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INTRODUCCION

Las moléculas de tipo anfifilo poseen la capacidad de formar agregados en solucién acuosa,
lo que es una propiedad de gran interés desde el punto de vista quimico y biologico. Estos
compuestos estan comprendidos por una cabeza hidrofilia y un grupo hidréfobo, que pueden
formar agregados supramoleculares alterando la polaridad e hidrofobicidad del medio en el
que estan inmersos. Esta propiedad hace que los anfifilos sean de especial interés para
diversas aplicaciones, incluyendo las aplicaciones farmacol6gicas como la autoasociacion,
la solubilizacion mejorada de farmacos poco solubles en agua, la encapsulacién, la
liberacion y la citotoxicidad reducida de los farmacos. Por ello, es muy importante conocer la
concentracion de anfillo a la que se forman agregados moleculares, es decir, la
concentracion de agregacion critica (CAC). Entre las técnicas mayormente reportadas para
la determinacion de CAC se encuentran conductividad, voltametria, calorimetria, técnicas de
dispersion, tensién superficial, UV / vis, entre otras.
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Figura 1: Espectro de emision de fluorescencia es el pireno (PYR), que es un
fluorescencia de PYR en solucion compuesto de la familia de los hidrocarburos
acuosa (Aexcitacion=335 nm). policiclicos aromaticos (PAH). EI PYR actua como
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sonda hidréfoba y se utiliza para evaluar cambios en micropolaridad en solucién. Cuando es
irradiado con una luz de longitudes de onda ~335 nm se obtiene un espectro de emision de
fluorescencia que presenta cinco bandas vibronicas caracteristicas (Figura 1), siendo la
primera (l1) la mas sensible a un entorno polar, mientras que la tercera (ls) es la mas
sensible a un entorno mas hidréfobo.

La informacién complementaria brindada por las bandas 1 y 3 del espectro de emision de
fluorescencia acerca de la polaridad e hidrofobicidad del medio resulta dtil para la estimacion
de parametros fisicoquimicos de las moléculas tipo anfifilo. En este sentido, la relacidén entre
la intensidad de las bandas bandas 1 y 3 (l1/Is) permite obtener datos caracteristicos del
comportamiento de agregacion de las moléculas tipo anfifilo debido al cambio del entorno
que generan al formar los agregados moleculares. De esta manera, es posible estimar, por
ejemplo, su concentraciéon de agregacion critica (CAC).

En este trabajo presentamos una nueva metodologia analitica para la determinacién de CAC
de anfifilos de diversa naturaleza (catiénica, aniénica y neutra) en solucién acuosa, basado
en el comportamiento del PYR como sonda fluorescente.

OBJETIVOS

e Desarrollar y optimizar una metodologia analitica basada en espectroscopia de
fluorescencia para la determinacién de CAC de moléculas tipo anfifilo.

e Validar el método desarrollado para asegurar su confiabilidad en términos de
robustez y exactitud.

METODOLOGIA

Para llevar a cabo el ensayo, se procedi6 a preparar una solucion stock de PYR 80 umol/L
en solucion 20 % de metanol. Para las mediciones diarias, se realizd una dilucion de la
solucion stock en agua obteniendo una solucion de PYR de 2 pymol/L. Cabe destacar que a
esta concentracion de PYR no se observa formacidén de excimeros. La solucion de anfifilo se
preparé por disolucién de una masa exacta en agua, obteniendo la concentracién especifica
para cada compuesto evaluado. Los anfifilos analizados en este trabajo fueron C1sTAB
(catiénico), SDBS (anidnico) y Brij-35 (neutro).

Para las mediciones se utiliz6 un espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse Agilent.
Para el desarrollo del experimento, se colocaron 2 ml de la solucién de PYR 2 pmol/L en
cubeta de cuarzo de 1x1-cm de paso éptico. Luego, se realizaron agregados sucesivos de
pequeno volumenes de la solucion de anfifilo concentrada sobre la solucion inicial de PYR y
se registraron los espectros de emisién a cada nivel de concentracion obtenida. Los datos
obtenidos se analizaron y se obtuvieron las graficas de titulacion a fin de obtener parametros
fisicoquimicos del sistema.

RESULTADOS

En soluciones acuosas, a valores de concentracion de anfifilo inferiores a su CAC el PYR se
encuentra en un entorno polar debido a que las moléculas de anfiflo se encuentran
dispersas en solucién. Ante el aumento de la concentracién, el PYR se encuentra en un
entorno mas hidréfobo debido a la inminente formacion del agregado molecular. Por encima
de la CAC, la sonda se encuentra completamente incorporada en la region hidrofoba del
agregado debido a su caracter apolar. Los cambios de polaridad del entorno de la sonda
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generan cambios en la relacion l1/ls que pueden ser facilmente observables en las graficas
de li/I3 vs. concentracion de anfifilo. Estas graficas muestran un comportamiento sigmoideo
tipico, cuyo punto de inflexiéon se utiliza como estimador de la CAC.

A continuacidbn se muestran los espectros de emision del PYR obtenidos a distintas
concentraciones de anfifilo, como asi también, las curvas de lils vs. concentracién de anfililo

para los distintos casos.
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Figura 3: Espectros de emision de
fluorescencia de PYR ante el aumento de la
concentracion de C16TAB

Titulacion SDBS (anidnico)
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Figura 5: Espectros de emision de
fluorescencia de PYR ante el aumento de la
concentracion de SDBS

Titulacion BRIJ (neutro)
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Figura 7: Espectros de emision de
fluorescencia de PYR ante el aumento de la
concentracion de Brij 35
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Figura 4: Valores de I1/Is en funcién de la
concentracién de C16TAB (cuadrados negros) y
curva de Boltzmann ajustada (linea roja)
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Figura 6: Valores de l1/Is en funcién de la
concentracién de SDBS (cuadrados negros) y
curva de Boltzmann ajustada (linea roja)
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Figura 8: Valores de l1/Is en funcién de la
concentracién de Brij-35 (cuadrados negros) y
curva de Boltzmann ajustada (linea roja)
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Para la determinacion de la CAC, se utilizd la ecuacion sigmoidea de Boltzmann para
modelar la relacién ls/l1 en funciéon de la concentracién de anfifilo. A partir de la gréfica, se
obtuvieron dos valores de CAC: uno correspondiente al punto de inflexion (Xo) y otra en (Xo+
2 AX), siendo AX un pardmetro que relacionado con el rango de la variable independiente
donde ocurre el cambio abrupto de la variable dependiente. Para la seleccion del valor de
CAC mas adecuado, se utilizo la relacién Xo/ AX segun el siguiente criterio:

e (Xof AX) <10 = CAC = Xo;

o (Xof AX) <10 = CAC = Xo+2AX;

De los valores brindados por las graficas correspondientes a cada anfifilo se pudieron
obtener las CAC, las que se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: valores de CAC obtenidos utilizando el método desarrollado y los reportados en bibliografia

Anfifilo CAC experimental (mmol/L) CAC reportado (mmol/L)

CTAB 0,80-0,83 0,80-1,20

SDBS 0,91-1,08 1,00-1,50

Brij 35 0,11-0,13 0,09- 0,11
CONCLUSIONES

El método desarrollado se presenta como un método analitico sencillo, robusto y eficiente
para la determinaciéon de CAC de anfililos de distinta naturaleza que puede ser utilizado
como método alternativo a los utilizados como referencia. Los resultados obtenidos son
comparables con los reportados en la bibliografia, demostrando la aplicabilidad del método a
sistemas anfifilicos de diversa naturaleza.

Como perspectiva futura, se prevé utilizar este método para la determinacién de CAC de
sistemas anfifilicos mas complejos del tipo gemini en medio acuoso de diversa composicién
para su posterior evaluacion como transportador selectivo de sustancia de interés bioldgico.
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