de estructuras fibrosas tales como filamentos, capas, tubos o

cilindros que se mantienen unidas por interacciones débiles entre las fibras [23].

Para la mayoria de los geles basados en SAFIN, la formacion del gel se basa en
el delicado balance entre las propiedades liofobicas y las liofilicas del agente
gelante con el solvente; de manera que las propiedades liofilicas le permitan a la
molécula solvatarse sin precipitar pero que las liofobicas aseguren su agregacion
en el medio [23]

2.2. Métodos de conjugacion del grupo amida

Para llevar a cabo la bioconjugacion de un acido graso como el 4cido oleico con
la L-Cisteina se pretende formar un enlace amida. Sin embargo, el método ideal
de sintesis de amidas mediante la condensacion directa de un acido carboxilico
y una amina para la formacioén de una molécula equivalente de agua como unico
subproducto no es practica. Como resultado de esto, la activacion del
componente acido es necesaria para promover el acoplamiento de la amida y

desarrollar un proceso eficiente de sintesis [26].

Existen muchas consideraciones a la hora de seleccionar la molécula capaz de
llevar a cabo el acoplamiento para su produccion a escala industrial. Esta debe
cumplir con las condiciones de costo, debe tener disponibilidad en el mercado,

no ser toxica, facil de manejar y tener altos rendimientos de reaccion.
En un estudio realizado en el 2016 basado en el nUmero de publicaciones [26],
se encontro que los métodos preferidos para la activacion del grupo acido a gran

escala fueron:

1. Activacion mediante la formacién de ésteres con carbodiimidas

2. Formacioén de cloruros acidos
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3. Conversiéon de aminas con carbonildiimidazol

Otros de los métodos que se encontraron incluyen el acoplamiento mediante
anhidridos &cidos mediante compuestos de boro, sintesis de transamidacion,
sintesis de amidas catalizadas por acidos de Bronsted, acoplamiento via

anhidridos basados en fésforo y acoplamiento por sales de fosfonio y uranio [26].

2.2.1. Conjugacion mediada por Carbodiimidas

El uso de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) para la formacion de péptidos y
otros enlaces amida fue reportado por primera vez por Sheehan y Hess en 1955.
A partir de ese momento, las carbodiimidas se ha convertido en uno de los
compuestos mas importantes para la preparacion de amidas. Debido a su
disponibilidad, costo e impacto ambiental, solo algunas carbodiimidas se utilizan
a gran escala; entre ellas se encuentran el DCC, la N,N'-diisopropilcarbodiimida
(DIC) y el hidrocloruro de 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDAC,
EDC o EDCI) [26].

Para este tipo de conjugaciones es importante seleccionar la carbodiimida
dependiendo del solvente, considerando que debe ocurrir una separacion de la
urea correspondiente. Para el caso de las reacciones que parten de acidos
grasos, se debe utilizar un compuesto que sea también soluble en solventes no
polares o anfifilicos, tales como el DMSO, y que la urea correspondiente sea

facilmente eliminable.

Dado que el producto de reaccién se espera que permanezca disuelto en la
solucion, el DCC presenta una ventaja sobre las otras carbodiimidas ya que no
es solo mas econdmica que las ya mencionadas, sino que también es soluble en

solventes como el DMSO. Mas aun, la urea producida como subproductos es
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insoluble y precipita casi inmediatamente, facilitando su separacion por medio

mecanicos [26].

2.3. Autoensamblaje Molecular

El autoensamblaje supramolecular es una organizacion espontanea de pequefios
componentes moleculares a través de interacciones intermoleculares no
covalentes tales como puentes de hidrégenos, fuerzas de van der Waals,
interacciones electroestéticas, complejos metal-ligando, apilamientos, entre otras
[27].

El disefio y desarrollo de moléculas anfifilicas funcionalizadas juega un papel
importante en la programacion del autoensamblaje de las unidades de
construccion bajo condiciones termodindmicas apropiadas. La diversidad
estructural de las moléculas anfifilicas y los modos de interaccion entre ellas en
diferentes medios resulta en la formacion de estructuras tales como micelas,

microemulsiones, vesiculas, fibras, geles y cristales liquidos [21].

Las moléculas pequefias con componentes funcionales balanceados tales como
las moléculas anfifilicas, son propensas a interactuar unas con otras gracias a
una combinacion de distintas interacciones débiles. En los ultimos afos, las
estructuras autoensamblables de moléculas anfifilicas como vehiculos para la
liberacion de moléculas bioactivas ha cobrado gran importancia debido al
aumento de farmacos hidrofébicos utilizados en la industria biomédica. Es asi
como la naturaleza anfifdtica de las moléculas ensamblables formadas por
surfactantes y lipidos presentan varias ventajas que incluyen el aumento de la
solubilidad, proteccion contra hidrolisis y degradacion enzimatica, asi como

liberacion controlada [28].
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2.3.1. Parametro de Empaquetamiento Critico

La geometria global de diferentes estructuras depende en gran medida de las
dimensiones de la molécula surfactante. Para que estas moléculas anfifilicas
puedan empaguetarse en agregados, las dimensiones moleculares deben ser
compatibles [28].

PC<1 PC=1

Figura 5. Ejemplo esquematico de diferentes geometrias de ensamblaje dependiendo
del pardmetro de empaquetamiento critico (PC).

En este aspecto, el parametro de empaquetamiento critico (PC) representa una
herramienta util para medir la topologia de agregacion. Este parametro se
aproxima a partir de estimaciones de las dimensiones del surfactante, donde se
relacionan la longitud efectiva de la cadena hidrofébica del surfactante, el area
efectiva de la cabeza polar de la molécula y el volumen promedio ocupado por

ella.

2.4. Efecto Tyndall

A la dispersion de la luz causada por particulas coloidales se le conoce como
efecto Tyndall. Este fenomeno puede ser facilmente relacionado con la turbidez
de una muestra por lo que, a simple vista, representa una técnica cualitativa para

indicar la formacion de sistemas coloidales [29].
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2.5. Birrefringencia

Cuando la luz polarizada viaja a través de un material con dos o mas indices de
refraccion diferentes, esta es separada en dos componentes con diferente
velocidad y angulos de refraccion. A este fendmeno se le conoce como
birrefringencia y es dependiente de la polarizacion y la direccién de propagacion
de la luz [30]. De esta manera la birrefringencia es definida simplemente como la

diferencia entre los valores minimos y maximos del indice de refraccion [31].

Los materiales usualmente son clasificados como isotrépicos o anisotropicos. Los
materiales isotrOpicos presentan propiedades uniformes en todas las
orientaciones, mientras que en los anisotropicos las propiedades varian segun la
direccién. De esta manera, los materiales Opticamente anisotrépicos se les

denomina birrefringentes [30].

La birrefringencia, asi como otros efectos épticos basados en la polarizacion de
la luz, puede ser determinada midiendo los cambios de la polarizacién de la luz

al pasar por un material insertado entre dos polarizadores cruzados.

Se sabe que los cristales liquidos, siendo un estado intermedio entre liquido y
sélido, son birrefringentes. Los cristales liquidos liotropicos son formados por
moléculas anfifilicas tales como los surfactantes, las cuales se organizan en
solucién para crear agregados anisotropicos que se alinean en una direccién. De
esta manera, el comportamiento de estos se ve afectado por la temperatura y la

concentracion [30].
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Figura 6. Birrefringencia de un material anisotrépico entre dos polarizadores cruzados.

2.6. Espectroscopia de Infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo es una de las técnicas de caracterizacion mas
importantes para la identificacion de moléculas organicas. La técnica se basa en

la vibracion de los enlaces que existen entre los atomos de una molécula.

El espectro se obtiene haciendo pasar radiacion infrarroja a través de una
muestra y determinando la fraccion de dicha radiacion que fue absorbida a una
energia en particular. Las interacciones de la radiacién infrarroja con la materia
pueden ser comprendidas en términos de cambios en los dipolos moleculares
asociados con vibraciones y rotaciones. Estos movimientos denominados modos
normales de vibraciones o modos vibracionales son especificos para diferentes

grupos funcionales [32].
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Debido a que el objetivo principal de cualquier técnica espectroscépica de
absorcion es medir qué tan bien absorbe la luz una muestra a cada longitud de
onda, la manera mas intuitiva de obtener esta informacion es incidiendo un haz
de luz monocromatica a través de la muestra y medir cuanta luz es absorbida

para cada longitud de onda.

' Interferametro

e,

Espejo mévil —™

Divisorde haz

Espejo fijo \ [ Transformada de Fourier ]
—\ )
/ / < detector
( _>
Interferogra ma

muestra

Figura 7. Representacion esquematica del funcionamiento de un espectrofotbmetro de
infrarrojo por transformada de Fourier.

Sin embargo, en la técnica de espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier se hace incidir un haz con luz a diferentes frecuencias y mide la cantidad
de luz absorbida; esto se repite para diferentes combinaciones de frecuencias de
manera que una computadora obtenga la suficiente cantidad de datos para inferir
la absorcion de cada longitud de onda. Para llevar a cabo este proceso se hace
uso de un algoritmo llamado transformada de Fourier, el cual parte de un

interferograma que convierte en el espectro de absorcion del material [32]
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2.7. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

La determinacién de casi cualquier molécula orgénica o bioldgica, asi como de
muchas moléculas inorganicas comienza con la técnica de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN). Este proceso involucra levar a cabo
diferentes experimentos para deducir la estructura molecular basada en las

propiedades magnéticas de los nucleos atomicos [32, 33].

En este experimento, la muestra es sometida a un campo magnético y la sefal
de resonancia magnética nuclear es producida por la excitacion de sus nudcleos.
Como el campo magnético alrededor de un atomo en una molécula cambia la
frecuencia de resonancia de manera Unica y caracteristica para cada compuesto,
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear es utilizado como un método

definitivo de identificar compuestos organicos [33].

Muestra

Transmisar
RF

- B .
Iman 2
Detectar
o ] Impresian
-

UVUI

Controlador
maqgn éticos

| Campo magnético

Figura 8. Representacion esquematica del funcionamiento de un espectrometro de
resonancia magnética nuclear.
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. METODOLOGIA
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3.1. Materiales

Los siguientes reactivos fueron utilizados para la sintesis del bioconjugado de

Acido Oleico y L-Cisteina:

e Acido Oleico (natural, FCC) de Sigma-Aldrich.

e L-Cisteina (grado de alta pureza) de AMRESCO.

¢ N-Hidroxisuccinimida (98 %) de Aldrich.

¢ N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (99 %) de Alfa Aesar.

e Dimetilsulfoxido (ACS) de Merck Schuchardt.

e Hidroxido de Sodio (ACS) y Acido Clorhidrico (36.5% - 38%) de Sigma.

3.2. Preparacion de moléculas anfifilicas

Para la formacién del bioconjugado final se llevé a cabo una sintesis de dos pasos
mediada por Diciclohexilcarbodiimida (DCC) y N-Hidroxisuccinimida (NHS) como
se muestra en la Figura 9. El primer paso corresponde a la formacién de un éster
estable a partir de Acido Oleico mediante el acoplamiento de la carbodiimida con
el grupo carboxilo del acido graso, seguido de su sustitucién por NHS. El segundo

paso corresponde al ataque nucleofilico de la amina primaria de la L-Cisteina.
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Figura 9. Esquema general de la reaccion de conjugacion mediada por carbodiimidas
para la sintesis de moléculas anfifilicas de N-Oleil-L-Cisteina.
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Los ésteres de N-Hidroxisuccinimida formados durante la primera etapa tienen
suficiente estabilidad para permitir una reaccion de dos pasos en la que las
condiciones de la soluciébn pueden ser ajustadas primero para favorecer la
formacidén de ésteres, y posteriormente ser reajustadas para favorecer la reaccion

de amidacion [35].

I 2 ? O-Acil
=ACHIsOoureas
R\(@ HN R‘< HN Intermedia
O—H .0
2= (
R= —

Figura 10. Mecanismo de reaccion de formacién de O-Acilisourea reportado en la
literatura.

3.2.1. Paso 1: Esterificacién del Acido Oleico

Se prepararon 5 ml de una solucién 0.02 M de Acido Oleico, 5 ml de una solucién
0.02 M de Diciclohexilcarbodiimida y 5 ml de una solucion 0.07 M de N-
Hidroxisuccinimida utilizando un solvente aproético polar como dimetilsulfoxido

como medio de reaccion.
Para el primer paso de la sintesis, se mezclaron en 5 ml de solvente, las
soluciones de N-Hidroxisuccinimida y Diciclohexilcarbodiimida recién preparadas.

Debido a la ya conocida inestabilidad de la O-Acilisourea, algunos autores
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sugieren que la disminucion de la temperatura puede aumentar la vida media de
dicha molécula en solucion [35], por lo que la solucién fue sometida a agitacion
magnética en bafio frio a 6° C para evitar la formacién de la N-Oleilurea una vez

que el Acido Oleico sea afiadido.

IO

Figura 11. Formacion del éster de N-Hidroxisuccinimida y de la Diciclohexilurea como
subproducto de reaccion.



Durante este paso, la protonacion del nitrogeno de la carbodiimida facilita la
formacion de la O-Acilisourea debido a que dicha protonacion reduce la densidad
electronica en el carbono central de la carbodiimida, favoreciendo el ataque
nucleofilico del grupo carbonilo como se muestra en la Figura 10.

Tomando en cuenta lo anterior, y considerando que el Acido Oleico tiene un pKa
de 5.02, se agrego la solucion de Acido Oleico y se baj6 el pH a 4 utilizando una
solucion de Acido Clorhidrico 1 M con el fin de fomentar la protonacion necesaria

para la formacion de la O-Oleilisourea intermedia.

En este paso ocurre la precipitacion de la Diciclohexilurea a medida que la N-
Hidroxisuccinimida sustituye el acoplamiento de la carbodiimida como se observa

en la Figura 11.

3.2.2. Paso 2: Amidacion con L-Cisteina

La reaccién del éster de N-Hidroxisuccinimida con una amina es un ejemplo de
ataque nucleofilico, para lo cual es necesario que la amina permanezca
desprotonada. Después de 15 minutos de agitacion, se ajusto la solucion a pH 9
utilizando una solucion de Hidroxido de Sodio 1 M y se agregaron directamente
0.0001 moles de L-Cisteina. La reaccion se dej6é en agitacion por 3 h y
posteriormente fue guardada en un tubo Falcon para dejar precipitar por completo

el subproducto correspondiente a la Diciclohexilurea y a la N-Hidroxisuccinimida.

3.2.3. Separacion de los productos de la Reaccion

Se dejo reposar la mezcla por 24 horas para que el solido se separara por
gravedad, haciendo que este descienda y sea posible la extraccion de la soluciéon

homogénea. Se extrajo dicha solucion utilizando una micropipeta y se coloc6 en
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un tubo Falcon. El precipitado fue sometido a tres ciclos de lavado para su

purificacion y caracterizacion.

Figura 12. Proceso | de separacién del bioconjugado de Acido Oleico y L-Cisteina: (A)
Formacion de gel a pH 12, (B) extraccidn fisica del gel, (C) secado y (D) trituracion de
la muestra.

De la solucion homogénea se tomo6 una muestra de 4 ml a la que se le afiadié 1
ml de una soluciéon 3 M de Hidroxido de Sodio para inducir la formacién de un gel,

el cual se dejé reposar por 24 horas para proceder a su separacion.

Para extraer lo mas posible el DMSO de la muestra, se tomaron dos caminos

distintos. Uno de ellos involucré la separacion mediante una membrana de diélisis
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de 3500 Da por 1 hora, seguida de su secado Y trituracion, como se muestra en
la Figura 13. La segunda via consistio en la extraccion directa del gel utilizando
unas pinzas, seguida de dos lavados, su filtrado y su trituracion mediante un

mortero de dgata como se muestra en la Figura 12.

pHI9.5 + pH12
Decantacién 1h Dialisis Molienda
Filtrado 3500 Da membrana

Figura 13. Proceso Il de separacion del bioconjugado de Acido Oleico y L-Cisteina.

3.3. Meétodos de Caracterizacion

3.3.1. Instrumentacion General

Las mediciones de pH fueron realizadas utilizando un pH-metro digital modelo pH
2700 marca OAKTON. Las soluciones para el andlisis de 'H-RMN fueron

homogenizadas utilizando un sonicador marca Branson modelo CPX2800H.
3.3.2. Inspeccidn Visual

El andlisis de los geles se realizd en primeramente por inspeccion visual. Ademas,
se observd el comportamiento de la luz en los geles utilizando polarizadores

cruzados para revelar el fenomeno de birrefringencia asi como la separacion de

fases.
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Se utilizdé una camara profesional Nikon D3400 y un filtro polarizado para realizar

las fotografias presentes en este trabajo.

3.3.3. Microscopia Optica

Las micrografias Opticas de los geles fueron tomadas utilizando un microscopio
digital modelo VHX-5000 marca Keyence.

Figura 14. Microscopio Optico Keyence VHX-5000

3.3.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear H

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear *H fueron obtenidos con un
espectrometro Bruker Avance 400 a 400 MHz. El polvo seco obtenido tras la
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molienda se caracterizo por espectroscopia FT-IR para confirmar la ausencia de
solvente y fue disuelto en DMSO deuterado a una concentracion de 12 mg/ml

utilizando barfio ultrasénico.

3.3.5. Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier (FT-IR)

Para este trabajo se utilizé un espectrofotometro de infrarrojo marca Thermo
Scientific modelo Nicolet iS50. La muestra fue colocada seca, en el caso del
producto de la sintesis aislado, y en forma de gel, directamente sobre el cristal
en modo ATR (Reflectancia Total Atenuada). El espectro fue medido en un rango

entre 4000 y 500 cm™ (64 escaneos por muestra).

Figura 15. Espectrofotometro Thermo Scientific Nicolet Is50
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3.4. Software

Las graficas de Espectroscopia FT-IR fueron producidas utilizando OriginPro8.
Los espectros de 'H-RMN fueron analizados usando MestReNova v12.0.0
(Mestrelab Research S.L.). Se utiliz6 ChemDrawProfessional v16.0
(Cambridgesoft, Perkin Elmer Informatics) como herramienta de dibujo de las
estructuras quimicas y esquemas de reacciones y Jmol Model Kit v.14.29.22 para

la estructura 3D y la estimacion de la longitud de la molécula.

Decantacion FT-IR
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o .
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. N e o B Filtracion g 5 [
conjugacion 5 8 8
o, < Q .
15) s & Polarizadores
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Pulverizado |—» T
Didlisis Microscopia
Optica

Diagrama 1. Esquema general de la metodologia empleada para la sintesis de la
molécula conjugada
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Caracterizacion del producto de reaccion

4.1.1. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 16 se observa la comparacion entre el espectro FT-IR del &cido
oleico, de la L-Cisteina y el de la molécula sintetizada a partir de la reaccion de

bioconjugacion.

Acido Oleico. A 3005 cm™ se observa una banda agua correspondiente al
estiramiento del enlace C-H adyacente a su insaturacién. De igual manera se
observan dos bandas muy marcadas en 2921 cmy 2852 cm! correspondientes
a los estiramientos asimétricos y simétricos, respectivamente, de la cadena
alquilica CH2. A 1710 cm™ se observa la banda caracteristica del grupo carboxilo

presente en dicho &cido graso que corresponde al estiramiento C=0 del carbonilo.

L-Cisteina. A 3163 cm™ se encuentra la banda representativa del estiramiento N-
H del grupo amino de la molécula. Alrededor de 2536 cm™ se observan las
bandas de las vibraciones caracteristicas del enlace S-H del grupo tiol y a los 635
cm® se puede observar también una banda agua correspondiente al enlace C-S
[24, 36].

Bioconjugado de Acido Oleico y L-Cisteina. A 3320 cm® se observa la primera

diferencia respecto al espectro de acido oleico, la cual corresponde a la vibraciéon
de estiramiento N-H del grupo amida. A su vez, se conservan las bandas de 3005
cm?, 2921 cm?, 2852 cm™ pero aparece una nueva banda en 2580 cm, la cual
se asocia con el estiramiento S-H del grupo tiol presente en la molécula. Se
observa en 1705 cm™ un ligero desplazamiento del grupo carbonilo C=0. En
1624 cm aparece una nueva banda correspondiente a la vibracién del conjunto
denominado amida I, seguida de los estiramientos asimétricos y simétricos del

grupo carboxilato COO" en 1562 cm, 1425 cm™* y 1401 cm! respectivamente.
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Ademas, la banda correspondiente al enlace C-S se observa de forma

pronunciada en 643 cm* indicando una fuerte presencia de este enlace en el
producto formado.
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Figura 16. Espectros FT-IR de Acido Oleico (Azul), L-Cisteina (Rojo) y el producto de
reaccion (Verde).

Tabla 1. Asignacién de bandas de resultados de espectroscopia FT-IR del producto.

Ndamero de Onda (cm) Asignacién Referencia
643 c-S [37]
1573 Amida | [38]
1425y 1401 COO~ simétrico [38]
1624 Amida Il [39, 40]
1705 C=0 [11]
2580 S—H [37, 38]
3320 N—-H [39, 40]
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4.1.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *H

En la Figura 17 se observa el espectro de resonancia magnética de proton del
producto de reaccion disuelto en DMSO-ds. A partir de las sefiales encontradas
se propone la estructura que se muestra en la Figura 18 como correspondiente

al producto de la reaccion de bioconjugacion.

La sefal correspondiente al grupo metilo CHs terminal se encontré a én = 0.85
(H-19), seguido de las sefiales correspondientes a los protones alquilicos CHz de
la cadena de acido oleico dnu= 1.23 (H5-8, H13-18). Los protones del grupo
metileno se encontraron en d1 = 5.32 (H-2 y H-3) y los protones de los carbonos
mas inmediatos a este se encontraron a 6uw =1.98 (H-1 y H-4). La sefal
correspondiente a los protones del grupo tiol -SH se encontré en &1 = 3.16 (H-20,
H-26, H-32) seguida de la sefial de los protones del Ca en &1 = 4.14 (H-22, H-28,
H-34).

Debido a que se utiliz6 DMSO deuterado como solvente para el analisis de
resonancia magnética, no se observd una sustitucion representativa de los
protones del grupo hidroxilo y del grupo amida como suele observarse cuando se
utiliza agua deuterada. Por consiguiente, se encontré la sefial del protén del
grupo hidroxilo en &4 = 11.95 (H-37) y en &n = 6.96-7.22 (H-24, H-30, H-36) se
encontraron las sefiales de los protones correspondientes a los tres grupos

amidas que se encuentran en la molécula sintetizada.
Las senales en &1 = 1.58-1.73 se asocian con los protones alquilicos de los anillos

ciclohexil del producto secundario de la reaccion, la N-acilurea. De igual manera,

se identifica en &1 = 5.59 el protdn del nitrégeno en el grupo urea.
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Figura 17. Espectro *H-RMN del producto de reacciéon usando DMSO-ds como solvente.
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Figura 18. Estructura del producto de reaccion elucidada a partir de los resultados del
andlisis de espectroscopia *H-RMN.

Tabla 2. Asignacién de bandas de espectroscopia de *H-RMN para el producto.

Desplazamiento (ppm) Asignacién

0.85 H-19
1.23 H5-9, H-13-18
1.98 H-1, H-4
3.16 H-20, H-26, H-32
4.14 H-22, H-28, H-34
5.32 H-2, H-3
11.95 H-37

6.96-7.22 H-24, H-30, H-36
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4.2. Autoensamblaje de la molécula anfifilica

4.2.1. Gelificacion

Uno de los principales inconvenientes de la conjugacion de moléculas mediante
el uso de carbodiimidas es la cantidad de subproductos que se obtienen durante
la sintesis, lo cual dificulta la caracterizacion del producto buscado. Por esta
razon se busca aislar, de manera sencilla, el producto principal de la reaccion
aprovechando la tendencia a auto ensamblarse que presentan las moléculas

anfifilicas de naturaleza similar a la sintetizada.

De acuerdo a la estructura elucidada a partir del andlisis de *H-RMN (Figura 18),
la molécula posee tres grupos amida y por lo tanto tres grupos tiol en su

componente polar.

Figura 19. Gelificacién del producto crudo de la bioconjugacién a pH 12.

Se sabe que el grupo amida es capaz de formar puentes de hidrogeno tanto con

otros grupos amida como con agua [42]. A su vez estudios recientes han
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mostrado que la habilidad del grupo tiol S-H de formar puentes de hidrogeno con

el grupo N-H de la amida es tan fuerte como la de la contraparte con oxigeno [43].

Como consiguiente, después de separar por decantacion la Diciclohexilurea, se
afiade agua y se sube el pH a 12 el crudo del producto utilizando hidréxido de
sodio para promover el autoensamblaje de la molécula en una forma mas

facilmente separable como se observa en la Figura 19.

Después de extraer el gel y eliminar el solvente mediante los dos métodos
descritos en la seccion de metodologia, no se observo una diferencia significativa
entre los dos procesos de eliminacion de DMSO. Tras secar y triturar el producto,
se obtuvo un polvo blanco que al disolver en agua en una concentracion de 2.25
mg/ml (pH 9.5) forma un sistema coloidal tomando como evidencia el efecto
Tyndall, como se observa en la primera imagen de la Figura 20. Ademas,
después de subir el pH a 12, se observo la formacion de un gel flotando sobre la

solucién.

De manera comparativa se estudié el comportamiento del producto de reaccion
utilizando DMSO como cosolvente a dos pH distintos. En la Figura 20 se observa
dicho comportamiento. A pH 4 se observa la separacion de una fase que flota
sobre la superficie. A pH 12 se observa la gelificacion del producto de reaccion.

Para entender el efecto del DMSO como cosolvente es conveniente recordar
coémo interactiian las moléculas de agua con moléculas anfifilicas tales como las
sintetizadas en este trabajo. Las moléculas de agua poseen dos protones que les
permiten formar puentes de hidrogeno; tanto entre ellas como con las cabezas

polares de moléculas anfifilicas.
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Figura 20. Solucién del producto de reaccién en agua (A) a pH 9.5, (B) justo después
de subir el pH a 12, (C) 30 minutos después y (D) una hora después.

Por su parte, el dimetilsulféxido es una pequefia molécula anfifilica con el grupo
sulféxido como componente hidrofilico y dos grupos metilos hidrofébicos. Aunque
las moléculas de dimetilsulféxido no tienen protones capaces de replicar el mismo
comportamiento que presentan los protones de las moléculas de agua, su atomo

de oxigeno es capaz de formar puentes de hidrégeno.

Su pequefio tamafio y su naturaleza anfifilica le permiten interactuar con los
diferentes grupos que coexisten en la interfase entre agua y el surfactante.
Algunos autores sugieren que la parte hidrofilica del DMSO interactta con el agua
mediante puentes de hidrogeno, al mismo tiempo que sus grupos metilos
interactdan con las cabezas polares del surfactante por fuerzas de van der Waals

qgue afectan la region interna de la membrana hidrofébica [37—-39].
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Figura 21. Producto de reaccion disuelto en un sistema DMSO-Agua a (A) pH 4 y (B,
C) pH 12.

De esta manera el DMSO ocupa la regién interna de la interfase donde su
caracter dual actia como estabilizador en presencia de las moléculas de agua,
deshidratando parcialmente la regidén polar de la membrana e incrementando la
presencia de agua en las partes mas internas de la interfase [44]. De esta forma
se asocia la formacion de poros de agua estables con la permeabilidad inducida
por las moléculas de DMSO [45].

4.2.2. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

En la Figura 22 se observa el ensanchamiento de la banda caracteristica del
enlace N-H del grupo amida, asi como el desplazamiento de los enlaces S-H del
grupo tiol, del carbonilo C=0 y de la banda amida I. Este comportamiento sugiere
la formacion de puentes de hidrogeno en los geles creados en el sistema DMSO-

agua.
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Figura 22. Espectros FT-IR del xerogel del producto de reaccion (rojo) y gel formado en

el sistema DMSO-agua (verde).

Tabla 3. Diferencias en las bandas de absorcién entre el producto en forma de polvo y
en forma de gel en el sistema DMSO-agua.

Namero de Onda (cm?)

Asignacién
Polvo Gel
Amida | 1573 1561
cC=0 1705 1649
S—H 2580 2468
N—-H 3320 3260
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4.2.3. Microscopia Optica

En la Figura 23 se muestran las fotomicrografias obtenidas de los geles formados
a pH 12. En la micrografia A se observa la aparicion de una fase cristalina en los
geles formados en el sistema DMSO-Agua. En la imagen C se observa mas de

cerca el patron en el que se ordena la molécula en presencia del cosolvente.

En la imagen B se observa el comportamiento fibroso del gel formado usando
Gnicamente agua como medio de gelificacion. En la micrografia D se tiene un
acercamiento del mismo gel, donde se observa un patron similar pero mas
pequefio que el observado en el sistema DMSO-Agua.

Figura 23. Fotomicrografias de los geles formados a partir del bioconjugado final. Geles
formados a pH 12 (Ay C) en un sistema DMSO-agua y (B y D) en agua.
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4.2.4. Polarizadores Cruzados

Al observar los geles a través de polarizadores cruzados se observo el fenomeno
de birrefringencia, indicando la presencia de algun tipo de mesofase liotropica
capaz de desviar la luz. En la Figura 24 se observa que el producto de reaccién
en solucion de DMSO no presenta birrefringencia. Al subir el pH con una solucion
acuosa de hidroxido de sodio, esta presenta fases birrefringentes hacia
tonalidades azules. Ademas, se logra apreciar la formacion de una capa rigida

del material en la superficie.

Figura 24. Fotografias del bioconjugado en una solucién de DMSO (izquierda) y en el
sistema DMSO-agua (derecha) a través de dos polarizadores cruzados.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1.

Conclusiones

Se logro sintetizar un bioconjugado de L-Cisteina y Acido Oleico mediante

una reaccion de acoplamiento asistida por carbodiimidas.

El analisis de Espectroscopia Infrarroja confirmo la formacion de un grupo
amida caracteristico del acoplamiento de los componentes y la ausencia
de puentes disulfuro para las condiciones de sintesis utilizadas.

El estudio de Resonancia Magnética Nuclear de proton confirmé el
acoplamiento de tres unidades de L-Cisteina a la cadena de &cido oleico

y la presencia del subproducto de la reaccion de bioconjugacion.

La caracterizacion por Microscopia Optica y la inspeccion visual de los
geles a través de polarizadores cruzados confirmo6 la formacion de

estructuras anisotrépicas de la molécula sintetizada.
El analisis cualitativo de inspeccion visual revelé que al aumentar la

concentracion del bioconjugado en los sistemas DMSO-Agua, se forman

geles mas mecéanicamente estables.
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5.2.

Recomendaciones

Se sugiere realizar un estudio mas profundo sobre el comportamiento de
la molécula anfifilica en presencia de otros solventes organicos y otros

cosolventes de naturaleza similar al DMSO.

Se recomienda realizar un estudio de conductimetria para definir los

parametros de concentracién micelar critica de la molécula sintetizada.

Se sugiere realizar estudios de dispersion de luz dinamica para medir el

tamafio de particula.

Ademas, se propone realizar estudios de dispersion de rayos X de &ngulo
pequefio para identificar las fases birrefringentes presente en las mezclas
DMSO-agua.

Se sugiere también el uso de otros métodos de separacion para aislar la
molécula sintetizada tales como cromatografia liquida de alta eficiencia

que permitan la estimacion del rendimiento de la reaccion.
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