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. RESUMEN

La funcionalizacién de nanotubos de carbono (NTC) se basa en la modificacion de
la estructura ya sea por medio de interacciones covalentes y no covalentes
incluyendo ocasionalmente el llenado de la cavidad de los NTC. Las reacciones de
amidacion en NTC han sido ampliamente usadas ya que ofrecen alta estabilidad al
complejo formado. Sin embargo, estas reacciones no son favorecidas
termodinamicamente por lo que es necesario el uso de activadores como las
carbodiimidas. En este trabajo se propone el estudio de otras carbodiimidas
existentes asi como el uso de nuevos activadores como ligasas C-N ya que estas
actian como catalizadores naturales. Ademas se propone el uso del anhidrido
propilfosfonico (T3P), el cual es utilizado en la sintesis de péptidos al igual que las
carbodiimidas, sin embargo, el T3P presenta mayores ventajas en comparacion
con las carbodiimidas, al ser un reactivo verde ya que no es toxico, no alergénico y
no sensible, ademés el subproducto se obtiene en forma de sal y completamente
soluble en agua. La propuesta de trabajo consiste en un estudio tedrico, el cual se
llevé a cabo empleando Gaussian 09 con un visualizador grafico Gauss View 5.0.
Se utiliz6 DFT con el funcional B3LYP y el conjunto de base 6-31G (d). Se
obtuvieron energias de formacién de las reacciones de amidacién utilizando las
diferentes carbodiimidas, T3P, NTC, arginina y un péptido (estructura conservada
de Lectina). Por otra parte se usO el programa AutoDock para identificar los
acoplamientos tanto del NTC como del péptido propuestos con diferentes enzimas
de tipo ligasa C-N. La parte experimental se llevd a cabo después de obtener los
resultados tedricos. Se realizd la sintesis y purificacion NTC y los activadores
empleados para las reacciones de amidacion fueron: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida) (EDC)-(CD4) y N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)-(CD8) y el
anhidrido propilfosfonico (T3P), ademas del uso de arginina como molécula de
interés bioldgico. Los resultados tedricos encontrados muestran que las diferentes
carbodiimidas son buenos candidatos como activadores para llevar a cabo la
reaccion de amidacién, sin embargo, las reacciones de amidaciéon donde se utiliza
el activador T3P son reacciones no espontaneas, por lo que sera necesario
administrales energia. La enzima se adsorberad sobre la superficie del NTC,
mientras que el péptido propuesto no tiene afinidad de unirse a las enzimas. Los
resultados experimentales muestran que todas las reacciones de amidacion se
llevaron a cabo, sin embargo, para la reaccion donde interviene el T3P como
activador presenta el mayor porcentaje de nitrégeno, lo que la hace la reaccién
mas eficiente.
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. ABSTRACT

Functionalization of carbon nanotubes (NTC) is based on the modification of the
structure either by means of covalent and non-covalent interactions, occasionally
including filling of the cavity of the NTC. The NTC amidation reactions have been
widely used since they offer high stability to the complex formed. However, these
reactions are not favored thermodynamically, so the use of activators such as
carbodiimides is necessary. In this work we propose the study of other existing
carbodiimides as well as the use of new activators as C-N ligases as these act as
natural catalysts. In addition, the use of propylphosphonic anhydride (T3P), which
is used in the synthesis of peptides as well as carbodiimides, is proposed,
however, T3P presents greater advantages compared to carbodiimides, being a
green reagent since it is not toxic, non-allergenic and non-sensitive, in addition the
by-product is obtained in the form of salt and completely soluble in water. The work
proposal consists of a theoretical study, which was carried out using Gaussian 09
with a Gauss View 5.0 graphical viewer. We used DFT with the functional B3LYP
and the base set 6-31G (d). Formation energies of the amidation reactions were
obtained using the different carbodiimides, T3P, NTC, arginine and a peptide
(Lectin conserved structure). On the other hand the AutoDock program was used
to identify the couplings of both the proposed NTC and the peptide with different
enzymes of the ligase type. The experimental part was carried out after obtaining
the theoretical results. NTC synthesis and purification were performed and the
activators used for the amidation reactions were: 1l-ethyl-3- (3-
dimethylaminopropyl)  carbodiimide) (EDC) - (CD4) and N, N'-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) - (CD8) and propylphosphonic anhydride (T3P), in
addition to the use of arginine as a molecule of biological interest. The theoretical
results found show that the different carbodiimides are good candidates as
activators to carry out the amidation reaction, however, the amidation reactions
where the T3P activator is used are non-spontaneous reactions, so it will be
necessary to administer energy. The enzyme will adsorb on the surface of the
NTC, whereas the proposed peptide has no affinity for binding to the enzymes. The
experimental results show that all the amidation reactions were carried out,
however, for the reaction where T3P as the activator has the highest percentage of
nitrogen, which makes the reaction more efficient.
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lIl. INTRODUCCION

Los nanotubos de carbono desde su descubrimiento han despertado un gran
interés en la comunidad cientifica dadas las excepcionales caracteristicas
mecénicas, térmicas y eléctricas’, o que los hace excelentes candidatos para una
gran gama de aplicaciones. Sin embargo, los NTC pristinos no se disuelven en la
mayoria de los solventes por lo cual es necesario recurrir a la funcionalizacion.

La funcionalizacion se basa en la modificacion de la estructura ya sea por medio
de interacciones covalentes y no covalentes, estas interacciones dependeran de
las caracteristicas de la molécula a unir al nanotubo. Se ha visto que existen
moléculas que dada su naturaleza pueden interactuar ya sea por enlaces
covalentes o no covalentes?.

Los NTC funcionalizados han sido utilizados para el diagnéstico y analisis tanto in
vivo como in vitro®, asi como para el transporte de moléculas de interés bilogico
logrando destruir células cancerosas o infectadas por virus* mejorando la eficacia®
y la reduccién de efectos secundarios de los farmacos anticancerigenos.

Son usados como antimicrobianos ya que estos logran atravesar la membrana
bacteriana y causar citotoxicidad, se ha observado que el didmetro de los NTC es
un factor importante para alcanzar este objetivo. Entre los organismos estudiados
se encuentran la E. coli®, que a su vez ha sido probada en el desarrollo de filtros
que contienen NTC para su inactivacion, un filtro electroquimico con una
combinacién de NTC y la incorporacién de nanoparticulas de plata y cobre sobre
la superficie del NTC8. Asimismo otros organismos han sido estudiados ejemplo
de esto es Staphylococus® y S. aureus™.

La generacién de nanovacunas a través de la entrega de vectores con el uso de
NTC como la poliamidoamina ha logrado generar menor toxicidad en lineas
celulares como COs-7 y Hela, que si se administra cada uno por separado*. Se
ha observado que la adaptaciéon de las propiedades fisicas en la administracion de
vacunas a base de NTC pueden aumentar la eficacia con la induccion de células T
y generar una potente respuesta inmune contra enfermedades infecciosas o
cancer ',

La inmovilizacion de proteinas y enzimas para generar biosensores y detectar
ciertos metabolitos ,como la glucosa oxidasa™® ha resultado de gran utilidad ya que
los NTC presentan afinidad natural por estas a través de interacciones
hidrofébicas o electrostaticas'®. Conjuntamente otros biosensores han sido
desarrollados utilizando ADN™.
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La funcionalizacion de NTC por enlace covalente puede ser llevada a cabo por
diferentes tipos de reacciones como son cicloadicién, ataque nucleofilico, ataque
electrofilico, ozonolisis, entre otros. Para esta investigacion se ha elegido las
reacciones de amidacion ya que es de interés el acarreo de moléculas biologicas,
las cuales comunmente contienen en su estructura grupos amino. EI NTC al ser
sometido a tratamiento de oxidacion contiene en las puntas y paredes grupos
carboxilos, por lo cual se reunen las caracteristicas necesarias para que la
reaccion pueda llevarse a cabo, sin embargo, se sabe que estas reacciones son
procesos endergonicos y es necesario administrarles energia, es por ello que se
recurre al uso de activadores que faciliten la reaccion.

Dentro de los activadores usados se encuentran las carbodiimidas, estas
moléculas han sido ampliamente usadas por la comunidad cientifica ya que se
reporta un vasto numero de publicaciones en las cuales emplean este activador
para la funcionalizacién de NTC. Fueron introducidas en 1955 por Sheehan y Hess
y se caracterizan por tener dos enlaces carbono nitrégeno. La funcién de las
carbodiimidas es activar acidos carboxilicos para formar especies reactivas como
la O-acilsourea el cual es un intermediario de la reaccion. Esto es debido a que el
oxigeno esta cargado negativamente y actla como un nucleofilo, atacando el
atomo de carbono central de la carbodiimida, uniéndose temporalmente al ion
carboxilato y formando un éster, causando asi un atague nucleofilico més efectivo
por el grupo amino. Las carbodiimidas tiene como ventaja el producir baja
toxicidad porque no se encuentran incorporadas al producto final.

Aunque hay diversas carbodiimidas desarrolladas las més comunes son
principalmente  tres, la N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCQ), N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC)
obtenida frecuentemente como su clorohidrato. La carbodiimida que se usa
generalmente es la EDC. En estudios realizados donde interviene este activador
se ha logrado realizar enlaces de tipo amida entre el NTC como diversas
moléculas como streptavidin para terapia contra cancer'®, enzimas como la
acetilcolinesterasa’’, la cual también fue trabajada por Cabral et al. en 2013
utilizando la misma metodologia de funcionalizacion'®, la hidrolasa BphD™, solo
por mencionar algunas asi como el uso de aminoacidos como la arginina para la
generacion de un sensor®® '°. Sin embargo, se pueden generar reacciones

laterales que son evitadas usando la N-Hidroxisuccinimida (NHS) y también para
aumentar el rendimiento de la reaccién. A pesar de que se evita comunmente el
uso de la DCC, debido a que es un sélido ceroso, un potente alergénico y es dificil
eliminar trazas de este, existen varias publicaciones donde se utiliza dando
buenos resultados en el proceso de funcionalizacién®.
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Por otra parte, también se han desarrollado otros activadores como el T3P que es
un anhidrido ciclico altamente reactivo que se utiliza para acoplamientos. Este
reactivo ofrece grandes ventajas ya que es facil de usar, presenta baja
epimerizacion en las reacciones con un alto grado de pureza en los productos,
ademas de altos rendimientos. Debido a sus propiedades no es necesario
implementar reactivos como el HOAt o HOBt que es explosivo, para que se lleve a
cabo la reaccion. El T3P es un reactivo verde ya que no es toxico, no alergénico y
no sensible, ademas el subproducto se obtiene en forma de sal. No es peligroso y
completamente soluble en agua. Estas sales son removidas rdpidamente por
lavados al término de la reaccion. Este reactivo se encuentra disponible en una
gran variedad de solventes como: acetato de etilo, acetato de butilo, THF, 2-
MeTHF, tolueno, N,N-dimetilformidamide, clorobenceno, cloruro de metileno,
acetonitrilo, etc.

El T3P ofrece mayores ventajas en comparacion con las carbodiimidas que son
dificiles de purifcar con bajos rendimientos, y alta epimerizacion que es controlada
con reactivos como el HOBt , ademas presentan una alta toxicidad, sim embargo
frente al T3P presenta un menor costo de adquisicion.

En un estudio realizado en 2012 por Madhu et al donde se emplea T3P para la
sintesis de péptidos se analizaron rendimientos empleando diferentes solventes
tal como: DCM, EtOAc, THF y CH3CN. Los resultados que se obtuvieron
mostraron que los mejores rendimiento se lograron utilizando CH3CN ademas de
un menor tiempo de reaccién en comparacion con los demas solventes ?%. En otro
estudio desarrollado por Sharnabai et al., para la sintesis de péptidos, con DBU y
CH3CN el mejor rendimiento que se alcanzo fue de 97% en un tiempo menor de
30 minutos®®. Sin embargo, en un estudio realizado en 2010 por Burnham?* se
encontré que al llevar a cabo la amidacién entre una amina Behera y un acido Z-
caproico las carbodiimidas frente al T3P ofrece mayores rendimientos del orden de
92% contra rendimientos del 10-21 % variando las condiciones de reaccion. Al
parecer no en todas las reacciones el uso de T3P ofrece los mejores rendimientos,
por lo que se analizara la reaccion con este reactivo para definir si es factible que
se lleve a cabo la amidacion entre un nanotubo de carbono, un péptido de Lectina
(estructura conservada) y arginina. Hasta el momento no se ha encontrado algun
reporte donde se lleve a cabo la funcionalizacion de nanotubos de carbono con
este reactivo.
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3.1 Justificacién

Los NTC han sido funcionalizados a través de diversas enzimas por medio de
enlaces covalente utilizando un catalizador para que se lleve a cabo la reaccion,
sin embargo, no es de nuestro conocimiento que existan reportes donde se utilicen
estas como catalizadores en la funcionalizacion de NTC, es por ello que se
propone su uso ya que funcionan disminuyendo la energia de activacion de una
reaccion, de forma que se acelera sustancialmente la tasa de reaccion. Las
enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en que intervienen, ni
modifican, por lo tanto, el equilibrio de la reaccion, pero consiguen acelerar el
proceso incluso millones de veces. Una reaccion que se produce bajo el control de
una enzima, o de un catalizador en general, alcanza el equilibrio mucho méas de
prisa que la correspondiente reaccidbn no catalizada. Al igual que con otros
catalizadores, las enzimas no son consumidas por las reacciones que catalizan, ni
alteran su equilibrio quimico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros
catalizadores por ser mas especificas.

Es necesario encontrar mejores métodos de funcionalizaciéon de nanotubos de
carbono mediante la introduccion de nuevos reactivos capaces de llevar a cabo
una interaccion entre un nanotubo de carbono y moléculas con actividad
biolégicas. Los métodos de modelado molecular y quimica computacional proveen
una importante aplicacion para minimizar el uso de reactivos de forma
experimental obteniendo una aproximacioén de las reacciones que pueden darse
de forma espontanea, asi como generar nuevos caminos para una
funcionalizacion mas eficiente.
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3.3 Hipotesis

La funcionalizacion de nanotubos de carbono con moléculas biologicas puede ser
generada utilizando diferentes activadores para llevar a cabo reacciones de
amidacion.

3.4 Objetivo general

Determinar mediante quimica computacional energias de reaccion dando una
aproximacion de las reacciones que pueden darse de forma espontdnea entre
nanotubos de carbono con moléculas biologicas y validar la informacion obtenida
desarrollando la parte experimental.

3.5 Objetivos particulares

v Examinar de forma teérica propiedades de reactividad de diferentes
carbodiimidas empleadas como activadores.

v' Determinar energia de reaccion tedrica empleando diferentes
carbodiimidas, el anhidrido propilfosfonico (T3P) y ligasas especificas para
la funcionalizacion de nanotubos de carbono.

v' Evaluar experimentalmente las reacciones de amidacién tomando como
base los datos tedricos.



IV. MARCO TEORICO

4.1 Modelado molecular

Se basa en métodos tedricos y técnicas computacionales para describir a nivel
atomico los sistemas moleculares que van desde atomos individuales hasta
sistemas mas complejos; modelando, imitando y prediciendo su comportamiento.

Los métodos de modelado molecular son usados para investigar estructura,
dindmica y termodinamica de sistemas inorganicos, biolégicos y poliméricos.
Utilizando un amplio rango de campos como: termodindmica, mecanica clésica,
mecanica estadistica, mecénica cuantica, fisica matemética y ciencia de
materiales, ayudandose del uso de computadoras para construir las estructuras.®

4.2 Quimica computacional

La quimica computacional esta orientada al desarrollo y entendimiento de la
quimica, se vale de computadoras y programas especificos para resolver
problemas quimicos de manera tedrica. Sus resultados normalmente
complementan la informacion obtenida en experimentos quimicos, sin embargo,
ha sido también de gran utilidad para trabajar en la modelaciébn de nuevas
moléculas que hasta la fecha son totalmente desconocidas. También se pueden
explorar mecanismo de reaccion que no son faciles de visualizar mediante
experimentos, asi como equiparar correspondencias entre estructuras quimicas y
propiedades, disefio de moléculas que interactien de forma especifica con otras
moléculas, encontrar puntos de ensilladura sobre la superficie de energia
potencial, etc. Se requiere conocer la estructura de las moléculas a analizar,
ademas si se cuentan con datos experimentales como: distancia de enlace,
angulos, UV, IR, etc.?®, se pueden obtener mejores aproximaciones. Entre las
propiedades que se pueden calcular estan la energia absoluta y relativa, dipolo
eléctrico y momentos multipolares superiores, frecuencias vibratorias, reactividad
u otras. Los métodos empleados son variados y el tiempo de célculo dependera
del tamafo del sistema estudiado, es decir, a mayor nimero de atomos mayor
tiempo de célculo. Estos métodos se basan en teorias que van desde la alta
precision, apropiadas para sistemas pequefios, a las buenas aproximaciones
apropiadas para sistemas mas grandes?®’.

La principal ventaja de hacer un estudio tedrico es que no se generan desechos,
por lo cual no se hace uso indiscriminado de materias primas no renovables, asi
como empleo de material peligroso, ahorrdndose millones de doélares en
investigacién y creacion de nuevos productos, problemas que antes tardaban 10
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afos en resolverse se han reducido considerablemente en tiempo , es por ello que
industrias como la farmacéutica, alimentos, polimeros, materiales entre otras
cuentan con laboratorios de modelado molecular.

Los métodos empleados se crean a partir de la combinacion de principios
matematicos con las leyes fundamentales de la fisica. Los métodos
computacionales  desarrollados abarcan dos areas: Mecanica molecular y
mecanica cuantica.

4.2.1 Mecanica molecular

Tiene como base las leyes de la fisica clasica para predecir la estructura y
propiedades de las moléculas, donde los atomos estan unidos por enlaces que
se pueden comparar con resortes?®. Sin embargo, los métodos fundamentados en
ella presentan la gran desventaja de no tratar el comportamiento electrénico®® por
lo cual estos métodos no son tan exactos como Hartree-Fock o DFT. Es usada
para predecir geometrias en equilibrio y energias de sistemas de hasta 10,000
atomos.

4.2.1.1 Acoplamiento molecular

Es un método que predice si un ligando (molécula pequefia) podra unirse a una
macromolécula (generalmente proteinas) para formar un complejo estable (Figura
1), encontrando el minimo global en la energia de interaccion entre las moléculas
explorando todos los grados de libertad disponibles (DOF) por sus siglas en inglés
(degree of freedom) para el sistema, valiéndose de campos de fuerza. La
informacién obtenida da como resultado la conformacién mas estable definiendo la
afinidad de enlace entre las dos moléculas. El acoplamiento molecular puede ser
visto como la optimizacion de un mecanismo, donde el ligando y la macromolécula
ajustan su disposicién para lograr la mejor y mas estable conformacién. Se basa
en algoritmos que definen todas las conformaciones y orientaciones posibles que
pueden haber en el conjunto macromolécula-ligando, tomando en cuenta 0 no la
flexibilidad del ligando, asi como de la macromolécula. Existen diferentes
programas para realizar acoplamientos como Affinity, FlexX, Fred, Gold, Surflex,
Glide, AutoDock, entre otros. Sin embargo, para esta investigacion se utilizo el
programa Autodock?®® por ser de libre acceso y se describe a continuacion:
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AUTODOCK combina dos métodos para lograrlo: evaluacion rapida de energia
basada en grid y una eficiente busqueda de la libertad torsional. Generalmente se
utiliza el algoritmo genético de Lamarck (método de busqueda dirigida basado en
probabilidad, dice que los cambios medioambientales a lo largo de toda la vida de
los organismos causan cambios estructurales que son transmitidos a la
descendencia) y la funcion de energia libre empirica.

Utiliza un campo de fuerza para evaluar conformaciones durante simulaciones de
acoplamiento. EI campo de fuerza se parametriza, mediante un gran nimero de
complejos de proteina-inhibidor para el que tanto la estructura como constantes de
inhibicién o Ki, son conocidos. El proceso se evalla en dos pasos, el ligando y la
proteina se inician en una conformacion no unida. En el primer paso, la energia
intermolecular se estima para la transicién desde estos estados no ligados a la
conformacion del ligando y proteina en el estado vinculado. El segundo paso, se
evalla la energia intermolecular al combinar el ligando y la proteina en su
conformacién unida. Se incluyen evaluaciones de dispersion/repulsion, puentes
hidrogeno, electrostéatica y desolvatacion.

Figura 1 Ligando uniéndose a sitio de interés.
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4.2.2 Mecénica cuantica

Dado que la mecéanica clasica no puede describir de forma correcta la distribucion
y comportamiento de los electrones en las moléculas, se recurre a la mecéanica
cuantica en donde se busca resolver la ecuacion de Schrédinger para un sistema
molecular, sin embargo, es imposible resolver de forma exacta esta ecuacion para
un sistema molecular y se deben buscar soluciones aproximadas. Se quiere
comprender mejor la estructura y sus propiedades basado en la densidad
electronica. Para ellos se han desarrollado diferentes métodos como:
semiempiricos, ab initio y teorfa de los funcionales de la densidad (DFT)*.

4.2.2.1 Métodos de Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT)

Las contribuciones de Pierre Hohenberg, Walter Khon y Lu Sham establecieron el
formalismo tedrico en el que se basa el método usado actualmente. Se aplican a
sistemas electrénicos cuantificando la densidad electronica total para definir la
energia total. Es uno de los métodos mas utilizados en los calculos cuanticos de la
estructura electronica de la materia, tanto en la fisica de la materia condensada
como en la quimica cuantica, por ello se pueden calcular sistemas complejos y
representan una alternativa a la teoria de HF, o incluso para métodos post-HF mas
tradicionales. Ejemplos de estos son: Funcionales locales o de densidad local
(LDA) como SVWN, funcionales de gradiente corregido (GGA) como LYP®! y B-
LYP, funcionales hibridos como B3P86, B3LYP* y PBE1PBE>, funcionales de
intercambio meta-GGA como el MO5 y M0O6L>*, asi como funcionales Hiper —GGA
como M06 y M06-2X*

4.2.2.2 Conjunto base

Conjunto de funciones basicas que presentan matematicamente la forma de los
orbitales dentro de una molécula, y confinan a los electrones a una region
especifica del espacio, a partir de los cuales se calcula la energia de una molécula
empleando la funcion de onda. Existen funciones de base que son empleadas
para representar los orbitales: orbitales tipo Slater (ST0)%, orbitales de tipo
Gaussianos (GT0)**® y orbitales de tipo Gaussianos con funciones contraidas
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(CGTO). También existen bases extendidas denominadas polarizadas que
introducen funciones representativas de orbitales que no se encuentran ocupados
en el estado fundamental del atomo, y las difusas que incrementan grandemente
el tamafio de orbitales S y P, estas son Utiles para sistemas de electrones muy
alejados del nucleo, electrones solos, aniones, estados excitados y para bajos
potenciales de ionizacion®**.

4.2.3 Optimizacién

Energis

Potencial i

S Punto de sila
i

o Minieno Loca)
Mnimo Global

Figura 2 Superficie de energia potencial.

La optimizacién de geometria se basa en algoritmos que calculan el gradiente de
energia, cuando se consiguen minimos de energia en la superficie de energia
potencial (gradiente de energia igual a cero) el calculo converge, y se obtiene un
estructura en equilibrio de un sistema molecular (Figura 2).

4.2.4 Frecuencia

La frecuencia considera el hecho de que los nucleos se mueven constantemente,
por lo que se generan vibraciones que se pueden traducir en espectros
caracteristicos como son: IR y Raman. Considera la segunda derivada de la
energia con respecto a las coordenadas de la estructura optimizada.

4.2.5 Propiedades de reactividad

Los conceptos de reactividad quimica tedrica se han desarrollado bajo el marco
conceptual de DFT, basados en la densidad electronica de los sistemas. La
reactividad quimica es determinada por la estructura de la molécula definiendo la
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forma como los atomos se enlazan mutuamente. Existen diferentes propiedades
que podemos determinar por medio de calculos de energia. En la Tabla 1 se
presenta un resumen de los mismos.

Tabla 1

Descriptores de reactividad global y local

funcionales de la densidad (DFT).

derivados de los métodos de

Definicién Ecuacion Descripcién Referencia
Potencial de ionizacion Donde E(N-1) es la | Lewars,2003
Mide la energia requerida energia en el |®
para remover un electrén I=EN-1)— E(N) estado cationico vy
del &tomo E(N) es la energia

en el estado neutro
Afinidad electrdnica Donde E(N) es la | Lewars,2003
Mide la energia liberada energia en estado |
cuando un atomo en su A=EN)— E(N+1) neutro y E(N+1) es
estado neutro  (menor la energia en el
energia) capta un electron estado anionico
y forma un anién
Potencial quimico X es la | Parret
Mide la tendencia del o u+4 electronegatividad. | al.,1978*
electrén a escapar del H="x= 2 Se define por la
sistema en equilibrio suma de potencial

de ionizacion vy

afinidad electrénica

dividido entre dos
Dureza quimica Diferencia del | Parr &
Mide la Resistencia de una n=I1—-A4A potencial de | Perason,198
molécula a la transferencia ionizacién y | 3%
de carga intramolecular afinidad electrénica | *
Blandura Es el reciproco de | Parr &
Mide que tan propenso es G 1 la dureza Yang, 1989
un sistema a reaccionar n Chatarraj et

al. 2004%

indice de electrofilicidad Estd definido en | Parretal.,
Mide la energia de términos del | 1999
estabilizacion cuando un ur (I+A)? cuadrado del
sistema obtiene una ©= 2n ~3 (I-4) potencial quimico
transferencia de carga entre la dureza
adicional (saturacion con guimica

electrones) del medio
externo
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Poder electrodonador Esta definido en | Gazquez et
Mide la capacidad de un _ (BI+A)? términos del | al., 2007 ¥
sistema quimico a donar 16 (I-4) potencial de | Gazquez,200
una pequefia cantidad de ionizacion y |8 %
carga afinidad electronica
Poder eletroaceptor Esta definido en | Gazquez et
Mide la capacidad de un ., (I1+34) términos del | al., 2007*
sistema quimico a aceptar T 16(1-A) potencial de | Gazquez,200
una pequefia cantidad de ionizacion y | 8%
carga afinidad electrénica
Electrofilicidad neta Suma del poder | Chatarraj
Mide la electrofilicidad Awt = ot + 0 electrodonador  y | 2009*
relativa poder

electroaceptor
Funciones condensadas Ataque nucleofilico p densidad | Parr Yang,
de Fukui electronica N es el | 1984 Parr
Estas funciones miden el ) = pyer () — py (1) ndmero de | Yang,1989*

cambio de potencial
quimico de un sistema
debido al cambio en el
numero de electrones en la
molécula y por lo tanto
determina la reactividad de
cada atomo en la molécula

Ataque electrofilico

fm@) =py(r)— py-1 ()

Ataque por radical

fo(r) = py+1 () — py-1 (1)

electrones en el
punto r

Descriptor Dual Esta definida por la | Morell et al.
descriptor diferencia entre las | **
Funcién de Fukui de P @ =fre) - @) funciones de Fukui

Segundo orden que define del ataque
simultaneamente las nuclefilico y

regiones nucleofilicas y electrofilico

electrofilicas en la

molécula

Hiperblandura local Descriptor Dual | Geerlings et
Reactividad de  sitios @) = £,P () * 52 multiplicado por el | al., 2003%

locales

cuadrado de la
blandura

14




Gz

4.2.6 Energia de reaccion

En toda reaccion quimica se absorbe o desprende energia, en reacciones
exotérmicas los enlaces que se rompen tiene mayor energia que los enlaces que
se forman y se caracterizan por presentan signos negativos, por el contario en las
reacciones endotérmicas o endergdnicas la energia de los enlaces que se forman
es mayor gue los que se rompen caracterizdndose por presentar signo positivo por
lo cual es necesario administrarles energia para que puedan llevarse a cabo. De
forma tedrica esta energia se reaccion se calcula a partir de la diferencia de
energias de formacion de los reactivos y productos.

4.3 Nanotubos de carbono

4.3.1 Generalidades

Los NTC son pertenecientes a la familia alotrépica del carbono, los otros
miembros son el grafito, diamante, fullerenos y grafeno. Los NTC consisten
exclusivamente de atomos de carbono, estos atomos de carbono se encuentran
unidos entre si formando una serie de anillos de benceno con hibridacién sp?
formando tubos moleculares de tamafio nanométrico, es decir, millonésimas de
milimetro y con longitudes de varios micrometros. Basado en el numero de capas
los NTC estan clasificados en dos tipos: como nanotubos de pared simple
(SWCNT)*® por tener una mono capa de grafito (grafeno) y de pared mdltiple
(MWCNT)* por contar con dos o mas capas (Figura 3). Generalmente se
encentran rematados en sus extremos por semiesferas de fullerenos.

2-100 nm

Figura 3 NTC de pared simple y de pared multiple.>
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Dependiendo de la relacion angular entre el eje del tubo y los vectores unitarios de
la red cristalina. La forma se define de acuerdo a los indices de Hamada, se
obtienen dos componentes (n, m) y la relacion entre n y m indica la quiralidad del
NTC (Figura 4). Cuanto mayor sean n y m mas grande seran los diametros de los
NTC. A partir de la sintesis se pueden obtener tubos de tipo zigzag (n, 0), silla (n,
n) y quiral (n, m)®®.

(n,0) n1gzag

LA = ptpta,

S~ ) i armchair zigzag chiral

Figura 4 NTC con diferente quiralidad.”’

4.3.2 Sintesis de nanotubos de carbono

Los métodos de sintesis tradicionales; descarga por arco eléctrico®, Ablacion
laser >° y deposicién quimica en fase vapor ® se han enfrentado a la problematica
de obtener una mezcla de NTC con diferentes longitudes, muchos defectos en la
estructura y variedad de torsiones. Se ha estado en continua investigacion para el
desarrollo de nuevos métodos de sintesis y modificacion de los ya existentes que
permitan obtener NTC con mejores caracteristicas, obteniendo a su vez un menor
contenido de impurezas como son restos de catalizador y carb6n amorfo. Los
métodos de sintesis requieren una fuente de carbono, catalizador y la energia
necesaria para liberar a los &tomos para que posteriormente se recombinen. En
un estudio realizado por Bhatia & Prasad en 2010% se llevé a cabo la sintesis de
NTC utilizando solo ferroceno como fuente de carbono y catalizador. Incluso se
han hecho esfuerzos por sintetizar NTC en ausencia de catalizadores metalicos.®?
Se ha observado que la sintesis de NTC se ve favorecida usando concentraciones
bajas de carbono.®®

Por otra parte, para llevar a cabo la sintesis catalitica se han apoyado en el uso de
sustratos como silica alimina y sobre zeolitas. Otro método desarrollado es el
llamado HiPCO, que consiste en la descomposicion de mondxido de carbono en
altas presiones y altas temperaturas. Se han desarrollado variantes de los
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métodos ya existentes como por ejemplo el método de sintesis de flama el cual es
una modificacion del método tradicional CVD, donde se utiliza combustibles como
fuente de carbono en forma de aerosol.®*

4.3.3 Purificacién de nanotubos de carbono

Los NTC al ser sintetizados contienen restos de catalizador y carbén amorfo sobre
su superficie, estas particulas indeseables pueden ser eliminada siguiendo
diferentes estrategias que a veces conlleva el uso de mas de un paso®® ® ©7 686970
172 Existen numerosas investigaciones que abordan el tema de la purificacion de
NTC antes de la funcionalizacién, empleando diferentes métodos como son:

oxidacion, centrifugacion, tratamiento térmico entre otros, '3 74 72 76 77 78 2179 80-81

4.4.4 Funcionalizacion de nanotubos de carbono

La funcionalizacion de NTC se define como la unién de diferentes especies
quimicas a la superficie y extremos del NTC, ya sea por una funcionalizacion de
tipo no covalente o covalente la cual modifica las propiedades intrinsecas del NTC,
ademas, incluyendo ocasionalmente el llenado de la cavidad del NTC como otra
via de funcionalizacién.®? Sin embargo, existen moléculas que por sus
caracteristicas estructurales pueden ser usadas tanto en un enlace no covalente
como en un enlace covalente, ejemplo de ellos son el antraceno®®, aminas, ADN,
proteinas? etc. La funcionalizacién modifica tanto las propiedades del NTC como
las de la molécula adosada.

4.4.4.1 Funcionalizaciéon no covalente

La funcionalizacion no covalente presenta una baja estabilidad quimica, sin
embargo, ofrece la ventaja de ser un método no destructivo que permite conservar
intactas las propiedades del NTC. Las moléculas se adsorben sobre la superficie
por interacciones de tipo Van der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones de
tipo - o hidrofobicas®®° & 8 87 88 E| ADN por su estructura helicoidal puede
envolverse alrededor del NTC® *© ®* E| uso de proteinas adsorbidas sobre la
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superficie ha sido abordado por diferentes investigadores usando una gran
variedad de proteinas con diferentes estructuras y tamafos.

4.4.4.2 Funcionalizaciéon covalente

La funcionalizacidén covalente ofrece alta estabilidad quimica en comparacion con
la anterior, esta modificacion puede llevarse a cabo de forma directa sobre la
estructura o generando defectos sobre la superficie del NTC, lo que conlleva la
modificacion en las propiedades del mismo. A pesar de la modificacion de las
propiedades los defectos generados han sido aprovechados para adosar grupos
guimico que son susceptibles de reaccionar por posteriores reacciones quimicas.
Entre las moléculas adosadas se encuentran aminoacidos®® *°, péptidos™,
proteinas?, acido folico® , aminas® °* y amidas® , ADN™, carbohidratos, entre
otras.

En la modificacion directa se describe el uso de sales de diazonio para la
introduccion de disulfuro de difenilo en el NTC* y aminas.®” Halogenacién como
la fluorinacign® 98 100 101 102103 anire otras , ademés de la cicloadicion®* 102 106 77,
Otros métodos alternativos para la funcionalizacién son plasma'®” o microondas'®
reduciendo las barreras energéticas al modificar las energias de configuracion
permitiendo reducir los tiempos de reaccién. Trabajando las reacciones en fase
gas dejando de lado el uso de solventes organicos'®, ni agentes quimicos
intermedios.

En la funcionalizacion por medio de defectos se describe el rompimiento de
enlaces C-C de la superficie de los NTC dando paso a la generacion de diferentes
grupos como se describe en la Figura 5, esto debido al uso de tratamientos acidos
descrito en la seccion anterior.

acido carboxilico
Oy -OH
lactona

hidroxilo
idroxi HO

anhidrido
carboxilico

) O peroxido

ciclico

(o] quinona

Figura 5 Grupos funcionales de oxigeno generados en el NTC por tratamiento acido.
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Dentro de los grupos funcionales de oxigeno generados en las puntas y superficie
del NTC destaca el uso del grupo carboxilo (-COOH) el cual puede ser convertido
en amida (-CO-NH), éster (-CO-OCH) o tiol (-CH-SH), esto se lleva a cabo por
medio de activadores. Al mismo tiempo, se propone el uso de otros potenciales
activadores que podrian funcionar para este fin dadas sus caracteristicas.

En este trabajo se aborda el uso de nuevos reactivos que puedan generar la union
entre el NTC de carbono y moléculas de interés biolégico. Se sabe de forma
general que las enzimas son catalizadores naturales de diversas reacciones
disminuyendo la energia de activacion de una reaccion, de forma que se acelera
sustancialmente la tasa de reaccion acelerando el proceso incluso millones de
veces, alcanzando el equilibrio mucho méas rapido que en una reaccién no
catalizada. Las ligasas también llamadas sintetasas o carboxilasas, son enzimas
capaces de llevar a cabo la catélisis que no es termodindmicamente posible.
También se sugiere el uso de otro catalizador Anhidrido propilfosfonico (T3P), el
cual es altamente reactivo que se utiliza para diversos acoplamientos, es
considerado un reactivo verde. Ya que al igual que las carbodiimidas se usa como
activador se propone el uso de este para la funcionalizacion de NTC ya que no se
ha encontrado referencia hasta el momento que este haya sido utilizado para este
fin.

4.4.5 Caracterizacién de nanotubos de carbono

La caracterizacion ha sido parte fundamental en el estudio de NTC, es por ello que
diferentes técnicas han sido utilizadas para este fin. De las técnicas empleadas
destacan UV-visible, infrarrojo, Raman, TGA, TEM, SEM, XPS y RMN, las cuales
resultan de gran utilidad para medir diferentes propiedades.

La espectroscopia Raman provee mucha informacion general, asi como
informacion sobre las imperfecciones en la muestra denominados defectos®® 3 7/
% los cuales son parte de interés de este estudio. Otra técnica para el analisis y
caracterizacion de NTC es la microscopia electronica de barrido (MEB), esta es
utilizada para analizar tanto la morfologia como la composicién en NTC'*.Una vez
que los NTC han sido funcionalizados con grupos de oxigeno la técnica de
titulaciéon de Bohem™!. Cuando estos grupos son convertidos en otros grupos
(amidas, éster, etc.) por posteriores reacciones, técnicas como XPS*? resultan de
gran importancia ya que esta técnica es la Unica que podra definir si se logré
obtener funcionalizaciones de tipo covalente o i6nica.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1Caracterizacion computacional

5.1.1 Equipo

La caracterizacibn computacional se llevd a cabo en el laboratorio de
NANOCOSMOS, empleando diferentes equipos con las siguientes caracteristicas:

v" DELL Precision Intel ® Xeon ® 2 CPU E5345 @ 2.33 GHz 4 G RAM 64 bits

v' Samsung Intel ® Core ™ i7-3537U CPU @ 2 GHz 8 GB RAM 64 bits

v Cluster PROMETEO con dos cuentas : 48 G memoria 16 procesadores y 46
G memoria 16 procesadores

5.1.2 Programas

v’ Materials Studio 5.0
v Gaussian 09W

v' Gauss View 5.0

v Autodock 4.2

v' ADT ( AutoDock tools)
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5.1.3 Moléculas analizadas

Gz

Para llevar a cabo el estudio tedrico de la funcionalizaciéon de NTC con moléculas
biolégicas se utilizaron: un NTC de tipo silla con indices de Hamada (6,6) y dos
unidades repetitivas. Un péptido de estructura conservada de Lectina y arginina,
asi como 12 diferentes carbodiimidas utilizadas como activadores de los grupos
carboxilo; las mas utilizadas son la CD2, CD4 y CD8. Ademas, se consideraron las
moléculas de T3P (activador) y DIEA (base necesaria para desprotonar tanto el
acido carboxilico como el grupo amino de las moléculas biol6gicas) necesarias
para el nuevo procedimiento de amidacion. Las moléculas en 2D se muestran en

la Figura 6.
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Figura 6 Estructuras 2D de diferentes moléculas utilizadas en este estudio.
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Por otra parte se analizaron diferentes ligasas de C-N procedentes de la base de
datos Protein Data Bank (PDB) obtenidas a partir de estudios de rayos X y
resonancia magnética nuclear. En la Figura 5 se muestran solo algunas de las
estructuras en 3D y en la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de todas las
ligasas empleadas en este estudio.
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Figura 7 Estructuras 2D de ligasas C-N extraidas del Protein Data Bank.
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Tabla 2 Caracteristicas de las ligasas C-N empleadas en este estudio.

Gz

PDB ID METODO RESOLUCION ORGANISMO CLASIFICACION
1UMH D.RAYOS X 2.0A° MUS MUSCULUS LIGASA
1UMI  D.RAYOS X 2.4 A° MUS MUSCULUS LIGASA
2C2V  D.RAYOS X 2.9 A° HOMO SAPIENS / MUS LIGASA
MUSCULUS
2GLS D.RAYOS X 35A° SALMONELLA ENTERICA LIGASA
JLWR NMR DROSOPHILA LIGASA
MELANOGASTER
2LXP NMR HOMO SAPIENS LIGASA
2M48 NMR DROSOPHILA LIGASA
MELANOGASTER
20XQ D.RAYOS X 2.9 A° DANIO RERIO LIGASA
JRJ2  D.RAYOS X 1.7 A° MUS MUSCULUS LIGASA
3FSH D.RAYOS X 2.76 A° HOMO SAPIENS / MUS LIGASA
MUSCULUS
3RKY  D.RAYOS X 3.23 A° STAPHYLOCOCCUS LIGASA
AUREUS
3ZNl  D.RAYOS X 2.21 A° HOMO SAPIENS LIGASA
4B8E  D.RAYOS X 1.78 A° MUS MUSCULUS LIGASA
4BVU D.RAYOS X 2.7 A° SHILLEGA FLEXNERI / LIGASA
HOMO SAPIENS
ABWE D.RAYOS X 3.23 A° SACCHAROMYCES LIGASA
CEREVIESAE
4CCG D.RAYOS X 2.4 A° HOMO SAPIENS LIGASA
4FH1  D.RAYOS X 2.61 A° SACCHAROMYCES LIGASA
CEREVIESAE
4112 D. RAYOS X 2.2 A SCHIZOSACCHAROMYCES LIGASA
POMBE
4113 D. RAYOS X 2.2 A SCHIZOSACCHAROMYCES LIGASA
POMBE
4IP3  D.RAYOS X 2.3 A° SHILLEGA FLEXNERI / LIGASA
HOMO SAPIENS
4JQU  D.RAYOS X 1.81 A° SACCHAROMYCES LIGASA
CEREVIESAE
4K7U  D.RAYOS X 1.71 A° HOMO SAPIENS LIGASA
4K7W  D.RAYOS X 1.76 A° HOMO SAPIENS LIGASA
4ALAD D.RAYOS X 2.3 A° HOMO SAPIENS LIGASA
40ORH D.RAYOS X 4.8 A° HOMO SAPIENS LIGASA
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5.1.4 Célculos computacionales

Se recurrié a Materials Studio 5.0 para construir el NTC tipo silla con indices de
Hamada de (6,6) utilizando dos unidades repetitivas. Posteriormente se analizo
en el programa Gaussian 09W siguiendo el procedimiento descrito en la Figura 8.
La metodologia empleada se bas6 en DFT seleccionando al funcional B3LYP vy el
conjunto base 6-31 G (d) tanto en fase gas y fase acuosa con el método de
solvatacion IEFPCM. Los calculos realizados son: optimizacion de geometria,
calculo de frecuencias, célculo de energia para todas las moléculas para la
obtencién de energias de reaccion. Célculos de las especies neutras, anionicas y
catidnicas de las diferentes carbodiimidas para obtener propiedades de reactividad
quimica global y local. Las energias de reaccion se calculan a partir de las
energias de formacion de los productos y reactivos.

' R ™
METODOLOGIA
B3LYP/6-31G (d)
. J
4 J N
OPTIMIZACION DE
CEOMETRIAS FRECUENCIAS
Y J
ENERGIA
N N+1 N-1
| |
4 PROPIEDADES DE I ENERGIAS DE REACCION
REACTIVIDAD GLOBAL
Y LOCAL AG rxn ZZEPRODUCTOS_ zEREACTI\/OS

AEl xnw @) -
w0t Aot £, ()

\_ S ) )

Figura 8 Metodologia empleada para el NTC, Carbodiimidas, moléculas biolégicas, T3P,
DIEA y todos los productos resultantes de las reacciones.
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5.1.5 Acoplamiento molecular

Los acoplamientos moleculares (Figura 9) se llevaron a cabo en el programa
Autodock 4.2 con un visualizador grafico ADT. Las ligasas C-N se obtienen en su
estructura tridimensional, por lo cual no es necesaria su optimizacion, tanto el NTC
como el péptido fueron optimizados para ser utilizados en el acoplamiento. La
estrategia se basa en definir a la proteina de forma rigida y los ligandos como
moléculas rigidas o flexibles, definiendo una caja con coordenadas caracteristicas
para realizar el grid, cuando no se conoce especificamente el sitio activo se realiza
un acoplamiento ciego. Se elige generalmente el algoritmo de Lamarckian optando
por los diferentes evaluacion de la energia maximo, medio o bajo. Después del
acoplamiento se generan las mejores posiciones siendo la primera la de energia
mas negativa y por lo tanto la posicion mas estable. Se pueden analizar los
aminoéacidos de la macromolécula que interactuan con el ligando, para definir qué
tipo de interaccion se da entre ellas.

NTCGC PEPTIDO

Figura 9 Acoplamiento del NTC y péptido con las ligasas C-N.
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5.2 Desarrollo experimental

CARACTERIZACION

Figura 10 Esquema general de la parte experimental en este estudio.

En base a los datos tedricos obtenidos se procedié a realizar la parte
experimental, la cual contempla el uso de las carbodiimidas 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida) (EDC) y N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), asi
como el uso del anhidrido propilfosfonico (T3P) como activadores. La
funcionalizacién de NTC conlleva una serie de pasos (Figura 10) que va desde la
sintesis por el método de spray pirolisis, como la purificaciébn por tratamiento
acido, y las reacciones de amidacién valiéndose de los diferentes activadores que
de acuerdo al estudio tedrico pueden ser usadas de forma experimental. La
caracterizacion se realizé utilizando diferentes técnicas para el analisis como el
método de titulacion de Bohem, SEM, Raman y XPS. Por medio de SEM se
hicieron andlisis de morfologia por electrones secundarios (alta resolucion) y
mapeo elemental (EDS) de los NTC pristinos y los NTC purificados. Ademas, tanto
los NTC pristinos y purificados se analizaron por medio de Raman. Se utilizo la
titulacion se Bohem para determinar el porcentaje de grupos carboxilo en los NTC.
Se realizé la caracterizaciéon por medio de XPS en usando un analisis simple de
XPS, para la cual se evaluaron NTC pristinos, purificados y funcionalizados por
medio de los diferentes activadores. A continuacion se describe de forma mas
detallada la metodologia.
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5.2.1 Sintesis de NTC
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Figura 11 Sintesis de NTC por el método de spray pirolisis.

La sintesis de NTC (Figura 11) se realiz6 de acuerdo con Aguilar- Elguézabal et
al.'* para ello se preparé una solucién de 0.25 g de ferroceno y 25 mL de
tolueno, esta solucién se inyecté a un flujo de 2 mL/min, a su vez se suministro
argon como gas de arrastre a 360 mL/min, este se hizo pasar a través de un
termopar que se encuentra a una temperatura de 180 °C. Tanto la solucién como
el argbn son guiados hacia un tubo de cuarzo que sera el sustrato donde se
forman los NTC, este se encuentra dentro de un horno tubular a 800 °C. Al
finalizar el tiempo de sintesis se apago el termopar y el horno para permitir que el
tubo de cuarzo se enfrie y pueda ser retirado del soporte para extraer los NTC.

5.2.2 Purificaciéon de NTC

Figura 12 Purificacién de NTC por tratamiento acido y calentamiento.

La purificacién de NTC (Figura 12) se llevé a cabo con de acuerdo a Chen et al.**,

en la cual se utiliza una solucion acida de HNO3; y H,SO, 3:1, a esta solucion se le
agregaron NTC y se mezclaron para homogenizar, la mezcla se calentdé en un
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rango de temperatura de 90-100 °C, el tiempo de reaccion fue de 100 minutos.
Una vez terminado el tiempo de purificacion la mezcla se dej6 enfriar y se procedio
a diluir con agua destilada para posteriormente filtrar, los NTC filtrados se
siguieron lavando con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro, se dejaron
secar a temperatura ambiente y se retiraron del filtro.

5.2.3 Titulacién de Bohem

e 7111 Fi

E
===
| 7oy prmatra
Y — Elacirod
Diclissitn
da HCI ™ U vaseds
priecipitadcs

Agtador
magnitico i : O |

Figura 13 Titulacion de Bohem para los NTC purificados.

El procedimiento de titulacién se realiza de acuerdo a Hu et al.'*’, para ello se
tomaron 0.0892 g de NTC purificados, estos fueron movidos por agitacion
magnética en una solucion de NaHCO3; 0.01 M bajo un atmosfera inerte de argén
por 48 horas. Después la mezcla fue filtrada, los NTC que quedaron en el filtro
fueron lavados con agua destilada para remover cualquier residuo de NaHCO:s.
La combinacion del filtrado y lavado fue adicionada a una solucion de 50 ml de
0.01 M de HCI, fue calentada por 20 minutos para degasificar el CO, presente.
Después de dejar enfriar a temperatura ambiente, el exceso de HCI en la solucién
fue titulado con NaOH 0.01M, este fue monitoreado con un pH metro hasta
alcanzar un pH neutro (Figura 13). También se realizé una retro titulacion para ello
se colectaron 0.0658 g de NTC-COO™ Na', los cuales fueron adicionados a HCI
0.01M, se pusieron bajo una atmosfera inerte de argén por 48 horas para re
acidificar los NTC. La mezcla fue filtrada y lavada para remover algun residuo de
HCI. la combinacién del filtrado y lavado se neutralizé con NaOH 0.01M.
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5.2.4 Reacciones de amidacién

Figura 14 Movimiento magnético para las reacciones de amidacion.

Las reacciones de amidacion se llevaron a cabo por medio de tres diferentes
activadores: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) (EDC), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y el anhidrido propilfosfonico (T3P). Las
carbodiimidas han sido utilizadas y se encuentran ampliamente reportadas en la
literatura, sin embargo, en el caso del T3P solo se encuentra referencia de su uso
para la sintesis de péptidos. A continuacion se describe de forma detallada las
condiciones de reaccion para el uso de cada activador. Las reacciones se llevaron
a cabo a temperatura ambiente y por medio de agitacion magnética (Figura 14).

5.2.41 EDC

El procedimiento de amidacién se siguié de acuerdo a Fu et al®’., para ello se

pesaron 0.1059 g de NTC-COOH, se disolvieron en una solucién de 0.8689
mmol/L N-Hidroxisuccinimida (NHS) para incrementar la eficiencia en el
acoplamiento de la reaccién, se dejo sonicar la mezcla por 30 minutos. Después
se adicion6 una solucion de 0.5216 mmol/L de carbodiimida EDC y se dejaron
reaccionar por 3 horas. Una vez pasado el tiempo los NTC se filtraron y lavaron
para quitar el exceso de reactivos que no reaccionaron y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Los sélidos recuperados del filtro se adicionaron a una
solucion de 0.574 mmol/L de arginina y se dejaron reaccionar por otras tres horas.
La mezcla se filtré y lavo nuevamente para eliminar el exceso de reactivos que no
reaccionaron y se dejaron secar a temperatura ambiente.
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5.2.4.2DCC

Para la reaccion de amidacion se siguid la metodologia propuesta por Jeong et
al.'*®, se pesaron 0.0652 g de NTC-COOH, se disolvieron en una solucién de
0.968 mmol/L de la carbodiimida DCC y fueron sonicados por 30 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla fue filtrada y lavada con tetrahidrofurtano (THF)
y metanol y se dejé secar a temperatura ambiente. Los solidos se dispersaron
nuevamente en THF y sonicados por 20 minutos para homogenizar. Después se
adicionaron a una solucion de 1.148 mmol/L de arginina y se dej6 reaccionar por 1
hora. La mezcla se filtré y lavo y se dejé secar a temperatura ambiente.

5.24.3 T3P

Se pesaron 0.1162 g de NTC-COOH vy se adicionaron 1.5 M de T3P, se agreg6
una solucion 5.7 M de N, N-Diisopropiletilamina (DIEA) y se dejaron reaccionar por
5 horas a temperatura ambiente. Se filtraron y lavaron. Los sélidos y una solucion
de 0.0038 M de arginina se adicionaron a 5.7 M de DIEA y se dejaron
reaccionaron por otras 5 horas, después se filtraron, lavaron y dejaron secar a
temperatura ambiente. La reaccién también se llevd a cabo empleando una
temperatura de 150 °C y bajo una atmoésfera inerte empleando las mismas
condiciones de reaccion por el mismo periodo de tiempo.
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VI. RESULTADOS

6.1 Estudio teodrico
6.1.1 Carbodiimidas

6.1.1.1 Optimizacion de geometriay frecuencias

w
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W
= @ )
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Figura 15 Estructuras optimizadas de las diferentes carbodiimidas.
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Las carbodiimidas previamente descritas fueron optimizadas con la quimica
modelo descrita en la seccion anterior con el fin de obtener las estructuras de
minima energia (Figura 15), confirmando la ausencia de frecuencias imaginarias
por medio del célculo de frecuencia. Posteriormente de las estructuras
optimizadas se realizaron los célculos de energia de las especies en estado
neutro, catiénico y anidnico, para calcular las propiedades globales y locales de
reactividad quimica.

6.1.1.2 Reactividad global y local

Tabla 3 Descriptores de reactividad calculados en fase gas y fase acuosa. Los valores se presentan en
eV, con excepcion de S la cual esta definida en m (eV)™.

I A X n w S

GAS  ACUOSA  GAS  ACUOSA  GAS  ACUOSA  GAS  ACUOSA GAS  ACUOSA GAS ACUOSA
CD1 10.512 7.784 -3.329 -1.113 3.591 3.336 13.841 8.896 0.932 1.251 72.249 112.410
CD2 8.765 6.966 -3.027 -0.811 2.869 3.078 11.792 7.778 0.698 1.218 84.803 128.568
CD3 8.498 6.796 -2.818 -0.792 2.840 3.002 11.316 7.588 0.713 1.188 88.370 131.787
CD4 7.508 6.564 -1.805 -0.610 2.852 2.977 9.313 7.174 0.473 0.618 107.373  139.391
CD5 8.638 6.893 -2.915 -0.839 2.861 3.027 11.553 7.732 0.709 1.185 86.558 129.333
CD6 7.685 6.037 -1.247 0.734 3.219 3.386 8.932 5.304 1.160 2.161 111.957 188.537
CD7 8.375 6.728 -2.768 -0.788 2.804 2.970 11.143 7.516 0.705 1.173 89.742 133.049
CD8 8481 - -2.694 - 2893 - 11.175 - 0749 - 89.485 -
CcD9 7.370 5.995 -0.847 0.858 3.261 3.427 8.217 5.137 1.294 2.286 121.699 194.666
CD10 7.014 5.629 -0.698 1.082 3.158 3.356 7.711 4.547 1.293 2.476 129.685 219.925
CD11 8.613 6.824 1.393 2.737 5.003 4.780 7.219 4.087 3.467 5.591 138.523 244.678
CD12 7.028 5.703 -0.397 1.062 3.315 3.382 7.425 4.641 1.480 2.465 134.680 215.471

De acuerdo a las propiedades de reactividad en fase gas y fase acuosa (Tabla 3)
podemos definir que el potencial de ionizacién el cual nos indica la energia
necesaria para separar un electrén de su sistema da como resultado que la CD 1
en ambas fases requiere de la mayor energia para formar un cation y la CD 10 en
ambas fases requiere de menor energia para formar un cation.

La electronegatividad nos indica la tendencia que tienen las moléculas para atraer
electrones presentando la CD 11 el valor mas grande en ambas fases y la CD 7 el
valor mas pequefio en ambas fases, por lo tanto seran estas carbodiimidas las que
tienen mayor facilidad y menor facilidad respectivamente para atraer los
electrones.
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Analizando la facilidad de las moléculas para formar un anién definida por la
afinidad electrénica las carbodiimidas en fase gas presentan en su mayoria
valores negativos por lo que se define que no son susceptibles a formar un anién
salvo en el caso de la CD 11. Por otro parte se observa que en algunos casos los
valores negativos se vuelven positivos al evaluarlos en fase acuosa, sin embargo,
la CD 11 sigue presentando el valor mayor lo que indica que es la que tendri
mayor facilidad para formar un anién y la CD6 tendra menor facilidad de formar un
anion. Al saturase de electrones el sistema se logra una estabilizacion definida por
la electrofilicidad, siendo la CD 11 la mas estable en ambas fases y la CD 7 la
menos estable en ambas fases.

La resistencia que oponen estas moléculas a reaccionar con otros sistemas esta
medida por la dureza quimica y de acuerdo a los resultados obtenidos la CD 1 es
la mas resistente a este cambio en ambas fases y la CD 11 la menos resistente
en ambas fases, caso contrario, al evaluar la blandura nos indica que tan
susceptible de reaccionar con otros sistemas la CD 11 presenta el valor mas
grande por lo que es la mas susceptible de reaccionar y la CD 1 el valor mas
pequefio lo indica que sera la menos susceptible de reaccionar ya que esta
propiedad es el inverso de la dureza quimica.

Tabla 4 Poder electrodonador y poder electroaceptor, indice neto de Electrofilicidad. Los
valores se presentan en eV.

w’ w’ Aw *
GAS ACUOSA GAS ACUOSA GAS ACUOSA
CD1 3.592 3.474 0.001 0.139 3.594 3.613
CD2 2.869 3.243 0.001 0.165 2.870 3.408
CD3 2.840 3.163 0.00001 0.161 2.840 3.324
CD4 2.881 3.173 0.029 0.195 2.910 3.368
CD5 2.861 3.182 0.00006 0.155 2.862 3.337
CD6 3.328 4.185 0.109 0.800 3.436 4.985
CD7 2.804 3.128 0.00003 0.158 2.804 3.286
CD8 2894 e 0.001 - 2895 -
CD9 3.439 4.320 0.177 0.893 3.616 5.214
CD10 3.354 4.438 0.196 1.083 3.551 5.521
CD11 6.420 8.237 1.417 3.456 7.836 11.693
CD12 3.602 4.447 0.287 1.064 3.889 5511

De acuerdo a Gazquez et al.  ® el poder electrodonador (w) y poder
electroaceptor (w*) permiten encontrar la susceptibilidad de donar o aceptar una
pequeia cantidad de carga, la cual es necesaria para tomar parte en interacciones
quimicas. Ademas, la electrofilicidad neta (Aw®) es usada para obtener valores
mas representativos de la electrofilicidad. Las diferentes carbodiimidas se
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evaluaron bajo estas propiedades (Tabla 4). Conforme a los resultados la CD 11
es la mas susceptible para aceptar carga en ambas fases.

Evaluando la susceptibilidad de donar carga en fase acuosa la CD 1 es la mas
susceptible, mientras que en fase gas es la CD 3. Finalmente el indice de
electrofilicidad neta muestra que la CD 11 es la mas estable al recibir un cantidad
de carga ya que tiene los valores mas grandes del poder electrodonador y poder
electroaceptor.

Tabla 5 Hiperblandura local condensada de las carbodiimidas en fase gas y fase
acuosa las unidades se presentan en milli (eV)™.

Sk(Z)
GAS AQUEOUS
5H 103571 3N  -095844 1C 110597 2N  -2.19645
cb1 4H  1.02045 2N  -062451 4H 057798 3N  -0.04354
S 1C  -047321 5H  0.55587 S
3C 045869 2N  -059549 3C 134894 1 N  -1.25935
18H 005732 1N  -059305 22H 014306 2N  -1.25922
CD2  14H 005626 12H -0.00870 23H 014281  ---
4C 005556 21H -0.00862 17H  0.13538 -
5C  0.05333 - 13H  0.13538 -
18H 020738 2N  -0.82813 3C 063428 2N  -1.69281
29H 020725 1N  -0.82543 29H 060182 1N  -1.39069
CD3 3C 012623 8C  -0.03391 18H 060097 14H -0.04194
28H 009031 4C  -0.03241 12H 026554 24H -0.04104
20H 008908 14H -0.01629 25H 026389 11C  -0.03724
4C 089431 3N -1.69927 4C 461267 3N -6.16700
IN 033144 13H -0.36401 2N 3.00846  13H  -1.66179
CD4 23H 031540 17H  -0.35625 1IN 277309 17H  -1.65786
22H 027917  10C  -0.18186 23H  1.39209  10C  -1.21645
2N 021311  11C  -0.17628 7C 111416  11C  -1.21506
3C 0327705 2N  -0.73058 3C  1.299914 2N  -1.60186
14H 0125349 1N  -0.47470 14H 0456515 1N  -0.72138
CD5  22H 0.122284 20H -0.13244 5C  0.294481 12C  -0.23437
5C 0.093798 12C -0.08108 19C 0.271183 20H  -0.21007
17H 0009304 7C  -0.05058 4C 0262753 7C  -0.18361
3C 0519857 2N  -054980 3C  1.345915 2N  -1.60341
12C 0218238 1N  -045525 12C 0741944 1N  -1.00609
CD6 9C 0143002 13C -0.22884 9C 0563017 13C  -0.69925
4C 0089135 11C -0.08678 27H 0258703 11C  -0.26208
8C 0062866 10C -0.08321 24H 0216220 10C  -0.19532
24H 019579 2N  -0.74804 3C  0.87406 2N  -1.41455
3C 015792 1N  -0.72413 17H 052018 1N  -1.37373
CD7  17H 013791 23H -0.13011 24H 048398 23H  -0.33485
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28H  0.09374 8C  -0.04407 15H  0.34448 8C  -0.13164
26H  0.09342 4C  -0.03705 33H 0.21086 12C  -0.05053
3C 0.48622 2N -1.69935 S S
30H  0.23169 1N  -0.51429 . .
CcDS8 36H 022773 15C  -0.19517 . .
33H 0.20020 27H  -0.14393 . .
28H  0.18055 23H  -0.40336 . .
3C 0.56192 1N  -028649 3C 1.95938 2N -0.41598
13C  0.10957 2N -0.28556 14C  0.26804 1N  -0.41529
CD9 14C  0.10815 16C -0.10344 13C 026615 12C  -0.24410
10C  0.10238 11C -0.10209 25H  0.20033 15C  -0.24311
17C 0101545 15C  -0.09330 22H  0.19972 27H  -0.23262
5C 0456303 3N -043886 5C 1130587 2N  -1.28867
CD10 6C 0456286 2N  -043871 6C 1130587 3N  -1.28862
9C 0204675 4N  -0.32226 9C 0819155 1N  -0.67824
12C 0204659 1N  -0.32219 12C 0.819155 4N  -0.67619
13C 0.076802 10C -0.20703 40H 0.278887 10C  -0.63539
CD11 190  0.80460 1N  -1.05503 190  3.50609 1N  -4.35924
180  0.80409 2N -1.05499 180  3.50603 2N -4.35918
200 0.79985 13C  -0.62931 200  3.50250 13C  -1.74000
210  0.79937 6C  -0.62888 210  3.50244 6C  -1.74000
4N 0.76523 16C  -0.30903 3N 2.91625 5C  -1.65835
6C 0.33943 1N  -048731 6C 1.10663 2N -1.24115
5C 0.33660 4N  -048191 5C 1.10649 3N -1.24106
CD12 13C  0.23417 7C  -0.34473 7C 0.22603 1N  -0.51606
14C  0.23232 8C  -0.34172 8C 0.22603 4N  -0.51601
21C  0.22323 3N  -0.26824 12C 012546 10C  -0.05962

Las carbodiimidas exhiben una alta reactividad debido al caracter electrofilico del
atomo central de carbono y el caracter nucleofilico del nitrdgeno también en la
parte central de la molécula. Por lo tanto, tanto el carbono y los nitrégenos ligados
por enlaces dobles son facilmente atacados por una variedad de nucleofilos y
electrdéfilos. Dado que las funciones de Fukui son una herramienta importante para
los quimicos se emplearon para calcular los indices de Fukui y subsecuentemente
se usaron para determinar la Hiperblandura local condensada, la cual es usada
de forma intramolecular de acuerdo con el tamafio de la molécula, esto hace que
puedan ser evaluadas contra otras moléculas de distintos tamafos.

En la tabla 5 se muestran los valores de Hiperblandura local condensada, se
tomaron en cuenta los primeros cinco valores para el ataque electrofilico
favorecido con valores negativos y nucleofilico favorecido con valores positivos.
En la mayoria de las carbodiimidas tanto el ataque nucleofilico y electrofilico son
bien descritos de acuerdo a los resultados obtenidos. Por otra parte en la CD 1,
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CD 4 y CD 11 los atagues se encuentran en otros atomos presentes en la
estructura. En la CD 1 el ataque nucleofilico en fase gas esta presente en un
hidrogeno en lugar del &tomo de carbono, sin embargo, en fase acuosa el ataque
se encuentra en el carbono central, esto puede deberse a la interaccion del
solvente con el amino presente en la molécula pudiendo formar puente de
hidrogeno. El ataque electrofilico en fase gas se encuentra en el nitrdgeno N3 en
el triple enlace, sin embargo, en fase acuosa el ataque se presenta en el nitrégeno
del grupo amino. En la CD 4 el ataque electrofilico es localizado en el N3, se
esperaba que el N1y N2 fueran los siguientes para el ataque electrofilico, pero
estos estan en el ataque nucleofilico, lo cual est4 en contra de lo esperado, por lo
tanto se reviso la densidad de carga de la molécula y se encontr6 que los atomos
mas susceptibles al ataque electrofilico fue el N1 y N2 con los valores mas
negativos incluso que el N3. Por otra parte, el ataque nucleofilico y electrofilico no
se encuentran en la parte central de la CD 11; estos ataques estan localizados en
los grupos nitro, lo cual indica que las carbodiimidas pueden formar diferentes
moléculas en lugar de las esperadas. En general, la Hiperblandura local describen
bien los sitios de ataque, ademas el estudio en fase gas y fase acuosa no
muestran diferencias significativas.

De forma general la CD11 es la que presenta mejores propiedades de reactividad
al tener la mayor facilidad de atraer electrones, formar un anion y estabilizarse al
saturase de electrones. Esta carbodiimida es la que opondra menor resistencia a
reaccionar con otros sistemas. Es la mas susceptible de aceptar un pequefia
cantidad de carga teniendo el valor mas grande de la electrofilicidad neta debido a
los grupos nitro presentes en su estructura, es por ello que los sitios mas reactivos
se encuentran en esta misma zona de la molécula en lugar de la parte central de
la misma (N=C=N).
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6.1.1.3 Energias de reaccion

El estudio de las reacciones entre el nanotubo de carbono, los diferentes
carbodiimidas, el péptido y la arginina se realizaron con el fin de encontrar las
reacciones mas estables, y determinar cuéles reacciones son espontaneas y
cudles no. En la Tabla 6 se muestra de forma general la reaccion donde X indica
las diferentes carbodiimidas que se utilizaron para el estudio, y la Y indica las N-
acilurea formadas por la reaccion, estas moléculas son el residuo que se forma
por la entrada de la molécula con grupo amino. El grupo amino desplaza la parte
de la O-acilisourea que es el compuesto inestable que se forma de la unién del
nanotubo de carbono con la carbodiimida. Los valores de las energias estan en
unidades de Hartrees, se encuentran en fase gas y fase acuosa, ya que la
mayoria de las reacciones se llevd a cabo en agua, sin embargo, la CD8 al ser un
sélido ceroso se simuld en fase gas ya que no se disuelve en agua.

En la Tabla 7 se muestran los valores de la energia de las diferentes
carbodiimidas, asi como las respectivas N-acilurea. Todas las carbodiimidas
excepto la CD8 se encuentran en fase acuosa, por lo tanto el valor de la CD8 asi
como la N-acilurea estan dados en fase gas.

Tabla 6 Reaccién general de la funcionalizacién de nanotubos de carbono utilizando
carbodiimidas como activadores.

REACTIVOS PRODUCTOS
y, {iﬁ“‘ ‘fq»éﬂ
’%{’% W 1 %
‘ i A
GAS -1724.356 -4396.496 -6044.451
ACUQOSA | -1724.373 -4396.574 -6044.534

Tabla 7 Energia de las diferentes carbodiimidas asi como las N-acilurea productos de la

CD1

reaccion.
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-148.782463 -225.236169
CD2
-384.504576 -460.951281
CD3
-463.083291 -539.531811
CD4
-939.928937
CD5 A
XX
-501.177197 -577.630939
CD6
-613.362847
CD7

-540.457347

-616.906176
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CD8
CD9
-689.326041 -765.779900
CD10
CD11
-1096.212148
CD12 )
;“‘(S- f
-1146.464694 -1222.914975

A partir de estos valores se procedié a realizar el calculo de los AG de reaccion
gue sigue el principio de:

AGieaccion= ZEproductos —ZE reactivos

Donde Eproductos corresponde a la energia de los productos y Ereactivos
corresponde a la energia de los reactivos. En la Figura 16 se muestran los valores
de los AG de reaccion para las diferentes reacciones donde se utilizaron las
carbodiimidas como activadores. Las unidades estan dadas en Kcal/mol, las
cuales se obtuvieron de multiplicar los Hartrees por el valor de conversion de
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627.5095. Como se puede observar en todas las reacciones se obtienen valores
negativos lo cual indica que todas las reacciones son espontaneas, siendo la
reaccion mas espontanea la que se lleva a cabo con la CD8 la cual fue llevada a
cabo en fase gas.

Carbodiimidas

CP10 Cpd1 Cpi2

AGreaccién

Figura 16 AG de reaccion de las diferentes reacciones donde intervienen las
carbodiimidas como activadores.

El orden de espontaneidad en las reacciones es el siguiente:
CD8>CD11>CD4>CD9>CD5>CD1>CD10>CD6>CD12>CD7>CD3>CD2

Dado que la CD4 es la més utilizada en los reportes de la literatura ya que es mas
facil manejarla de forma experimental, es un punto de partida para comprar las
carbodiimidas que no han sido probadas. Solo la CD8 que se trabaja en fase
sélida y la CD11 exhiben una mayor espontaneidad al llevar a cabo la reaccién en
comparacion con la CD4 lo cual indica que la CD11 podria ser un buen candidato
para llevar a cabo la reaccion de forma experimental en fase acuosa. Por otro lado
también se puede observar que la CD2 es la que exhibe una menor
espontaneidad en comparacion con las demas carbodiimidas a pesar de ser una
de las comunes.

Se simularon las reacciones empleando como molécula biologica a la arginina, de
acuerdo a los resultados previos solo se tomaron en cuenta la CD 4 (Tabla 8) y la
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CD 8 (Tabla 9). Las energias de los reactivos y productos se muestran a
continuacion:

Tabla 8 Estructuras optimizadas y energias de reactivos y productos en agua utilizando la
CD4 como activador.

REACTIVOS
[ /%\ "
-1724.3730 -606.3589 -939.9289
PRODUCTOS
-2254.3036 -1016.3757

% Eproductos= (ENERGIA NTC-ARGININA + ENERGIA UREA4)
= (-2254.3036+ (-1016.3757)) = -3270.6793 HARTREE
% Ereactivos= (ENERGIA NTC + ENERGIA ARGININA + ENERGIA CD4)
= (-1724.3730 + (-606.3589) + (-939.9289)) = -3270.6608 HARTREE
AGrxn=-3270.6793 - (-3270.6608) = -0.0185 HARTREES *(627.503 Kcal/mol)

=-11.6089 Kcal/mol
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Tabla 9 Estructuras optimizadas y energias de reactivos y productos en THF utilizando la
CD8 como activador.

REACTIVOS

PPN ’

:
-606.3548 -617.8293
PRODUCTOS
B
-2254.2970 -694.2852

% Eproductos= (ENERGIA NTC-ARGININA + ENERGIA UREAS)

= (-2254.2970+ (-694.2852)) = -2948.5822 HARTREE
% Ereactivos= (ENERGIA NTC + ENERGIA ARGININA + ENERGIA CD8)

= (-1724.3693 + (-606.3548) + (-617.8293)) = -2948.5534 HARTREE
AGrxn= -2948.5822 - (-2948.5534) = -0.0288 HARTREES *(627.503 Kcal/mol)

=-18.0722 Kcal/mol

De acuerdo a los resultados obtenidos las reacciones de amidacion se daran de
forma espontanea, siendo la reaccién de amidacién donde se utiliza la CD8 como
activante la que presenta mayor espontaneidad. Al analizar las condiciones
experimentales que se presentan en la literatura las cuales se referencian en la
parte experimental los tiempos de sintesis donde interviene la CD8 son menores
en comparacion con la CD4, ademas esta Ultima requiere de aditivos para
aumentar el rendimiento en la reaccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos las reacciones de amidacién pueden ser
llevadas a cabo con las diferentes carbodiimidas estudiadas, siendo las reacciones
mas espontaneas aquellas donde se usan las carbodiimidas 8, 11 y 4 para la
funcionalizacion del NTC con el péptido.
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6.1.2 Anhidrido propilfosfonico (T3P)

6.1.2.1 Energias de reaccion

Por otra parte se analizé la reacciébn empleando el activante T3P (Tabla 10), al
igual que en el caso donde se emplean las carbodiimidas hay ciertos reactivos y
productos que se mantienen constantes en la reaccion, y se definen solo el
reactivo y producto que varia en la reaccion como X y y respectivamente (Tabla
11).

Tabla 10 Estructuras optimizadas de reactivos y productos empleadas en la reacciéon de
amidacién por medio del agente activante T3P. Unidades Hartrees.

REACTIVOS

-

-1724.372 -1831.001 -370.808

PRODUCTOS

-1906. -371.260
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Tabla 11 Reactivos y productos independientes en la reaccion.

REACTIVOS PRODUCTOS

%
PEPTIDO w NTC-PEP

-4396.573

ARGININA NTC-ARG

-606.358 -2254.302

% Eproductos= (ENERGIA NTC-PEP + ENERGIA SAL + 2ENERGIA DIEA2)

= (-6044.534 + (-1906.474) + 2(-371.260)) = - 8693.528 HARTREE

% Ereactivos= (ENERGIA NTC + ENERGIA PEPTIDO + ENERGIA T3P + 2ENERGIA
DIEA)

= (-1724.372 + (-4396.573) + (-1831.001) + 2(-370.808)) = - 8693.562
HARTREE

AGRgrxn= - 8693.528 - (- 8693.562) = 0.034 HARTREES *(627.503 Kcal/mol)

= 21.33 Kcal/mol

% Eproductos= (ENERGIA NTC-ARGININA + ENERGIA SAL + ENERGIA DIEA2)

= (-2254.302 + (-1906.474) + 2(-371.260)) = -4903.296 HARTREE
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% Ereactivos= (ENERGIA NTC + ENERGIA ARGININA + ENERGIA T3P + ENERGIA

DIEA)

= (-1724.372 + (-606.358) + (-1831.001) + 2(-370.808)) = -4903.347
HARTREE

AGrxn= -4532.0852 - (-4532.5409) = 0.051 HARTREES *(627.503 Kcal/mol)

= 32.002 Kcal/mol

Se observa que en ambas reacciones donde se trabajé con el T3P el proceso
absorbe energia mostrando que este proceso es endergodnico y por lo tanto no
espontaneo. Por lo cual se requiere de administrale energia, esto se puede hacer
por medio de movimiento, temperatura o exceso de reactivos.

6.1.3 Acoplamiento molecular

(double chick to update coords)
(Rank_SubRank docked energy)

[NTcGe211 7.38
‘HYCGC—? , & 734
‘HTCGCQ 2.1 -7.15
INTCGC-2 31 673
INTCGC-24_1 6.66
INTCGC-2 42 663
INTCGC-24_3 661
INTCGC-2 5_1 56
INTCGC-25_2 659
[NTcoc25 3 658

Figura 17 Posiciones mas estables del acoplamiento entre el NTC y el péptido.

Uno de los objetivos de este estudio era emplear una enzima como catalizador, se
hicieron los acoplamientos del NTC y el péptido con las diferentes enzimas. El
NTC y el péptido se trabajaron en los acoplamientos por separado. En la Figura 17
se muestran los diez acoplamientos mas estables del NTC con la enzima 1UMH y
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muestra de forma general como nos da el programa los resultados, asi como la
interaccion con los diferentes aminoacidos. Los resultados muestran una energia
de enlace negativa, es decir, el NTC y la enzima tienden a acoplarse de forma
espontanea. Ademas se valoré el maximo nimero de evaluaciones de la energia a
un nivel alto y bajo ya que dependiendo del nivel dependera el tiempo de calculo.

En la Figura 18 se muestran las interacciones del NTC con la enzima de forma
rigida y la evaluacion de la energia bajo (a), rigida y la evaluacion de la energia
alto (b), no rigido y la evaluacion de energia bajo (c) y no rigido y la evaluacion de
energia alto (d), asi como los respectivos valores de energia de enlace, lo que se
puede observar es que el NTC si tendra una interaccion espontanea con la enzima
independientemente de cdmo sea tratado el ligando, es decir, como rigido o no
rigido, los valores son cercanos entre si, la diferencia radica en que el maximo
namero de evaluaciones que fueron trabajados a un nivel alto los cuales demoran
mas tiempo en converger, por lo que en posteriores calculos se trabajara a un
nivel de calculo bajo.

Figura 18 Acoplamiento Enzima-NTC.

También se analiz6 la interaccion de la enzima como se muestra en la Figura 19 la
interaccion entre la enzima y el péptido de forma rigido a un nivel de evaluacién
de la energia bajo (a) y alto (c), y no rigido a un nivel de evaluacién de la energia
bajo (b) y alto (d). Por lo valores de la energia se determiné que es un proceso no
espontaneo dado que los valores son positivos, ademas no se observa una
diferencia significativa entre los valores lo cual nos dice que independientemente
de como se trate al ligando ya se rigido o no rigido, a un nivel alto o bajo esto no
hace que los valores sean negativos.
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Figura 19 Acoplamiento Enzima-Péptido.

Si bien la interaccion entre el NTC y la enzima es un proceso espontaneo, lo cual
nos habla de porque la inmovilizacién de enzimas sobre el NTC de carbono es un
proceso muy utilizado, la interaccion con el péptido no se dara de forma
espontédnea. Se analizaron enzimas de este mismo grupo para ver si es posible
que en algun caso se lleve esta interaccion de forma espontanea.

En la Figura 20 se muestra la interacciéon Enzima-NTC (PDB: 1UMI del organismo
mus musculus), estos fueron trabajados como un ligando rigido (a) y no rigido (b)
a un nivel de la evaluacion de la energia bajo, lo que se puede observar es que
dicha interaccién independientemente de cédmo sea tratado el ligando se dara de
forma espontanea, indicando valores muy cercanos entre si.

-7.78 Kcal/mol ) -7.85 Kcal/mol

Figura 20 Acoplamiento Enzima-NTC.

Una vez analizada la interaccion del NTC se procedié a trabajar la interaccion con
el péptido, los resultados se muestran en la Figura 21 donde se trabajo con el
péptido rigido (a) y no rigido (b) a un nivel de la evaluacion de la energia bajo. Los
valores también son positivos como en el caso de la enzima anterior, por lo que
también en este caso no se dara de forma espontanea.
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4.43 kcal/mbl ‘ 4.49 kcal/mol

Figura 21 Acoplamiento Enzima-Péptido.

En la Figura 22 (PDB: 2RJ2), 19(PDB: 4B8E) y 23 (PDB: 3FSH) se muestra la
interaccion Enzima-NTC y Enzima-Péptido. La interaccion Enzima-NTC tratando
al NTC como rigido (Figuras 22 a, 23 ay 24 a) y no rigido (Figuras 22 b, 23 by 24
b), a un nivel de evaluacion de energia bajo muestran valores negativos, lo cual
indica una interaccién espontanea entre la enzima y el NTC, sin embargo, esta
interaccidbn no se darda en el sitio activo de las enzimas. Por otra parte la
interaccion de la Enzima- Péptido tratando al péptido como rigido (Figuras 22 c,
23 cy 24 c¢) y no rigido (Figuras 22 d, 23 d y 24 d), a un nivel de evaluacién de
energia bajo muestran valores positivos, lo cual indica que no habra interaccion
esponténea entre la enzimay el péptido.

-6.95 Kcal/miol -7.37 Kcal/mol

4.67 Kcal/mol

-9.17 Kcal/mol -9.38Kcal/mol

-

4.12 Kcal/mol 6.22 Kcal/mol

Figura 23 Acoplamiento Enzima-NTC y Enzima-Péptido.
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11.2 kcal/mol -11.85 Kcal/mol
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2.13 Kcal /mg} 4.44 Kcal/mol

Figura 24 Acoplamiento Enzima-NTC y Enzima-Péptido.

Otras enzimas procedentes de diferentes organismos se analizaron, las
interacciones entre la enzima y el péptido (Tabla 12) dan como resultado valores
de energia de enlace positivos, por lo cual podemos concluir que la enzima no
esté interactuando con el péptido de forma espontanea.

Tabla 12 Energia de enlace del péptido con diferentes enzimas de tipo ligasa C-N.

PDB ID ENERGIA DE ENLACE
40HR 3.58 Kcal/mol
2LXP 4.46 Kcal/mol
4LAD 4.36 Kcal/mol
4K7S 3.53 Kcal/mol
4K7U 4.09 Kcal/mol
4K7TW 4,10 Kcal/mol
4JJQ 2.61 Kcal/mol
4LDT 4,99 Kcal/mol
4BWF 4.26 Kcal/mol
2LWR 3.95 Kcal/mol
3W31 3.72 Kcal/mol
2H2Y 3.41 Kcal/mol
4FH1 3.34 Kcal/mol
4JQU 4.14 Kcal/mol
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Las enzimas tiene afinidad por le NTC al adsorberse sobre su superficie, sin
embargo, el péptido no presenta esta afinidad lo que indica que las reacciones de
amidaciéon no son factibles por medio de una enzima como catalizador.

6.2 Desarrollo experimental
6.2.1 Sintesis de NTC

Para la sintesis de NTC se requiere de un sustrato (cuarzo) donde se deposita el
Fierro proveniente del catalizador y una fuente de carbono, se ha visto que con el
uso de tolueno se obtienen altos rendimientos comparado con otros hidrocarbonos
aromaticos como benceno o xileno **°. El tiempo de sintesis generalmente es de
20 minutos, sin embargo, este tiempo se limita a 2 minutos para obtener NTC de
longitudes mas cortas, ya que a tiempos prolongados de reaccion la longitud se
incrementa.®®

6.2.2 Purificacion de NTC

La purificacién de NTC se llevo a cabo con el fin de poder eliminar los restos de
carbon amorfo y catalizador presente en los NTC sintetizados ya que son
considerados contaminantes. Este proceso genera multiples defectos estructurales
gue son indeseables en aplicaciones como dispositivos mecéanicos y electrénicos,
sin embargo, para las aplicaciones biologicas y en este estudio es de especial
interés generar estos defectos que serviran posteriormente para las reacciones de
amidacién. El rango de temperatura en el que se manejo la reaccion fue de 90-100
°C ya que se ha visto que a temperaturas de 400 °C algunos grupos funcionales
empiezan a disociarse y después de 500 °C los grupos carboxilo desparecen®'. El
tiempo de reaccion fue de 100 minutos, ya que también a tiempos prolongados de
oxidacion los grupos carboxilo se convierten en hidroxilo.
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6.2.3 Caracterizacién

6.2.3.1 SEM
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Figura 25 NTC pristinos morfologia y composicion a) y NTC purificados morfologia y
composicion b).

Los NTC pristinos y purificados se muestran en la Figura 25. El andlisis por
electrones secundarios de alta resolucion nos permite visualizar la morfologia de
los NTC. Se puede observar que los NTC pristinos se encuentran agrupados
paralelamente unos de otros, presentando puntas libres de semiesferas de
fulerenos, los diametros son variables desde 38 hasta 76.3 nm indicando que los
NTC sintetizados son de pared mdultiple, ademas el mapeo elemental por EDS
indica la presencia de carbono que corresponde a los NTC y Fe que proviene de el
catalizador. Por otra parte los NTC purificados con la mezcla de acidos presenta
de 37.6 hasta 103.2 nm de didmetro. EI mapeo elemental muestra contenido de
carbono asi como la presencia de oxigeno, la cual puede ser atribuida a la
formacion de grupos funcionales de oxigeno generados por la oxidacion.
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6.2.3.2 Raman

Las modificaciones estructurales de las paredes laterales del nanotubo debido a la
introduccion de defectos y el acoplamiento de diferentes especies quimicas
pueden ser medidas por medio de la banda D y la banda G, utilizando el cociente
de las intensidades IG/ID nos indica la proporcion de nanotubos de carbono
sintetizados frente a carbon a morfo generado, demuestra el grado de orden
estructural y es considerado un indice de calidad, valores superiores a la unidad
indican una elevada calidad del material sintetizado®®. Por otra parte, también se
han estudiado las intensidades desde la perspectiva ID/IG para la caracterizacion
del grado de desorden estructural presente en las muestras analizadas, lo cual
resulta muy eficiente para indicar la eficiencia de la funcionalizacion, cuando el
valor de la relacién de intensidades se aproxima a 1, significa que un gran nimero
de defectos superficiales esta presente en la superficie del nanotubo de carbono.
Sin embargo, se necesitan mas esfuerzos para hacer este método de
caracterizacion confiable y tal vez también sensitivo a defectos especificos para el
caso de NTC. 8
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Figura 26 Espectros Raman de NTC pristinos a) y NTC purificados b).

Los espectros Raman (Figura 26) no muestra la presencia de la banda RBM (100-
500 cm™), la cual es caracteristica de NTC de pared simple ya que solo en raras
ocasiones se ha podido observar los modos radiales de algun tubo interno de NTC
de pared multiple*®, lo cual nos indica que tenemos NTC de pared mdiltiple. Con
respecto a la banda G el perfil es de tipo Lorentziano lo que revelar NTC de tipo

52

3217



Gz

semiconductor y la banda G indica la presencia de capas de grafito ordenadas
paralelamente. Ademas se obtuvieron los indices de calidad que se comparan
con los resultados de otros autores y se discutiran enseguida. En la tabla 14 se
muestran los indices de calidad en NTC pristinos y purificados de otros autores y
los resultados que se obtuvieron en el presente estudio. En NTC pristinos se
observa valores mayores a la unidad, por lo tanto los NTC pristinos en todos los
casos pueden ser considerados de buena calidad. Por otro lado en NTC pristinos
el grado de orden estructural es mayor en comparacién con NTC purificados, esto
se debe a la introduccion de defectos en las paredes del NTC, sin embargo, en las
muestras evaluadas en este estudio se siguen presentando valores mayores a la
unidad. Los NTC purificados por calentamiento presenta un mayor grado de
desorden en comparacion de los NTC pristinos, con esto resultados se puede
inferir que se logré generar grupos funcionales de oxigeno.

Al comparar los resultados obtenidos con respecto a otros autores (Tabla 13) se
observa que los NTC pristinos presentan un indice de calidad mayor al obtenido
en los otros estudios. Los NTC purificados solo pueden ser comparados con un
estudio del cual no se tiene referencia del método de sintesis. Se compara desde
el punto de vista de desorden estructural presente en la muestra, como se puede
observar el grado de desorden en NTC purificados por calentamiento es menor a
los demés valores, ya que el tiempo de purificacion estd relacionado con el
aumento de grupos funcionales en el NTC se debe considerar la diferencia de
tiempos y por lo cual conlleva que se obtenga un mayor grado de desorden
estructural.

Los resultados muestran un incremento de defectos después de purificar los NTC
pristinos, esto debido al rompimiento de enlaces en las paredes del NTC
cambiando la hibridacién y generando una banda D mas intensa.

Tabla 13 indices de calidad obtenidos por espectrometria Raman.

METODO DE NTC

SINTESIS DE Pristinos Purificados
NTC ID/IG IG/ID ID/IG IG/ID
Spray pirolisis 0.533 1.91 0.537 1.87
Plasma ®* - 1.6 e e
CVvD " 0.854 117 e e
0.858 116 e e
------- 80 0.95 0.76
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6.2.3.3 Titulacién Bohem

De acuerdo a Chen et al.'*® encontraron un porcentaje de 1.89% en peso de

grupos COOH, mientras que en nuestro estudio se encontré6 un porcentaje de
1.8% en peso en la titulacion directa y un 1.5% en peso en la retro titulacién. Esto
se puede deber a los fragmentos carbonosos que se adsorben sobre la superficie
del NTC y en los cuales se generan grupos funcionales de oxigeno, contribuyendo
a una mayor cuantificacién de estos grupos que no se encuentran dentro de la
estructura del NTC*%°,

El tratamiento de purificacion logré la generacion de grupos carboxilos necesarios
para llevar a cabo las reacciones de amidacion.

6.2.3.4 Andlisis simple de XPS

NTC- PURIFICADO

a) NTC b) Cls  92.19%

C1s 98.5% O1s 7.81%
O1s 1.5% Cis

Cis 284.2

284.2

Conteos

i T T T T T )
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Energia de enlace (eV) d)
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Figura 27 Espectros XPS de NTC pristinos a); NTC purificados b); NTC amidados con
EDC (CD4) c); NTC amidados con DCC (CD8); NTC amidados con T3P e); NTC
amidados con T3P en condiciones inertes y temperatura de 150 °C.

De forma cuantitativa y cualitativa podemos observar que el NTC pristino (Figura
27 a) en su mayoria presenta carbono acompafiado de un porcentaje muy
pequefio de oxigeno que puede ser procedente del sustrato donde se sintetizaron
los NTC. Al purificar los NTC por medio de &acidos podemos observar que el
porcentaje de oxigeno se incrementa debido a la oxidacion que sufre el NTC
(Figura 27 b). Por otro lado al funcionalizar los NTC con diferentes activadores se
observa ademas de la presencia de carbono y oxigeno, nitrégeno el cual es
procedente de la arginina. En el caso de la reaccion por medio de la carbodiimida
EDC (Figura 27 c) se observa presencia de nitrdgeno lo cual concuerda con lo
reportado por Chen et al. *°, el cual esta presente casi en la misma proporcion que
en el caso donde se utilizd el T3P condiciones de temperatura (150 °C) y
atmosfera inerte (Figura 27 f). La funcionalizacion por medio de la carbodiimida
DCC (Figura 27 d) presenta el menor porcentaje de nitrégeno, siendo esta la
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reaccion menos eficiente. La funcionalizacion donde se emplea el activante TP3
(Figura 27 e) en condiciones de temperatura ambiente y sin condiciones de
atmosfera inerte presenta el mayor porcentaje de nitrogeno, lo que indica que este
proceso de funcionalizacién es el mas eficiente. Estos resultados nos indican que
se gener0 una nueva metodologia de funcionalizacion abriendo nuevas
posibilidades en esta linea de investigacion.
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VIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a la caracterizacion de las carbodiimidas la CD 11 es la que
presenta mejores propiedades de reactividad al tener la mayor facilidad de
atraer electrones, formar un anién y estabilizarse al saturase de electrones
debido a la presencia de grupos nitro en su estructura.

El andlisis de los datos teoricos de las reacciones de amidacion utilizando
las diferentes carbodiimidas son termodinamicamente favorables, siendo la
mas estable de las reacciones NTC-PEP la que tiene como activador la
CD8 que puede ser debido a que la densidad electrdnica se concentra en la
parte central de la estructura.

Las reacciones de amidacion teéricas donde se utiliza el activador T3P son
reacciones no favorables termodindmicamente, por lo que serd necesario
administrarles energia.

Las enzimas son catalizadores naturales, sin embargo, no es factible
utilizarse como activador en las reacciones de amidacién. Esto se debe a
que no existe interaccién en el sitio catalitico.

De acuerdo a los resultados experimentales las reacciones de amidacion
pueden llevarse a cabo por medio de diferentes activadores, siendo la mas
eficiente aquella donde se utiliza el T3P, esto puede ser debido a que este
reactivo presenta menor porcentaje de reacciones laterales.

Se logré desarrollar una nueva metodologia para la amidacion de NTC
empleando el activante T3P, que ofrece mayores ventajas frente a las
carbodiimidas, ya que genera mayor rendimiento.

Con base en los resultados del andlisis tedrico, para las energias libres de
reaccion de Gibbs de la funcionalizacion de nanotubos de carbono,
particularmente por el método de amidacién, se obtuvieron los activadores
mas adecuados para el desarrollo experimental. Los resultados
experimentales compaginaron con las predicciones teoricas planteadas.
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VIlIl. RECOMENDACIONES
v Las reacciones de amidaciéon donde interviene el T3P como activante

pueden ser evaluadas con otras metodologias tedricas variando funcionales
y conjunto base.

v Estandarizar la reaccion de amidacion donde se utiliza el T3P, variando las
condiciones de tiempo, temperatura, mezclado, exceso de reactivos, etc.
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