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1.1 Abreviaciones y acronimos

BC.RMN resonancia magnética nuclear de carbono
'"H-RMN resonancia magnética nuclear de protdén
AE analisis elemental

AgNPs nanoparticulas de plata

anh. anhidro

AntiBio@AgNPs AgNPs estabilizadas con ligando antibidtico
Ar argon

ATR attenuated total reflectance

CA acetato de celulosa

cat. catalitico

cc. concentrado

CDCl; cloroformo deuterado

cfu colony-forming unit

CHCl3 cloroformo

cm centimetros

CvC catéteres venosos centrales

d (en RMN) doblete

dba 1,3-dibencilidenacetona

DDQ 2,3-Dichloro-5,6-Dicyanobenzoquinone
DIPEA diisopropiletilamina

DMEM dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

DOSY diffusion-ordered spectroscopy

DPPC dipalmitoilfosfatidilcolina

DPPF 1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno

DSC differential scanning calorimetry
DT@AgNPs nanoparticulas de plata estabilizadas con dodecantiol
EDS energy dispersive X-Ray spectroscopy

eqg. equivalentes

ESI-MS electron ionization mass spectroscopy
Et,0 dietileter

EtOH etanol

EUG@AgNPs AgNPs estabilizadas con un derivado de eugenol
fcc face centered cube
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FQ fluoroquinolona
FQ@AgENPs AgNPs estabilizadas con un derivado de fluoroquinolona
g gramos
h horas; hours
HAI hospital-acquired infection
HR-MS high resolution mass spectroscopy
HVAC heating, ventilation and air conditioning
Hz (en RMN) hertz, frecuéncia
IR espectroscopia de infrarojo
J (en RMN) constante de acoplamiento
LB lysogeny broth
Lit. literatura
LMG leuco malaquite green
M.W. molecular weight
matrix assisted laser desorption ionization-time of flight
MALDI-TOF mass spectroscopy
MG malaquite green
mm milimetros
MS mass spectroscopy
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
MTS sulfofenil)-2H-tetrazolio
NADH nicotinamida adenina dinucledtido
NADPH nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
n-Buli n-butil litio
nm nandmetros
NPs nanoparticulas
PBS solucion salina tamponada con fosfato
PES etosulfato de fenazina
ppm partes por millén
p-TSA para-toluene sulfonic acid
PVP polivinilpirrolidina
g (en RMN) cuadruplete

quint (en RMN)

quintuplete

R

radical orgdnico

Re cadena perfluorada

Rf factor de retencién en cromatografia de capa fina
RMN resonancia magnética nuclear

rem revoluciones por minuto

s (en RMN) singlete

SEM scanning electron microscopy

Sn2 sustitucion nucledfila bimolecular

SNAr sustitucion aromatica
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t (en RMN) triplete

t. a. temperatura ambiente

TAM triarilmetano

TAM@AgENPs AgNPs estabilizadas con un derivado de triarilmetano
TEM transmision electron microscopy
TGA termogravimetric analysis

THF tetrahidrofurano

TLC thin layer chromatography

TOAB tetraoctylammonium bromide
uv ultravioleta

XPS X-ray photoelectron spectroscopy
XRD X-ray spectroscopy

6 (en RMN) desplazamiento quimico

€ (en UV) coeficiente de absorcion molar
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Capitulo I: Abstract

2 ABSTRACT

Artificial hydrophobic surfaces have a great potential in a wide range of industrial
applications owing to their self-cleaning, anti-biofouling, anti-fogging, anti-sticking,
anti-corrosion and anti-contamination properties. The equipment of fibers and textiles
with hydrophobic properties is of high interest for textiles with water, oil or soil
repellent properties, e.g. for special sportive clothes, home textiles like carpets or

upholstered furniture and some out-door textiles like umbrellas.

Following one of the main research lines of our group in the synthesis of hydrophobic
dyes (of the azo and the anthraquinone family) and the preparation of hydrophobic

surfaces we have also worked with indigo and triarylmethane dyes.

We have synthesized different indigo derivatives adding to the common structure of
Indigo polyfluorinated moieties or long hydrocarbonated chains. We expect to
promote different features as solubility in organic solvents and hydrophobic
properties. In the preparation of the Indigo core we have used different procedures

like the most known Baeyer-Drewsen method.

Stained cotton fabrics with these indigo derivatives have been obtained and contact
angles with water on their surface have been carried out obtaining angles higher than

130°, showing that these indigo derivatives present hydrophobic properties.

Moreover dye derivatives and functional reactive dyes derivatives of the
triarylmethane family have been prepared containing long hydrocarbonated and
polyfluorinated chains in their structure, and cyanuric chloride groups, that allow their
grafting on a cotton fabric surface obtaining new colored hydrophobic and oleophobic
material. Contact angle measurements of a droplet of water on the surface of stained
fabrics with our new reactive dyes have been done, obtaining angles over 150°

probing that the stained fabrics are superhydrophobic.
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3 CAPITULO 1: TINTES HIDROFOBICOS Y SUS APLICACIONES EN LA
TINCION

3.1 El color

Si observamos nuestro alrededor, podemos apreciar lo importantes que son los
colores en el dia a dia. Los colores influyen en nuestras emociones y generalmente en
la manera que tenemos de disfrutar nuestro entorno. El color es un aspecto
importante en la apariencia de la comida, en la ropa que vestimos, en como
decoramos nuestras cosas, etc. Los colores que nos rodean pueden tener dos origenes:
naturales y sintéticos. Los naturales se encuentran en todo nuestro alrededor, en la
tierra, el cielo, océanos, animales, vegetacion, etc. Por otro lado, hay una amplia gama
de tintes sintéticos, productos provenientes de la industria quimica, que se utilizan a
toneladas hoy en dia. Estos colores suelen utilizarse para fines puramente decorativos
o estéticos, aunque en algunos casos hay colores especificos que se usan para
comunicarnos, como por ejemplo en las sefales de trafico. Los tintes sintéticos se usan
para tefir la ropa que vestimos, en pinturas, plasticos, en materiales impresos

(posters, diarios, revistas, etc.), cosméticos, ceramicas, etc. entre otros.

3.1.1 Los tintes: colorantes y pigmentos

Los tintes se caracterizan por su capacidad de absorber luz visible de forma selectiva,

entre 400-700 nm del espectro electromagnético (Figura 1), y es por ello que muestran

pe L) ple po . alle . )
Ultraviol rarrojo
400 4 0 0 0 650 0 750 nm
fayos Fayos Rayos ¥ V- Infrarroja Radar |unr Onda media Eracuendla
chimicos | Gamma ABJC VP Ondacorts  Ginds larga extremadaments
tr a | baga
LiRrav|ciery L Microandas —! Radio ]
1fm 1 pm 14 1nm 1 pm Imm 1em 1m 1km 1Mm
bi"f.‘.?f[m] 0P w™ w® w? ™ w® 1 P W’ W® W w* wF w? wr W Ww ww w w w w W
Feaienda i 3p™ 3 w® P* w”® * 1Y wW”* wW® wW* W® W® T W w W w w w w w w
1 Zetta-Hz} 11 Exa-Hz) {1 Peta-Hz} 11 Tera-Hz} 1 Giga-Hz} {1 Mega-Hz) 11 Kilo-Haz}

Figura 1. Espectro electromagnético.
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El color se otorga a diferentes materiales, de los comentados anteriormente, utilizando
substancias conocidas como colorantes y/o pigmentos. La principal caracteristica que
difiere los colorantes de los pigmentos es que los colorantes son solubles y se utilizan
principalmente en la tincion textil, mientras que los pigmentos son insolubles y se
incorporan por dispersion sobre los productos finales, como por ejemplo pinturas,

plasticos y tintas.

El ser humano ha utilizado los tintes desde tiempos remotos, decorando con colores
sus cuerpos, sus cavernas, etc. El tipo de tintes que se utilizaban eran extraidos de
fuentes naturales. Sin embargo, los tintes sintéticos también son conocidos desde
miles de anos atras, ya que se sabe que la sociedad del Antiguo Egipto fue,
probablemente, la responsable del desarrollo de los primeros pigmentos sintéticos.
Los mas conocidos fueron el azul de Alexandra (vidrio molido con mineral de cobre), el
azul Egipcio (un silicato mixto de cobre y calcio) y el mas antiguo de todos los

conocidos hasta hoy en dia el azul de Prusia (hexacianoferrato de hierro (lll)).

Uno de los tintes organicos mds utilizados desde hace siglos es el indigo (1), un
compuesto azul que se obtiene de ciertas plantas como por ejemplo la Indigosfera
tinctoria, la cual se encuentra en India. Un derivado del indigo también utilizado es el
purpura de Tyrian (2), 6, 6'-dibromoindigo, el cual tal y como su propio nombre indica
presenta una coloracion purpura, y se obtenia a través de extracciones de glandulas
hipobranquiales del Murex brandaris, un marisco encontrado en las costas
mediterraneas y atlanticas. El colorante rojo natural mas importante era el madder,
extraido de la raiz de la planta Rubia tinctorum con una estructura de 1, 2-

dihidroxiantraquinona (3, Figura 2).

Los tintes sintéticos que se utilizan en la industria textil son exclusivamente
compuestos organicos e histéricamente sus origenes son mas recientes. No fue hasta
mediados del siglo XIX que se dejaron de utilizar tintes organicos naturales para tefir
materiales textiles, debido a su alta inestabilidad tanto a la luz como a los lavados. Es
por ello que en este campo se ha enfocado la investigacion a la sintesis de nuevos
compuestos derivados de los tintes naturales, que presenten mayor estabilidad y

mejoras en los procesos de tincion textil, ya que la tincion directa con los productos
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naturales implica el uso de mordientes (agentes de fijacion). Los mordientes mas
comunes son sales metdlicas de hierro, cromo, cobre y aluminio o compuestos
organicos como el acido tanico y el acido tartdrico, los cuales actian formando un
complejo con el tinte natural en la fibra textil. Estos complejos no son solubles, y por lo
tanto son mas resistentes a los procesos de lavado. Como resultado final, los
mordientes ademds de aumentar la solidez del proceso de tincion, también realzan el

color y el brillo del tinte natural.

I O OH

) ) XD "
R T

o H o

H
Br

1:R
2:R
Figura 2. Primeros colorantes naturales utilizados.
En 1771 se sintetizé el acido picrico (4) (Figura 3), primer tinte sintético. Este
compuesto se obtuvo después de tratar el indigo con acido nitrico. Se utilizaba para

dar un suave color amarillo-verdoso a los materiales. Este tinte no fue muy usado

debido a su baja estabilidad.!

OH
0,N NO,

NO,

Figura 3. Acido picrico.

Fue en 1856 cuando un cientifico llamado William Henry Perkin sintetizd por primera
vez un tinte de tonalidad purpura, la Mauveine (5) (Figura 4). Este descubrimiento fue
pura serendipia ya que el propdsito de su trabajo era preparar la quinina a partir de la
anilina. Perkin, al ver el gran éxito que tuvo su descubrimiento, decidié patentar su

nuevo tinte y comercializarlo. Fue a partir de este momento cuando la industria del
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tinte se intensificd y emergid en paises como Alemania, Francia y Gran Bretana. La
mayoria de los cientificos de este campo, trabajaban utilizando como producto de
partida principalmente la anilina, adoptando un enfoque ampliamente empirico para
su conversiéon hacia compuestos con color. Este hecho dio lugar al descubrimiento de
varios tintes textiles sintéticos con potencial comercial. De hecho, el término 'Aniline

Dyes' fue durante muchas décadas sindonimo de tintes sintéticos.

Entre los descubrimientos iniciales destacan también los tintes de tipo triarilmetano,
entre los cuales, el primer derivado comercial (1859) fue el Magenta (Fucsina) (6,
Figura 4). A partir de ese momento surgieron una amplia gama de nuevos tintes del
tipo triarilmetano, los cuales resultaron tener caracteristicas superiores y su
preparacion resultd mas econdmica que la produccién de la Mauveine. Todos estos
tintes pueden ser considerados como ejemplo de los primeros tintes sintéticos, y se

siguen utilizando en la actualidad.?

©)
H,N NH,
NS O y ‘
lo
H,N N O

NH,

Iz

Figura 4. Mauveine (5) y Magenta (6).

Unos afios mas tarde, Peter Griers desarrollé la reaccién de diazotizacidén y con ella
empezo6 la quimica de los tintes de tipo azoico, que constituye una de las clases mas
importantes y variadas de tintes sintéticos. Griers demostrdé que al tratar una amina
aromatica con acido nitroso daba como producto una sal inestable (sal de diazonio), la

cual se podia utilizar para preparar compuestos con colores intensos.

Concretamente, la manera que propuso para sintetizar los primeros compuestos azo
fue mezclar un equivalente de una amina aromatica con medio equivalente de acido

nitroso, asi que la mitad de amina no reaccionante actuaba como agente de
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acoplamiento en el proceso de formacion del compuesto azo. El primer compuesto azo
gue se comercializé fue el 4-aminoazobenceno (7) o amarillo de anilina, preparado a
partir de esta metodologia. Finalmente resultd no dar buenas propiedades de tincidn.
El valor real que obtuvieron este tipo de compuestos fue a partir del descubrimiento
de que se podia llevar a cabo el acoplamiento de diferentes compuestos azo. Este
hecho llevd a la industria textil a conseguir un amplio abanico de colores. El primer
compuesto comercial de este tipo fue la Crisoidina y fue ya en 1879 cuando se
comercializd el Biebrich Scarlet (8), un tinte conteniendo dos grupos azo en su

estructura, asi como un grupo sulfonato en dos de sus anillos (Figura 5).*

@_N \ NaO;,S—@—N“ HO
‘N—@—NHZ N—Q—N\\
7 v,

Figura 5. Amarillo de anilina (7) y Biebrich Scarlet (8).

Con el tiempo se fue demostrando que las rutas sintéticas que se desarrollaban para
preparar todo este tipo de tintes eran mucho mas asequibles, limpias, efectivas y
econdmicas que los métodos tradicionales de extraccidon del tinte de fuentes naturales,
ademas de versatiles ya que se podian crear estructuras nuevas que emitieran color.
Como consecuencia de este hecho, el campo de los tintes de tipo carbonilo, en
particular la antraquinona (9, Figura 6) y sus derivados, también se desarrollé a nivel
industrial siendo hoy en dia el segundo tipo de tintes mas utilizados, por detras de los

de tipo azo.

(0]

LI

Figura 6. Core de antraquinona.
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A mediados del siglo XX, todavia se iban descubriendo nuevos colorantes y pigmentos
gracias al interés por parte de la industria en este sector. El descubrimiento mas
significativo fue el de las ftalocianinas y sus derivados, los cuales se han convertido en
uno de los grupos mas importantes de pigmentos organicos con coloracién azul y
verde. El descubrimiento de este tipo de tintes fue fortuito, en 1928 un quimico de
Scottish Dye, Grangemouth observé la presencia de una impureza azul en el crudo de
reaccion entre anhidrido ftalico y amoniaco para producir la ftalimida. Al aislar y
analizar la impureza azul, vio que se trataba de una ftalocianina de hierro; el hierro

provenia de las paredes de los reactores utilizados para preparar la ftalimida.

A partir de este descubrimiento, los cientificos de la época centraron su investigacion
en la sintesis de mas derivados de este tipo de tintes, y fue entonces cuando la
ftalocianina de cobre (10, Figura 7), tomd un protagonismo excepcional respecto otros
derivados de ftalocianinas. Es un pigmento capaz de proporcional un color azul
intenso, brillante y ofrece excelentes resultados en el proceso de tincion. Ademas
puede ser manufacturado a bajo coste y obtenido con excelentes rendimientos
quimicos a partir de materiales de partida econémicos y facilmente asequibles. El
descubrimiento de este producto en particular, dio de nuevo un empuje a la industria

para seguir investigando en la quimica de los colorantes y pigmentos.

Sord
R

Figura 7. Ftalocianina de cobre (10).

A medida que iba pasando el tiempo y con él el avance de la investigacion en el campo
de los tintes, la industria textil se centré en la mejora de las interacciones entre el

colorante o el pigmento con las fibras textiles, para asi poder mejorar los procesos de
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tincion del material. El avance mds destacable durante el siglo XX fue el proceso de

tincidn con tintes reactivos.*

3.1.2 Tintes reactivos o bifuncionales

Los tintes reactivos® se caracterizan por contener grupos funcionales a través de los
cuales se pueden anclar a las fibras textiles formando un enlace covalente.
Normalmente esta unidn se realiza entre un carbono de la estructura del tinte reactivo
y un oxigeno, azufre o nitrégeno de la superficie del material a teiiir. De esta manera

se aumenta la estabilidad del tinte sobre la fibra y su resistencia al lavado.

Fue en el afio 1954 cuando la empresa Imperial Chemical Industries (ICl) descubriod el
primer grupo para convertir los tintes en reactivos: el grupo 1,3,5-triazina. Fue tal el
éxito y la utilizacién de los tintes reactivos que al cabo de 2 anos se produjo la
introduccion al mercado de éstos con el derivado de triazina en sus estructuras,
utilizdndolos basicamente para fibras de algoddon. Se utilizaban condiciones
ligeramente alcalinas para llevar a cabo el anclaje del tinte reactivo, hecho que no

provocaba la degradacién de las fibras.

En el Esquema 1 se puede observar la representacion de las partes constituyentes de la
estructura general de un tinte reactivo, donde se pueden distinguir 4 bloques

esenciales: el cromoforo, el grupo hidrofilico, el conector y el grupo reactivo.

Como su propio nombre indica, el cromdéforo es la parte que aporta color a la
estructura. Normalmente los anclajes de los tintes reactivos a las fibras textiles se
realizan en medios acuosos, es por ello que se requiere el grupo hidrofilico, el cual
suele ser un grupo sulfonato, por lo tanto estos tintes suelen ser sales anidnicas. Este
grupo funcional suele estar unido a la estructura del croméforo, aunque en ocasiones
forma parte del grupo reactivo. La parte enlazadora sirve para conectar el croméforo
con el grupo reactivo. Y finalmente el grupo reactivo es esencial para formar un tinte
reactivo, ya que es la parte que se encarga de reaccionar con la fibra textil y, por
consiguiente, anclar covalentemente el tinte a ésta, proporcionandole color duradero

al material en cuestion.
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-

d

v

-

. ) s
AN o7 d
\\\\ //// E /

Grupo hidrofilico

Esquema 1. Representacion de la estructura de un tinte reactivo.

3.2 Elindigo, 1

El indigo se ha utilizado desde tiempos remotos y es uno de los tintes mas antiguos
usado por la humanidad. Hay evidencias que sugieren que el indigo ya se utilizaba para

tediir las telas de las momias del Antiguo Egipto.*

Como se ha comentado anteriormente, antes del boom de la produccion de los tintes
sintéticos del siglo XIX, el indigo, como muchos otros tintes, se obtenia de las plantas5
En Europa, se cultivd Dyer's Woad (Isatis tinctoria L.), o en espafiol el glasto de Dyer,
para la produccién de indigo y se utilizaron especies como la Indigofera (por ejemplo,
Indigofera tinctoria) en los trépicos. La arpillera de Dyer (Polygonum tinctorium) fue
cultivada para obtener indigo en China y Japdn. Es una planta bienal herbacea de clima
templado y produce rosetas de hojas en el primer afio (Figura 8). Este tipo de plantas

se cosechan para la produccién del indigo.®

Figura 8. Planta Isatis tinctoria L.
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El indigo tropical alcanzé los mercados europeos en el siglo XVII. El indigo producido en
la India y Java reemplazd el glasto de tal manera que el cultivo de esta planta se redujo
hasta que desaparecié por completo a principios del siglo XX debido a la aparicién del
indigo sintético en los mercados. Después aparecieron otros tintes sintéticos azules
con cualidades superiores al [ndigo, hecho que hubiera arruinado la industria
relacionada con la produccién del indigo sintético si los pantalones vaqueros no
hubieran comenzado su invasién en la vida cotidiana de la cultura occidental después
de la segunda guerra mundial.* Recientemente, ha surgido la necesidad de buscar
alternativas sintéticas para la produccion de los productos elaborados a partir de
fuentes no renovables, como los colorantes procedentes del petrdleo, para ello hay
investigaciones en curso sobre el desarrollo de métodos para producir indigo a partir

de rutas biosintéticas, como pueden ser las enzimaticas a partir de bacterias.’

3.2.1 Produccién del indigo

La estructura del indigo fue sugerida por primera vez por von Bayer en 1869 y su
primera sintesis comercialmente exitosa se basé en el proceso publicado por Heumann
en 1890.% La empresa multinacional BASF empezd con su produccidon en 1897.° Esta
sintesis consistia en la formacion del indigo a partir del 4cido indoxil-2-carboxilico, el
cual provenia de la reaccidon entre el hidroxido de sodio y el acido 2-
(carboximetil)amino)benzoico, a través de una adicion alddlica intramolecular,

descarboxilacién y oxidacién (Esquema 2).
H 0 H H (0}
N\)LOH NaOH N on N o, H
—_ _ = _ = —_—
C :COOH o O N 0
(o) o) o) H
1

Esquema 2. Sintesis del indigo por BASF.’

Otra de las metodologias mas antiguas, faciles y utilizadas para la sintesis del indigo es
la Bayer-Drewsen, la cual consiste en una reacciéon tipo alddlica entre el o-

nitrobenzaldehido y la acetona en medio acuoso basico. Normalmente la acetona se
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utiliza en exceso como codisolvente (Esquema 3).2° La sintesis del indigo utilizando

esta metodologia se ha estado empleando durante mas de 100 afios en la industria.™

(o)
o 2 N NaOH O H
H H20 N
- K (L= 12
NOZ H

Esquema 3. Sintesis del indigo, metodologia de Bayer-Drewsen.*°

Otra alternativa a la sintesis quimica del Indigo, es la produccién de éste a través de
bacterias degradadoras de hidrocarburos.?> Un ejemplo de aplicacion de esta
metodologia se llevd a cabo en el grupo de Berry et. al,*® el cual desarrollé un proceso
de fermentacion de la glucosa utilizando un cepa de bacterias recombinadas
genéticamente entre Escherichia coli y Pseudomonas putida para formar el indigo. Sin
embargo, este método produjo también Indirubina (11, Figura 9), la cual dio tono rojo

indeseable al resultado de tincion.

Figura 9. Indirubina.

3.2.2 Propiedades del indigo

El indigo, también conocido como Indigotina, se presenta a temperatura ambiente y
presién atmosférica, como agujas de color azul-violeta oscuro.'* Se trata de una
molécula cuasiplanar de dimensiones aproximadas de 4.8 x 12 A que sublima por
encima de 170 °C." Este tinte es insoluble en agua y poco soluble en la mayoria de los
disolventes comunes. Su solubilidad se ve timidamente incrementada a medida que la
polaridad del disolvente orgénico aumenta.'® Esta insolubilidad es debido a las fuertes

interacciones intermoleculares: puentes de hidréogeno (que se producen entre los

24



Capitulo I: Introduccion a los tintes

atomos de hidrégeno y nitrégeno u oxigeno, respectivamente) y m-stacking (que se
producen entre los anillos arométicos de los cristales del indigo).?’ Estas interacciones
también explican el elevado punto de fusién de los cristales del indigo (~ 390 °C), asi
como su cambio de color batocrémico o hipsocrémico al cambiar de fase.! En la fase
gaseosa donde se encuentran las moléculas del indigo aisladas, su color es rojo. En
disolventes no polares es violeta, pero en fase solida y en disolventes polares, asi como
cuando se aplica a textiles como tinte vat (vide infra), es azul.’® El color del indigo

depende también de los sustituyentes en los anillos arométicos y de su entorno.*

En cuanto a la biocompatibilidad, el indigo tiene una baja toxicidad versus los
mamiferos y no hay indicacién de sensibilidad en los seres humanos después de
repetidas aplicaciones sobre la piel. El indigo se clasifica como un tinte vat, su forma
neutra presenta insolubilidad en agua mientras que su forma anidnica es soluble;
industrialmente se utiliza el reductor ditionito de sodio para realizar el proceso de

tinciéon (Esquema 4).%

Medio basico

® 0O
0 Na;S,0, Mo
H reduccion N
D KT
N €t N
H oxidacion H
o) Q0 ®
OM
indigo, 1 Leuco indigo

Esquema 4. Reduccién del indigo.

Presenta una estabilidad moderada-alta a la luz y es uno de los tintes naturales mas
fotoestable. Sin embargo, una pequefia parte del Indigo se degrada oxidativamente en
presencia de luz a productos como la isatina (12), el anhidrido isatoico (13) y el acido

antranilico (14) (Esquema 5).%
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Esquema 5. Degradacién oxidativa del indgo en presencia de luz.

Actualmente existen tintes sintéticos, especialmente tintes vat, con mejores
propiedades de solidez (fotoestables), de lavado y de blanqueo con cloro, que el
indigo, pero el desvanecimiento de color tan caracteristico de las telas tefiidas con
indigo es lo que lo ha mantenido tan popular en la industria de los pantalones

vaqueros.?

3.3 Triarilmetanos

Los triarilmetanos y sus andlogos son un tipo importante de tintes sintéticos utilizados
principalmente para la tincién de seda, lana, yute (planta herbacea y fibrosa), cuero,
algoddn y papel. Estos tintes son conocidos por su singular intensidad de color y sus

tonos brillantes de colores como el rojo, azul y verde.

Los derivados de triarilmetano son hidrocarburos con la férmula (Ar)sCH, donde el arilo
puede contener atomos de H, halégenos, grupos alquilo, alcoxido y amino. El
sustituyente mas conocido y usado es el grupo dimetilamino. Los compuestos mas
importantes pertenecientes a esta familia de tintes incluyen el famoso Verde de
Malaquita (15b) y Cristal Violeta (16), que son algunos de los tintes sintéticos mas

antiguos.23

Los derivados de triarilmetano de estructura (Ar)sCH son tintes leuco, los cuales no
tienen color. La conversion de la forma leuco a la forma cromatica es posible a través

de un proceso de oxidacién, el cual se puede llevar a cabo utilizando oxidantes
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guimicos o de forma fotoquimica, de esta manera el carbono central pasa de tener
hibridacion sp® a sp?, permitiendo una deslocalizacién extendida de los electrones a lo

largo de la molécula (Esquema 6).*

QO . C
L0, LT

15a: R=H \

15b: R = H: Verde de Malaquita
16: R = N(Me),: Cristal Violeta
17: R = NHMe: Violeta de metilo

Esquema 6. Formas leuco y cromaticas de los triarilmetanos.

Estos tintes proporcionan colores extremadamente intensos y brillantes que cubren
practicamente toda la gama de tonalidades, pero generalmente son inferiores en
propiedades técnicas en comparacidon con los tintes tipo azo, carbonilo
(antraquinonas) y ftalocianina, como consecuencia su importancia ha disminuido a lo

largo de los afios.

Cuando los tintes tipo triariimetano presentan un puente heteroatdomico entre dos

arilos se pueden clasificar de la siguiente manera (Tabla 1):
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Tabla 1. Clasificacidn de los tintes tipo triarilmetano.

®
R,N Y. NR,
2ee

Y Tipo
-O- Xanteno
-S- Tioxanteno

-NR- Acridino

También es conocido que poseen diversas propiedades bioldgicas tales como
antifungica, antiproliferativa, antiviral y citotdxica, anti-VIH, actividad en el sistema

nervioso central (SNC) y fototoxicidad hacia células tumorales.?

3.3.1 Historia y sintesis de los triariimetanos

Los tintes tipo triariimetano se encuentran entre los tintes industriales mas antiguos.
Al principio se preparaban a través de métodos descubiertos empiricamente, ya que
no se tenia conocimiento de sus estructuras. Por ejemplo, el primer proceso industrial
para sintetizar Fucsina (6, Figura 4) fue desarrollado por Verguin en 1859. En 1861,
Lauth fue capaz de sintetizar por primera vez el tinte Violeta de Metilo (17, Esquema
6). No fue hasta 1876 que Michler hizo reaccionar fosgeno (18) con N, N-dimetilanilina
(19) para obtener 4,4'-bis(dimetilamino)benzofenona (20) (Esquema 7),%° la cual es
conocida como la cetona de Michler y se utiliza como compuesto de partida para la
sintesis de muchos tintes triarilmetano, como por ejemplo el Cristal Violeta (16,

Esquema 6), que fue sintetizado por Caro y Kern en 1883.

Unos afios antes, concretamente en 1877, O. Fischer sintetizd por primera vez el Verde
de Malaquita en su forma leuco (15a) utilizando como compuestos de partida el
benzaldehido (21) y la dimetilanilina (19),% hoy en dia este proceso todavia se utiliza

industrialmente (Esquema 7).
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Esquema 7. Arriba: Preparacion de la cetona de Michler, precursor de triarilmetanos.?® Abajo:

Preparacion de la forma leuco del Verde de Malaquita.”

En 1971, Kast, Baumann y Mayer desarrollaron un proceso para la oxidacion catalitica

de la forma leuco del triarilmetano con oxigeno atmosférico.?®

Nota: Todos los tintes tipo triarilmetano citados a continuacion se encuentran en la

Figura 10.

El uso de la Lactona Cristal Violeta (22) para la produccion de papel auto-duplicado se

conoce desde 1963.%

Los tintes tipo trifenilmetano conteniendo un grupo acido se produjeron inicialmente
por sulfonacion de sus respectivos tintes basicos (cationicos). Los colorantes acidos de
trifenilmetano basados en anilina sustituida, resultaron ser particularmente eficaces
para tefiir lana. La introduccién de un grupo acido sulfénico en la posicidon orto al
sustituyente carbono metino (carbono central del triarilmetano en forma cromatica,
hibridacién sz) resultd ser un avance considerable para mejorar la solidez del
respectivo tinte basico. El primer colorante de este tipo fue el Azul Patentado V (23),
que fue obtenido por Hermann en 1888 tratando 3-hidroxibenzaldehido con
dietilanilina, seguido por una sulfonacion. Hoy en dia este tinte se utiliza como

colorante alimentario.
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El primer tinte de hidroxitrifenilmetano, acido Rosdlico (24) (utilizado como indicador
de pH en el rango 5.0 - 6.8, viraje de amarillo a rojo), lo sintetizd Runge en 1834. En
1871, Von Bayer prepard Fluoresceina (25) (utilizada como indicador de las venas del
cuerpo) por condensacion de anhidrido ftalico con resorcinol, a partir de la cual H.
Caro, junto con Von Béyer, produjeron Eosina (26) tras una bromacién (se utiliza en la
industria textil, en estudios biolégicos y para dar coloracion a la gasolina). Los primeros
tintes de Rodamina, como la famosa Rodamina B (27) (se utiliza en biologia como un
medio de tincion fluorescente), fueron descritos por BASF en 1887 y las primeras
sulforodaminas (28) por Steiner en 1906. Los tintes tipo fluorano (lactonas de xanteno)
han alcanzado una importancia econdmica considerable como sustancias croméforas,
ya que cuando se encuentran en forma de lactona estan en su forma leuco, y una vez
se abre la lactona y se forma el 4cido, el compuesto se encuentra en forma cromatica
y, por lo tanto, da color. Estos compuestos se utilizan como indicadores al cambio de
calor, pH,..., como por ejemplo la bien conocida y utilizada Fenoftaleina (29). Los
primeros fluoranos utilizados para auto-duplicar el papel fueron producidos por Fuji en
1967. Se utilizaron para producir coloraciones naranjas, como por ejemplo el 3-
dietilamino-7, 8-benzofluorano (30), y verdes, utilizando por ejemplo el 3-dietilamino-
7-n-dodecilaminofluorano (31).3'0 En 1969, NCR descubrié que tintes de triarilmetano
tipo fluorano con un metilo en la posicion 6 poseian una coloracidon negra, este
descubrimiento fue todo un éxito, ya que hasta el momento para conseguir el color
negro, se realizaba una mezcla de tintes naranja, rojo, verde y violeta. Un ejemplo de
tinte de coloracién totalmente negra es el 3-dietilamino-6-metil-7-anilinofluorano (32).
Estos son solo unos cuantos ejemplos de los muchos triarilmetanos que existen hoy en

dia.
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/N\
22 23
Br Br
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Figura 10. Ejemplo de tintes de tipo triarilmetano.
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3.3.1.1 Verde de Malaquita, 15b

Tal y como se ha comentado anteriormente, uno de los tintes tipo triarilmetano mas
importantes es el Verde de Malaquita (15b, Esquema 6) (MG). Este compuesto se
prepara gracias a la condensacidon del benzaldehido con la N,N-dimetilanilina en
presencia de un acido. De esta manera se obtiene la forma leuco del compuesto (LMG,
15a); para obtener la forma cromatica, se utilizan oxidantes quimicos o bien un

proceso fotoquimico en presencia de HCl, por ejemplo.

El cloruro del Verde de Malaquita (15b) es una sal soluble en agua y en disolventes
polares miscibles en agua. Por lo tanto es un tinte adecuado para la produccion de
tintas para impresion flexografica; tipo de impresion que utiliza una placa flexible con

relieve (Figura 11).

2. Tinta

3. Presion

Figura 11. Impresidn flexografica.

El Verde de la Malaquita (15b) se utiliza para tefiir papel, textiles, cuero, ceras y
producir tintas. Este produce tonalidades profundas y se emplea en mezclas de tintes
para dar tonos profundos, particularmente negro y azul marino en fibras de
poliacrilonitrilo. El Verde de la Malaquita (15b) se puede utilizar como indicador para la

determinacién cuantitativa de soluciones acuosas fosfatadas.’

En diagndsticos médicos, se utiliza el LMG (15a) para detectar cuantitativamente
trazas de perdxido de hidrégeno en presencia de una peroxidasa observandose un
cambio de color (vide infra).>* La ciencia forense, utiliza la forma LMG para la deteccién

de sangre. La hemoglobina cataliza la reaccidon entre el LMG y el perdxido de
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hidrégeno, convirtiendo el LMG incoloro en su forma cromatica al oxidarlo, MG. Por lo

tanto, la aparicién de color verde indica la presencia de sangre.*

También es conocido que el MG (15b) posee propiedades microbicidas y se utiliza en
sistemas de depuracion, como por ejemplo en piscifactorias, ya que este compuesto es
activo contra Oomycete Saprolegnia, que infecta los huevos de los peces de los

acuarios. Ademas, se utiliza como antibacteriano.>*

Un tratamiento muy popular en el cual se utiliza este compuesto es contra
Ichthyophthirus multifillis en acuarios de agua dulce. Ademas también se puede utilizar
para tenir células y realizar andlisis microscopicos en biologia celular. Raramente,
también se puede utilizar como indicador de pH entre 0.2-1.8, virando de color de

amarillo a verde.

El Verde de Malaquita (15b) se conoce a través de sus nombres comerciales: Aizen

Malachite Green (Hodogaya), Astrazon Green M (Bayer) y Basazol Green 14 L (BASF).

3.4 El noveno elemento: El fluor

La palabra flidor proviene del latin fluere (‘fluir’). Este elemento fue aislado como
elemento independiente por el quimico francés Henri Moissan en el 1886, hecho que
lo hizo merecedor del Premio Nobel de Quimica el afio 1906.% Sin embargo, este
elemento ya habia sido previamente descubierto por Georgius Agricola en el afio 1529,
a partir de una de sus fuentes minerales: la fluorita, CaF,. Unos cuantos afios mas
tarde, en 1771, Karl Scheele observd que al mezclar este mineral con acido sulfurico se
desprendia un gas corrosivo para el vidrio, el acido fluorhidrico (HF). Fue entonces, a
partir de este gran descubrimiento, que los cientificos en este campo dirigieron su
investigacion a experimentar con el acido fluorhidrico, aunque muchos de los ensayos
que realizaron acabaron en tragedia. Siendo conscientes de la gran dificultad de
manipulacion de los compuestos de fldor, no fue hasta la Segunda Guerra Mundial que
se empezd a dominar su reactividad y a desarrollarse la quimica del fldor. Fue en esta
época cuando aparecid la primera produccién comercial del fldor destinada a la

fabricacion de la bomba atémica del proyecto Manhattan con la obtencién del

33



Capitulo I: Introduccion a los tintes

hexafluoruro de uranio, UFs. Este se utilizaba como gas portador para la separaciéon de
los isétopos de uranio por difusion. Cabe decir que este proceso se sigue utilizando hoy

en dia para aplicaciones relacionadas con la energia nuclear.

El flior es omnipresente en la naturaleza, se encuentra en innumerables fuentes, ya
sea constituyendo miles de minerales, disuelto en aguas de rios y mares (1-1,4 ppm) o
bien formando parte de los seres vivos. Los minerales mas relevantes donde se
encuentra presente son la Criolita (AlFs3:3NaF), la Fluorita (CaF,) y la Fluorapatita Cas
(PO4)sF, que es el mas abundante. El mero hecho que sus fuentes sean de la corteza
terrestre hace que este halégeno sea el mas abundante entre todos sus homédlogos del

grupo 17 de la tabla periédica.*®

3.4.1 Compuestos organofluorados

Un compuesto organofluorado se caracteriza por tener al menos un atomo de
hidrégeno sustituido por un atomo de fldor en su estructura. Cuando nos encontramos
frente a una sustitucidon total de los atomos de hidrégeno por atomos de flior,
hablamos de compuestos perfluorados. El simple hecho de que una estructura
organofluorada sélo contenga un fllor, hace que las propiedades de dicha estructura
difieran significativamente respecto a su homdlogo hidrocarbonado. Cuantos mas
atomos de fldor haya en la estructura, mayor es la diferencia de las propiedades con su

homologo.

Es por ello que los compuestos polifluorados se caracterizan por tener unas
propiedades tanto fisicas como quimicas propias y especificas. Generalmente este tipo
de compuestos presenta una elevada estabilidad térmica y quimica, resistencia al
agua, alta hidro- y lipofobicidad y una baja tensién superficial, ya que este tipo de

compuestos tienen una baja interaccion intermolecular con otro tipo de sustancias.>
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Es tal la importancia de este tipo de compuestos hoy en dia, que se les ha dedicado
diversas monografias.®® Ademds, existe una revista donde se publica Unica vy

exclusivamente articulos sobre los compuestos organofluorados (Journal of Fluorine
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Chemistry, editada por Elsevier). Casi toda la informacidon relacionada con los
compuestos organofluorados de este manuscrito, se ha extraido de las monografias

citadas anteriormente.

3.4.1.1 Historia de los compuestos organofluorados

Los inicios de la quimica de los compuestos organofluorados datan el afio 1835,
cuando Jean-Baptiste y Eugene Melchior fueron capaces de preparar por primera vez
el CHsF a partir de la mezcla de KF y (CHs3),SO4 a alta temperatura. Unos 20 anos mas
tarde Edmond Frémy obtenia el fluoroetano. En 1892, Fréderic Swarts consiguid
obtener compuestos organofluorados a partir del intercambio de atomos de cloro por
atomos de flior de compuestos clorados utilizando SbFs; dicho intercambio se conoce
como halogen exchange y se sigue utilizando hoy en dia para obtener algunos
compuestos organofluorados. Ademads, Swarts también utilizé zinc o el proceso de
dehidrohalogenacion en medio basico para la formacion de alquenos polifluorados.
Swarts dedicé unos 40 anos de su vida cientifica a la quimica del fldor, es por ello que

se le considera uno de los pioneros en este tipo de quimica.

A partir de los descubrimientos obtenidos en la quimica del fldor, diversos cientificos
intentaron mezclar directamente F, con C, obteniendo reacciones muy violentas, sin
embargo, en 1930 se pudo establecer unas condiciones éptimas de esta reaccion para

poder obtener perfluoroalcanos de hasta 6 atomos de carbonos.*

En 1931, la industria de los fluidos refrigerantes centrd su atencion en los compuestos
clorofluorocarbonados (CFC's) o Freones®, los cuales se obtenian a partir de la
metodologia de halogen exchange. El estudio de los freones derivé a la preparaciéon
del tetrafluoroetileno (TFE) por parte de la empresa DuPont, con tal de utilizar este
compuesto como gas refrigerante. Al abrir los recipientes de acero donde se
almacenaba este gas, se encontré por sorpresa con un polvo blanco altamente
resistente tanto fisica como quimicamente; totalmente insoluble en cualquier
disolvente y muy dificil de mecanizar. Este producto era fruto de la polimerizacién del

TFE, es decir era un polimero muy bien conocido hoy en dia: el Teflén® (Esquema 8).
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Esquema 8. Obtencion del PTFE.

Los compuestos tipo perfluoroalcanos también fueron utilizados en el ambito militar
como refrigerantes, lubricantes y disolventes, debido a su alta resistencia térmica y
quimica. El hecho de que estos compuestos fueran tan utiles, hizo que durante la
Segunda Guerra Mundial se explotara este campo generandose grandes avances en lo
que respecta a la quimica organofluorada desarrollandose: métodos para producir
grandes cantidades de HF anhidro, la fluoracidon electroquimica utilizando HF, la
obtencién de yoduros de perfluoroalquilos optimizando el proceso de halogen

exchange, y la polimerizacion y telomerizacion, entre otros.

Al acabar la guerra, todos estos conocimientos fueron expuestos a los cientificos del

momento, los cuales continuaron desarrollando este tipo de quimica.

3.4.1.2 Propiedades de los compuestos organofluorados

Las propiedades fisicas mas remarcables de este tipo de compuestos provienen de la

combinacion de dos caracteristicas principales del fldor:

- Una gran electronegatividad. Es bien conocido que el fluor es el elemento mas
electronegativo de la tabla periddica (X= 3,98), lo que provoca que el enlace C-F se
encuentre muy polarizado (~ 1,4 D).

- Tamafio mayor al del hidrégeno. El hecho de que el fltor sea un 23 % mas grande que
el hidrégeno causa una distorsién en la conformacion de las cadenas
perfluorocarbonadas. Los hidrocarburos lineales adoptan una conformacioén en zigzag,
mientras que las cadenas perfluoradas presentan una conformacién intrinseca de tipo
helicoidal, causada por las repulsiones estéricas provenientes de los atomos de fluor

enlazados a los carbonos de las posiciones relativas 1,3 de la cadena (Figura 12).
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a) Repulsiones estéricas

Figura 12. Conformacidn en zigzag del decano (a) comparado con la conformacion helicoidal
del perfluoroctano (b). Representacion de las repulsiones estéricas de los 4&tomos de fldor en

las posiciones 1,3 en cadenas perfluoradas.

Por esta razdén, los momentos dipolares dentro de la cadena se anulan entre si, de
modo que se obtienen compuestos muy apolares, menos polares que sus homaologos
hidrocarbonados respectivos. Esta baja polaridad provoca que los compuestos
organofluorados también tengan una baja energia de vaporizacion (AH,), baja
constante dieléctrica (g) y un bajo indice de polaridad (Ps), respecto a sus homdlogos
hidrocarbonados.”® Sin embargo, en el caso de los compuestos polifluorados, el
momento dipolar no se cancela totalmente, por tanto, estas propiedades aumentan

por encima de los valores de los homdlogos hidrocarbonados (Figura 13).*!

F F
F, A F%(\/
LA AN
F"YW.’;F FE FF
F FFFF
£=1.69 £=1.89 £€=5.99

AH,(Kcal-mol™?)= 6.7 AH (Kcalmol™)=6.9  AH,(Kcal-mol™®)=7.9

Figura 13. Influencia del grado de fluoracién en las constantes dieléctricas y las energias de

vaporizacién de los compuestos organofluorados.

El gran impedimento estérico en torno a los atomos de carbono y la baja
polarizabilidad de estos compuestos hacen que tengan muy pocas interacciones
intermoleculares con el resto de las moléculas, por lo tanto, presentan propiedades
hidro- y lipofdbicas. Ademas, debido a esta poca interaccion intermolecular, estos
compuestos se caracterizan por tener menores puntos de ebullicion que sus

respectivos homdlogos hidrocarbonados. Por ejemplo, el n-hexano hierve a 69 °C,
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mientras que su equivalente perfluorado lo hace a 57 °C. Ademds se conoce que las
ramificaciones de los compuestos perfluorados no afectan apenas al punto de
ebullicién, hecho que corrobora la poca interaccion intermolecular de estos
compuestos.

Otra consecuencia de la baja interaccién intermolecular son las extremadamente bajas
tensiones superficiales de los perfluoroalcanos; son de las mas bajas que se conocen
entre los compuestos organicos.

Los liquidos perfluorados tienen una baja capacidad para actuar como disolventes, y
solo lo hacen hasta un cierto punto con compuestos organofluorados o moléculas
pequefias. Este ultimo hecho sucede gracias a la presencia de cavidades que se crean
en la estructura del disolvente, debidas a la rigidez, baja interaccidn intermolecular y
geometria de los compuestos perfluorados. Hay que resaltar que la capacidad como
disolvente de este tipo de compuestos depende de la temperatura, por lo que

presentan solubilidades y miscibilidades termomorficas.

3.4.1.3 Propiedades quimicas de los compuestos
organofluorados

Los compuestos polifluorados son muy resistentes quimicamente debido a la elevada
energia del enlace covalente C-F (452-531 kJ - mol™), luego, cuanto mas enlaces C-F
posea una molécula, mas estable quimicamente sera.

El elevado impedimento estérico alrededor de los atomos de carbono presentes en las
cadenas perfluoradas hace practicamente imposible el ataque de nucledfilos a estas
posiciones, por lo que es necesaria la ayuda de un acido de Lewis externo, como el
AlICl3, con el fin de poder activar estos carbonos electrofilicos.

La gran electronegatividad del atomo de fldor produce un gran efecto en las
propiedades acido-base de los compuestos organofluorados. Es decir, la sustitucién de
al menos un atomo de hidrégeno por un atomo de fldor en una molécula, hace que se
incremente la acidez del compuesto, por ejemplo la acidez del CF3COOH (pK,= 0.52) es
cuatro ordenes de magnitud mayor que la acidez de su homdlogo CH3;COOH (pK,=

4.76) (en agua). El efecto inductivo que produce el flior también hace que se reduzca
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la basicidad de las bases organicas, aproximadamente, en el mismo orden de magnitud
(tabla 2).

Tabla 2. pK, de acidos organicos en comparacién con sus analogos fluorados (izquierda). pK, de

bases organicas en comparacién con sus analogas fluoradas (derecha).

Acido pK, Base pk,
CH;COOH 4.76
CF,COOH 0.52
CsHsCOOH 421
CcF<COOH 1.75
CH;CH,OH 15.9 CH3CH,NH, 3.3
CF5CH,OH 12.4 CF5CH,NH, 8.1
CsHsOH 10.0 CsHsNH, 9.4
C.FsOH 5.5 CeFsNH, 14.36
a) En agua.

3.4.1.4 Tintes fluorados

Con el paso de los afios se ha ido incorporado atomos de fluor a los tintes con el fin de
mejorar y/o cambiar sus propiedades y asi poder utilizarlos para diferentes
aplicaciones. Principalmente, se han incorporado grupos CF3; a colorantes tipo azo
(colorantes 33 y 34, Figura 14), creando asi nuevos tintes utilizados para tefiir a través
de la tecnologia de transferencia de impresion termal, ya que la presencia de fluor en
sus estructuras hace que estos colorantes sean térmicamente mas estables.*? También
se han descrito tintes con mas porcentaje en fluor debido a la presencia de cadenas
polifluoradas en sus estructuras, los cuales se han utilizado en el tratamiento de
materiales, como por ejemplo, la madera y el poliéster, para conseguir una mayor
resistencia.””> Ademds se han empleado ftalocianinas fluoradas, que presentan
actividad en terapias fotodindmicas contra tumores cancerigenos y el disefio
polifluorado permite un acceso mayor a las células cancerigenas (colorante 35, Figura

14).** Los tintes tipo triarilmentano, también han sido fluorados para examinar su
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toxicidad ante la levadura Saccharomyces Cerevisiae y ante las células epiteliales del
ovario humano (colorantes 36, Figura 14).*

También se ha documentado que los colorantes 37 y 38 (Figura 14) se emplean como
tintes y fotoestabilizantes en medios fluorados.*®

En otros casos se aprovecha el efecto electroatrayente de las cadenas perfluoradas

para obtener propiedades de fluorescencia en medio perfluorado (39, Figura 14).*?
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Figura 14. Ejemplos de tintes fluorados y polifluorados.
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3.5 Superficies hidrofobicas

En los ultimos afios, la comunidad cientifica, asi como la industria de recubrimientos,
han desarrollado superficies hidrofébicas con el fin de repeler el agua para asi mejorar
las propiedades de autolavado de los materiales, repeler bacterias ergo prevenir

infecciones superficiales de los materiales, evitar la corrosién, etc.

3.5.1 Superficies hidrofobas naturales

Hay muchos ejemplos de superficies hidréfobas naturales que incluyen plantas e
insectos. La superficie natural hidrofobica mas notable es la de |la hoja de loto (Figura
15). La repelencia al agua extrema que exhiben las hojas de loto es lo que inspird a los
cientificos a investigar inicialmente los fendmenos hidréfobos. De hecho, el término

"efecto de loto" sigue siendo sindnimo de comportamiento hidréfobo.

Figura 15. Flor de loto.

Este fendmeno es debido a la arquitectura micro y nanoscépica de la superficie de la
hoja de loto, lo que minimiza la adhesién de una gota de agua a esa superficie gracias a

la tension superficial del agua (Figura 16).
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LLLLLL LU L L

Figura 16. Rugosidad de la superficie.

3.5.2 Cuantificacion de la hidrofobicidad de los materiales

Para poder cuantificar la hidrofobia de la superficie de un material, se puede medir el
angulo de contacto que hay entre una gota de agua y dicha superficie. Cuanto mas
grande sea este dngulo de contacto, mayor serd la hidrofobia. Se conoce como
material superhidréfobo el que tiene un dngulo de contacto mayor a 150° entre la gota

de agua y la superficie de éste (Figura 17).*"*®

© = 4ngulo de contacto

Figura 17. Representacion del angulo de contacto.

3.5.3  Superficies hidrofobas sintéticas

Varios grupos de investigacion han fabricado superficies superhidréfobas sintéticas
utilizando una técnica basada en fotolitografia microelectrénica. En la Figura 18 se
puede ver a modo de ejemplo un conjunto de varillas de silicio fabricadas por esta
técnica por Bell Labs. El resultado fue una superficie superhidréfoba con un angulo de

contacto estético de aproximadamente 160°.*
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Figura 18. Superficie de varillas de silicio fabricada por Bell Labs utilizando la técnica de

fotolitografia.*’

En 2004, los investigadores Dr. John Simpson y Dr. Brian D'Urso del Oak Ridge National
Lab (ORNL) utilizaron técnicas de dibujo de fibra de vidrio para fabricar una serie de
picos de cono de vidrio (Figura 19 a). Estos conos tenian una periodicidad de 7 micrasy
una altura de 12 micras. Este conjunto superhidréfobo de nanoconos de vidrio es la
superficie mas repelente al agua del mundo jamas descrita, con un angulo de contacto
medido superior a 179°.>° Ademas en la Figura 19 b) se observa una imagen de un
disco de vidrio de 14 mm de diametro que tiene aproximadamente un millon de
puntas de cono rodeadas de agua. El conjunto de nanoconos es tan repelente al agua

que la superficie del disco practicamente no se moja. Los investigadores de ORNL

denominaron a este fendmeno el "efecto Moisés".

Figura 19. a): Superficie de vidrio con nanoconos. b): Efecto Moisés de una superficie de vidrio

con nanoconos.”®

Ademas de modificar fisicamente las superficies de diversos materiales, también se ha
conseguido obtener superficies hidrofobas utilizando recubrimientos que aportan
rugosidad a la superficie. Por ejemplo, se han utilizados nanoparticulas (SiO,, TiO; y

ZnO) funcionalizadas para aportar superhidrofobia a los materiales (Figura 20).>" 32
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Figura 20. Izq: Superficie de marmol funcionalizada con nanoparticulas de silice. Drcha: Gota

de agua sobre dicha superficie.™

En el campo de los materiales textiles también se han introducido los procesos de
nanotecnologia para aportar a este tipo de materiales propiedades hidréfobas, como
por ejemplo la tecnologia de electrohilado® (crear fibras en escala micro vy

nanomeétrica), la tecnologia de plasma®*y la tecnologia sol-gel.>

Cabe decir que estas tecnologias tienen algunos inconvenientes:
- Alto coste econdmico.
- Requieren estabilidad de las estructuras nanoscépicas formadas.

- Baja durabilidad de la propiedad hidrofoba o superhidréfoba por posibles problemas
de impactos en las superficies tratadas; puede ser que la rugosidad provocada en la

superficie se vea mermada a lo largo del tiempo por abrasion.

- Efectos surfactantes: el hecho de que una superficie con una rugosidad elevada sea
hidréfoba es gracias a la tensidon superficial del agua, en el caso de que el agua sea
modificada con un agente surfactante, esta tension bajard dramaticamente, haciendo

perder de esta manera la propiedad hidréfoba del material.

3.6 Antecedentes en nuestro grupo de investigacion

Durante muchos afios, nuestro grupo de investigacién ha ido desarrollando y ha
puesto a punto nuevas metodologias para introducir cadenas perfluoradas en
compuestos con la motivacidén puesta en las posibles aplicaciones que la polifluoracién
les puedan atribuir. Por ejemplo, se han preparado materiales hibridos organico-

inorganicos fluorados que se han utilizado como estabilizantes de nanoparticulas
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metdlicas para aplicaciones como catalizadores recuperables.”® Se prepararon también
macrociclos polifluorados con propiedades de cristales liquidos.>” Se ha estudiado el
uso de fosfinas fluoradas termomoérficas como organocatalizadores de adiciones de
Michael® y se descubrié que los derivados del acido galico fluorados son dtiles como

agentes gelificantes.>

El interés por la quimica de los materiales superhidrofébicos se remonta a un trabajo
de nuestro grupo de investigacidon que se publicé en el ano 2004, dénde de una forma
simple, se funcionalizaron aerogeles de silice de textura controlada y ricos en
terminaciones hidroxilo mediante agentes fluorantes de cadena larga para dar lugar a

materiales superhidrofébicos con contenido de hasta el 40 % en fldor.®°

Dando uso a estos conocimientos en la quimica organofluorada, se abrié una nueva
linea de investigacion dedicada a la preparacién y al estudio de diversos tintes que
contuvieran en sus estructuras largas cadenas polifluoradas con la intencion de
obtener tintes con un caracter tanto hidrofébico como lipofébico. Ademas, se
prepararon tintes reactivos (con un grupo reactivo capaz de enlazar el tinte de forma
covalente a una superficie de algoddn) con el fin de aplicarlos en el area textil y
obtener nuevos materiales coloreados que permitan repeler al mismo tiempo el aguay
la suciedad (aceites y grasas) y que se puedan aplicar en ropa para hacer deporte,
cortinas exteriores, paraguas, etc. La industria actual tiene un enorme interés por las
superficies hidréfobas artificiales. Su potencialidad radica, tal y como se ha dicho, en la
posibilidad de controlar la hidrofobicidad y la olefobicidad de diferentes materiales con
el fin de que posean propiedades de self-cleaning, anti-graffiti, anti-sticking,

antihumedad y anticorrosién (cristales de las casas, de los automoviles...)

En resumen la idea principal era aprovechar el proceso de tefiido, normalmente

presente en todo tipo de telas, para incorporar la hidrofobia al material.

El doctor Roger Soler, dedicé parte de sus Tesis Doctoral a la sintesis de diversos

nuevos tintes de tipo azo polifluorados (Figura 21).%% ©2
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Figura 21. Colorantes azoicos polifluorados preparados por el Dr. Roger Soler en nuestro grupo

de investigacidn.

Con el fin de medir la capacidad hidréfoba de estos tintes azoicos, se procedio a cubrir
la superficie de un vidrio portaobjetos con una capa fina de cada compuesto, a partir
de la técnica de recubrimiento por rotacién (spin-coating). Posteriormente, se
midieron los angulos de contacto de una gota de agua sobre la capa de los diferentes
compuestos (Figura 22). Tal y como se ha dicho anteriormente, cudn mas alto es el
angulo de contacto obtenido con una gota de agua, mayor hidrofobicidad presenta el
compuesto en cuestion. Tal y como se puede observar en la Figura 22, muchos de los
compuestos azoicos sintetizados por el Dr. Roger Soler presentaban caracteristicas

hidrofébicas (90° - 114°).%2

Quisiera remarcar que el compuesto con tres cadenas perfluoradas es el que presenta

una mayor repelencia al agua con un dngulo de contacto de 114° (Figura 22).
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8h17

f) 166 © =98.2° = 0.5

Recubrimiento Spin Coating:
12mg/0.5 mL MTBE
deposicidn gota de 80 pL

6000 rpm., 2 min spin

Medida del angulo de
contacto:

g) 170 ® =92.9° + 0.1 h) 177 ® =90.7° + 0.3
Gota de agua 10 pL

Figura 22. Medidas de los dngulos de contacto de una gota de agua (10 pL) sobre cristales
recubiertos con diferentes tintes azoicos (80 pL de una solucidon 12 Mg tinte azoico/0.5 ML en

MTBE, metil tert-butiléter).

Con estos resultados en mente se procedid a la sintesis de tintes reactivos
polifluorados, afiadiendo a sus estructuras derivados del cloruro de cianurilo para
anclarlos en celulosa o grupos trietoxisilano para anclarlos en vidrio (Figura 23). Se

obtuvieron materiales coloreados con dngulos de contacto superiores a 140°.

Figura 23. Tintes azoicos polifluorados anclados sobre vidrio (izq.) y algodén (drcha.).®"
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El Dr. Jordi Salabert, ademas de sintetizar también algunos tintes polifluorados de tipo
azo, dedicé parte de su tesis doctoral a sintetizar una serie de derivados de
antraquinona con largas cadenas tanto hidrocarbonadas como polifluoradas y ademas,

transforma alguno de estos tintes en tintes reactivos (Figura 24).%
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Figura 24. Alguno de los derivados de antraquinona sintetizados por el Dr. Jordi Salabert.®*

Los derivados se prepararon a partir de un Unico producto, la 1,4-dinitroantraquinona.
Se consiguid la SyAr selectiva de uno de los dos grupos nitro con el 1,2-diaminoetano y
el 1,4-diaminobutano. Las aminas terminales permitieron introducir derivados del
cloruro de cianurilo que incorporaba la hidrofobicidad a través de largas cadenas

hidrocarbonadas y polifluoradas. Todos estos compuestos que poseian un grupo nitro
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eran de color rojo intenso y algunos de ellos se utilizaron para la tincion de telas de
algoddén por impregnacion. Por otro lado se consiguio las disustitucion de los dos
grupos nitro de la 1,4-dinitroantraquinona forzando las condiciones y el nimero de
equivalentes del 1,4-diaminobutano. Se consiguid sintetizar derivados no simétricos
gue contenian un grupo hidrofébico y un grupo reactivo para el anclado covalente a la

tela de algoddn. Todos estos compuestos presentaban una coloracion azul.

El resultado de tratar telas de algoddn con algunos de estos derivados de antraquinona
hidrocarbonados y polifluorados, derivd en algunos tejidos altamente hidrofébicos
(dngulos de contacto entre 148°-162°, Figura 25) con propiedades excelentes de
solidez y de autolimpieza. Para demostrar este hecho, se manché con café un trozo de
tela tratada y se limpid sin dificultad con agua. Ademas se demostrd que, aunque la
tela no se sumerge en agua, es transpirable al vapor de agua, propiedad muy

importante para aplicaciones en prendas deportivas.

En resumen, se pudo observar que la presencia de largas cadenas polifluoradas en la
estructura de los colorantes, provocaba mayor hidrofobicidad en los materiales

tratados finales que sus respectivos homdlogos totalmente hidrocarbonados.®®

S=CH,CH,CgF47

Figura 25. Micrografia de una gota de agua depositada sobre telas tratadas con derivados de

antraquinona.
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Con estos antecedentes, decidimos ampliar el trabajo a otras familias de tintes tal y

como se indica en los objetivos.
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4 OBIJECTIVES

Hitherto, our research group has prepared hydrophobic dyes from the azo and
anthraquinone families having in their structures long hydrocarbonated and

polyfluorinated chains, as explained in the background section.

Having into account the importance of using dyes able to promote the hidrophobicity
and oleophobicity of different materials, we have targeted as a main objectives of this

chapter:

- The preparation of several hydrophobic dyes belonging to the Indigo and
triarylmethane families. In order to achieve this aim we have follow the same
procedure as mentioned before; adding in their main structures long hidrocarbonated

and polyfluorinated chains as well as polyfluorinated moieties.

- The formation of reactive dyes from triarylmethane compounds with both,

hydrocarbonated and polyfluorinated chains.

- The deposition of the new triarylmethane derivatives over glass surfaces.

- The staining process of cotton fabrics with the new hydrophobic dyes through both

dispersion and covalent bonds (using the reactive dyes).

- The hydrophobic and oleophobic (in some cases) studies of the final stained

materials.
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5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Derivados del indigo con potencial propiedad hidréfoba

Como se ha comentado en la introduccion, una de las metodologias mas antiguas,
faciles y utilizadas para la sintesis del indigo es la Biyer-Drewsen. Esta ruta sintética es
tan sencilla que se ha llegado a utilizar como ejemplo en laboratorios de sintesis para

estudiantes.

El mecanismo de esta reaccidn empieza con la adicién alddlica entre el o-
nitrobenzaldehido y la acetona en presencia de NaOH en agua, formandose el aldol el
cual sufrird un tautomerismo ceto-endlico y producird un ataque nucledfilo sobre el
nitrogeno del grupo nitro del arilo del benzaldehido. Este intermedio sufrird diversas
pérdidas de moléculas de agua por eliminacidn en presencia de grupos OH.
Finalmente se formard un derivado de indol, la 3H-indol-3-ona, sobre la cual se
adiciona una molécula de agua, que tras una posterior desprotonacion, reacciona
finalmente con otra indolona condensando y formando asi la molécula del indigo

(Esquema 9).

H
o )Ol\ OH 0 OH 0) OHq
’ w : - L, 2
— Q — NH o
NO, aq. NaOH NO, @'il 9 d\oﬁ OH
0 ©
e
oy .
H on OH ® 0 o  -OH
0 -H0 0 +H (o O)  -AcOH
2 \ - - —
o Nbe NbH(@ (NOH o
o OH

e
o
OH { ( o
/ \y—oH _ —
N N ©OH N O N O
\ \

Esquema 9. Mecanismo de reaccién de la sintesis del indigo a través de la metodologia de

Bayer-Drewsen.
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En esta Tesis Doctoral se ha empleado esta metodologia para sintetizar diferentes

derivados del indigo.

5.1.1 Sintesis de o-nitrobenzaldehidos modificados para la
formaciéon de derivados del indigo con propiedades

hidrofobas

Como se comenta en los objetivos de este capitulo, el propdsito es sintetizar una
nueva familia de tintes del tipo indigo con propiedades hidrofébicas y para ello se
disefiaron diferentes derivados del o-nitrobenzaldehido conteniendo en sus
estructuras largas cadenas hidrocarbonadas y/o polifluoradas ademas de estructuras

bencilicas perfluoradas.

5.1.1.1 Derivados del o-nitrobenzaldehido con cadenas largas
hidrocarbonadas y polifluoradas

Con el fin de poder sintetizar derivados del o-nitrobenzaldehido que contuvieran
cadenas largas en sus estructura, se hizo una busqueda de compuestos comerciales de
derivados de este tipo que incorporaran grupos funcionales capaces de reaccionar con
compuestos que aportaran cadenas largas. Encontramos que el 5-hidroxi-2-
nitrobenzaldehido, 43, y el 4,5-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido, 44, eran especies
comerciales asequibles que se podrian modificar facilmente por alquilacion de los
grupos hidroxilos del anillo aromatico con los yoduros correspondientes a través de

una Sy2 (Esquema 10).

Tal y como se ha visto en los antecedentes, los tintes que contienen en sus estructuras
cadenas largas hidrocarbonadas también presentan una remarcable hidrofobicidad. En
el momento de disefiar nuestro trabajo decidimos utilizar tanto yoduros de cadena
larga hidrocarbonada como polifluorada. Ademas, y dado el elevado precio de los
compuestos polifluorados, por motivos econdmicos y practicos, antes de trabajar con
el compuesto polifluorado, se han realizado pruebas de reactividad con los
compuestos hidrocarbonados. Cuando las reacciones fueron fructiferas se dio el paso a

trabajar con los homélogos polifluorados.
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/
fo) derivado del fenol
RO (0]
H HO H
NO, 43
NO
40a: R =Cy,H,5 2
40b: R = CH2CH2C10F21 ﬁ I'R + <
0 derivado del catecol
RO H 42a: R = CyHy5 0
42b: R = CH2CH2C10F21 HO. H
RO NO, 44
HO NO,
41a: R = C12H25 \

41b: R = CHZCH2C10F21

Esquema 10. Retrosintesis de los derivados del o-nitrobenzaldehido con cadenas largas

hidrocarbonadas y polifluoradas.

Siguiendo la metodologia normalmente empleada en nuestro grupo de investigacion
para la alquilacion de fenoles con cadenas largas, se hizo un primer intento para
sintetizar la molécula 40a a partir del 1-yodododecano, 42a, y el derivado de fenol 43,
utilizando como disolvente acetona anhidra y como base K,CO3 bajo atmédsfera inerte y
a temperatura ambiente. Se observd la precipitacion de un sdlido naranja que
correspondia al fenolato y que era totalmente insoluble en acetona. Aun dejando la
mezcla agitar a reflujo de acetona, no se obtuvo conversiéon. Entonces decidimos
repetir la misma reaccién utilizando otros disolventes. El siguiente candidato fue el
acetonitrilo anhidro. Se pudo observar también la formacién de un sélido insoluble a
t.a., pero en el momento que se subid la temperatura del crudo de reaccién hasta
reflujo de acetonitrilo, el disolvente se volvié anaranjado, lo que nos llevé a pensar que
parte del sdlido se habia solubilizado. La reaccién se sigui6é a través de cromatografia
de capa fina y 'H-RMN, observando en ambos casos la presencia mayoritaria del
compuesto de partida 43. Después de un dia y medio de reaccidn, se decidid tratar la
mezcla y purificar el producto 40a que se obtuvo con muy bajo rendimiento, como era

de esperar. Dado que al aumentar la polaridad del disolvente conseguimos solubilizar
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el fenolato, quisimos probar con un disolvente mas polar, la dimetilformamida (DMF)

(Esquema 11).

o) ?12”25 fo)
HO K,CO; o
Ho I=CiHpg ———— H
DMF anh.
89%
43 42a 40a

Esquema 11. Sintesis del compuesto 40a.

Entonces se mezcld el 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido (43) con 5 equivalentes de K,CO;
en DMF anhidro bajo atmdsfera inerte a 60°C. La mezcla se volvid de color naranja
intenso, no hubo presencia alguna de la formacion del sdlido, luego, el fenolato
derivado era soluble en DMF. Bajo fuerte agitacion se afiadieron 1,5 equivalentes de 1-
yodododecano (42a). Después de dejar reaccionar la mezcla durante 12 h, el color de
la reaccion se volvid marrén, hecho que corroboraba que ya no habia fenolato de
partida. La reaccién se siguié tanto por cromatografia de capa fina como por 'H-RMN,
observando una mancha mas apolar en el primer caso y nuevas sefiales de protones
alifaticos en el segundo caso. El hecho que nos cercioré de la formacién del compuesto
40a fue la aparicion de una senal a 4.12 ppm; la sefial de los protones a del yodo en
42a se desplazaba de 3.20 ppm a 4.12 ppm al reaccionar con el fenolato a través de
una Sy2, y formar el nuevo enlace arilo-O-CH,-C;1H,3 (Figura 26). El producto final se
purificé por cromatografia en columna en gel de siliceobteniendo un rendimiento

excelente del 89%.
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Figura 26. Espectros de "H-RMN del compuesto 42a (arriba) y del compuesto 40a (abajo) (250
MHz, CDCls).

La misma metodologia fue empleada para obtener el 4,5-bis(dodeciloxi)-2-

nitrobenzaldehido (41a), obteniendo rendimientos cuantitativos (Esquema 12).

o Ci2Hzs
HO K,CO; 0
H + 2 |—C12H25 —> H
DMF anh.
HO NO, 60°C 9 NO,
44 42a 100% Ci2Has
41a

Esquema 12. Sintesis del compuesto 41a.

Una vez obtenidos los derivados 40a y 41a, el siguiente paso fue intentar sintetizar los
homologos polifluorados. Asi pues, el yoduro de la cadena larga hidrocarbonada (42a)
se cambid por un yoduro de cadena polifluorada, el
1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10-henicosafluoro-12-yodododecano (42b).
Entonces, se utilizd la misma metodologia que se habia seguido ya para la sintesis de

los compuestos hidrocarbonados 40a y 4la, sin obtener reaccién ninguna.
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Observamos que el yoduro polifluorado 42b a altas temperaturas y en presencia de
base sufria una eliminacion, dando lugar a la formacién de la olefina terminal. Como
por esta via no era posible afiadir largas cadenas polifluoradas y teniendo en cuenta los
trabajos previos del grupo, recurrimos al uso de un nucleo que pudiera reaccionar
facilmente con el fenol y a la vez pudiera aportar las cadenas polifluoradas deseadas.

Esta especie era el cloruro de cianurilo.

5.1.1.2 Sintesis de moléculas derivadas del cloruro de cianurilo
con cadenas largas hidrocarbonadas/polifluoradas y
su posterior reaccion con los derivados del o-
nitrobenzaldehido

Como se ha visto en los antecedentes, el cloruro de cianurilo (47, Esquema 13) se
puede modificar facilmente sustituyendo los dtomos de cloro (1, 2 o 3) por nucledfilos
gue aporten cadenas largas. Siguiendo esta idea, se pensd en trabajar con un nucleo
de cloruro de cianurilo con dos cadenas hidrocarbonadas o polifluoradas. De esta
forma quedaria un punto electrofilo (Ca-Cl) en el nucleo de triazina, el cual podria

reaccionar con el fenolato formado a partir de 43 (Esquema 13).

43
0O

HO H

RO_N.__O NO, 47

\Nﬁ\;r!l/ \ o:l ﬁ . cl

OR N

)C\' cI” Nl
NZ N

45a: R= C12H25 | i
Ro)\\NJ\OR "

45b: R = CHZCHZC4F9

HO-R,
46a: R= C12H25
46b: R = CH,CH,C,Fq
48a:R = C12H25
48b: R = CH,CH,C,Fq
49:R = C4H9
Esquema 13. Retrosintesis de los derivados de o-nitrobenzaldehido conteniendo en su
estructura una triazina funcionalizada con largas cadenas tanto hidrocarbonadas como

polifluoradas.
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A pesar de que en el grupo de investigacidon se tenia la costumbre de trabajar con
cadenas polifluoradas largas, analizando la literatura se ha conocido que éstas no son
biodegradables, y por lo tanto se bioacumulan en el medio ambiente, es por ello que
quisimos utilizar cadenas polifluoradas mas cortas (igual o inferiores a 6 atomos de

carbono conectados al fldor).®

Normalmente, en nuestro grupo de investigaciéon se han utilizado tioles para sustituir
los atomos de cloro del cloruro de cianurilo, gracias a la gran nucleofilia del tiolato que
es superior a la de los grupos alcéxido. Sin embargo, debido a que los tioles
polifluorados de cadena corta no eran accesibles por su elevado precio, decidimos

utilizar alcoholes de cadena polifluorada, los cuales son mucho mas econdémicos.

Lo primero que hicimos fue ensayar la SyAr controlada de dos atomos de cloro de 47
con alcoholes de cadena corta hidrocarbonada, para asi tantear la reactividad del
alcohol y luego pasar a utilizar los alcoholes de cadena corta polifluorada (Esquema

14).

CI\ﬁN\ “ Base Cl N O~
N. ~-N + /\/\OH — >

|
N N
\(_|:/| disolvente \f

anhidro (o)
47 49

50
Esquema 14. Reaccién modelo para la sintesis del compuesto 50.

Para disustituir dos de los cloros del cloruro de cianurilo con butanol (49) primero se
preparo separadamente el butéxido con NaH en éter anhidro y se afiadié lentamente
sobre una solucion de cloruro de cianurilo (47) (0.5 equivalentes respecto el butanol

(49) en THF anhidro. La reaccién se dejo evolucionar sin éxito alguno.

La segunda aproximacion fue preparar el butdxido directamente con Na en THF
anhidro, observandose la formacién del butéxido de sodio en forma de sélido. Este

solido fue aislado y utilizado para la reaccion de 2 equivalentes de butéxido con un
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equivalente de cloruro de cianurilo (47) en THF anh. El butéxido no era soluble en THF,

se intenté anadir mas THF y subir temperatura pero no se consiguio solubilizarlo.

Entonces se decidié realizar otro ensayo con un disolvente mas polar como la DMF,

pero en este caso se observo reaccidn del butdxido sobre el carbonilo de la DMF.

El tercer ensayo consistio en la reaccion de 1 equivalente del cloruro de cianurilo (47) y
2 equivalentes de butanol (49) en THF anhidro a 0°C. Una vez la mezcla se encontraba
a 0°C, se afiadieron gota a gota 2 equivalentes de n-Buli. La mezcla se dejoé evolucionar
a temperatura ambiente, sin obtener ningln tipo de reaccion asi que se elevd la

temperatura del bafio a 40°C, sin éxito alguno.

La ultima aproximacion fue utilizar una base débil y voluminosa en THF, como por
ejemplo la 2,4,6-trimetilpiridina (colidina), basandonos en resultados previos de la
literatura.®® Asi que se mezcld 1 equivalente de cloruro de cianurilo junto a 2.5
equivalentes de butanol (49) y seguidamente se adicionaron 2 equivalentes de colidina
en THF anhidro. La mezcla se dejé agitar a temperatura ambiente durante 36 horas,
obteniendo finalmente una mezcla de los productos de mono- (51) y disustitucién (50)
(Esquema 15) imposibles de separar por cromatografia en columna en gel de silice. Se
intentaron separar por destilacion y se obtuvieron dos fracciones, la primera era una
mezcla de compuestos con un 21 % del monosustituido (51) y un 79 % del disustituido
(50), la segunda fraccion consistia en una mezcla mayoritaria del compuesto
monosustituido, asi que se decidié trabajar con la primera fraccion. La sintesis del
compuesto disustituido se volvid a intentar aumentando tiempos de reaccion,
temperatura y cambiando la longitud de la cadena del alcohol (48a) (Esquema 13), sin
obtener mejoras en el rendimiento del compuesto disustituido.

Cl_N._Cl -
Y Colidina CI\NﬁN\\'N,o\/\/ CI\ITN\\I/CI
Z

N_N + N“"oH — >

+ N 7
& THF anh. Y jo’

o

50 51
Esquema 15. Sintesis de los compuestos mono- y disustituidos derivados del cloruro de

cianurilo con grupos butdxido.
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Asi que se decidid continuar con esta mezcla y realizar el siguiente paso; la sintesis del
derivado de benzaldehido (53). Se podian obtener 3 productos de esta reaccion, los

cuales se han representado en el Esquema 16.
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Esquema 16. Reaccién entre el compuesto 43 y la mezcla de 50 y 51.
El primer ensayo se llevd a cabo utilizando K,COs como base y DMF anhidro como
disolvente a 60 °C, obteniéndose una mezcla de los compuestos 53 y 54 con un 46 %y
54 % de rendimiento, respectivamente. Para evitar la formacion del compuesto 54, se
ensay6é la misma reaccién pero esta vez a 0°C, pero a esta temperatura no hubo
reaccion. Finalmente, para disminuir la reactividad del fenolato formado en presencia
del K,COs, se utilizé colidina en THF anhidro, siguiendo las mismas condiciones que en
la sustitucion sobre el cloruro de cianurilo (47) con el butanol (49) y se obtuvo
Unicamente el compuesto 52 con un 77% de rendimiento, tras una purificacién a
través de cromatografia en columna en gel de silice. Estos tres compuestos se
identificaron y se caracterizaron completamente por '"H-RMN v 13C.RMN. En los
espectros de "H-RMN de los productos puros se identificé claramente cuantos grupos
de benzaldehido tiene la molécula final a partir de la integral de sus sefiales, por
ejemplo fuimos capaces de diferenciar los compuestos 53 y 54. Ademads si observamos
los espectros de *C-RMN (Figura 27) se puede ver que en la zona en torno a 170-175
ppm aparecen las tipicas sefiales de los derivados de 47. Diferenciar los carbonos

aromaticos unidos a butdxido o fendxido en el anillo de 1,3,5-triazina es dificil. La
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asignacion se ha llevado a cabo a partir de las intensidades relativas de las sefiales. En
el caso del compuesto 53 se asigna la sefal de 174 ppm como perteneciente a 2
carbonos Ca-OBu dado que es mas intensa que la que aparece a 173 ppm, la cual
corresponderia al Ca-OAr. Las mismas sefiales aparecieron en el espectro de C*2 de la
molécula 54, pero esta vez con las intensidades inversas, luego, el pico mas intenso en
este caso pertenecia a la sefial de 173 ppm, es decir, al carbono enlazado a los
derivados del fenolato (Ca-OAr). Finalmente en el espectro de c® del compuesto 52,
aparecieron 3 sefiales con la misma intensidad a 174, 173 y 172 ppm, pertenecientes al
carbono del cloruro de cianurilo enlazado al grupo butdxido (Ca-OBu), al enlazado al

grupo derivado de fenolato (Ca-OAr) y al enlazado al cloruro (Ca,-Cl), respectivamente.
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Figura 27. Espectros de *C-RMN de los compuestos 52, 53 y 54 (91 MHz, CDCls).

Con estos resultados previos, se intentd realizar el mismo procedimiento utilizando un
alcohol primario de cadena polifluorada corta como es el 3,3,4,4,5,5,6,6,6-

nonafluorohexan-1-ol (48b), sin obtener reaccion alguna.

Finalmente, recurrimos a una quimica que ya sabiamos que funcionaba y en vez de

utilizar los mas accesibles alcoholes primarios, utilizamos tioles de cadena larga
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hidrocarbonada (HS-C;,H,5, 55a) y de cadena moderadamente larga polifluorada (HS-

C,HaCeF 13, 55b).

Siguiendo la misma metodologia que la ya utilizada por la Dr. Sandra Niembro,?’ se
mezcld 1 equivalente de cloruro de cianurilo (47) y 3.5 equivalentes de DIPEA en THF
anhidro bajo atmdsfera inerte de argdn a 0°C. Sobre esta mezcla se afiadié gota a gota
una solucion de 1.7 equivalentes de HS-Cq,H,s (55a) o de HS-C,H4CgF13 (55b). La adicidn
gota a gota fue de suma importancia para evitar la trisustitucion del tiol sobre el

nucleo de cloruro de cianurilo (Esquema 17).

Cl
Cl
DIPEA N™~N
NN + HSR , I
)L ,)\ THE anh RS "'N° "SR
T SERHGer, A e Ao St
47 " - 2 2%61 13 ooc 56b: R=CH2CH2CGF13
56a: 78%
56b: 77%

Esquema 17. Sintesis de los compuestos 56a y 56b.

El seguimiento de esta reaccidn se hizo por BC-RMN, dado que por "H-RMN no se
apreciaba cambio alguno en las sefales de los protones de las cadenas. Sin embargo,
en los espectros de BC-RMN se podia observar la aparicidon de dos picos nuevos a 168
ppm y 183 ppm pertenecientes a los carbonos del nucleo de triazina; uno el enlazado
al cloro y los otros dos los enlazados al azufre, respectivamente (Figura 28). Se pudo
comprobar que se trataba del compuesto 56a gracias a la comparacién con el espectro

préviamente caracterizado por la Dra. Sandra Niembro.®’
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Figura 28. *C-RMN del producto final (56a) (91 MHz, CDCl).

Cabe decir que en la preparacidon del compuesto polifluorado también se observé la
formacion del producto de la triple sustitucion de la cadena polifluorada tiolada sobre
el cloruro de cianurilo (47), el cual no se pudo separar del compuesto disustituido por
cromatografia en columna de gel de silice (56b;). Este compuesto estd totalmente
caracterizado.

Una vez tuvimos los compuestos 56a y 56b sintetizados, procedimos a llevar a cabo la
sustitucion del atomo de cloro con el derivado del o-nitrobenzaldehido 43. Para ello, se
mezclaron 1.2 equivalentes del compuesto 56a, 1 equivalente de 5-hidroxi-2-
nitrobenzaldehido (43) y 1.5 equivalentes de colidina como base en THF anhidro bajo
atmodsfera inerte a 30°C. El seguimiento de esta reaccion se hizo a través de
cromatografia en capa fina observandose aun la presencia del producto de partida
después de 6 horas. Entonces la temperatura se elevé a 50°C y se dejo la mezcla
reaccionar 12 h mas. Al cabo de este tiempo todavia habia producto de partida
presente en el medio. Para verificar si la lentitud de la reaccién era debido a la
voluminosa base afiadida, se afiadid sobre la mezcla 1 equivalente de DIPEA vy al cabo
de de 3h la reaccidon ya habia terminado. Entonces se evaporé el disolvente y el crudo

se volvid a solubilizar en CHCls, se realizaron extracciones de la fase organica con
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medio acido (para eliminar el exceso de aminas utilizado y las sales de amonio
formadas durante la reaccién). Finalmente tras una cristalizacion en Et,0 se obtuvo el

compuesto hidrocarbonado 57a puro con un 65% de rendimiento (Esquema 18).

o
o S _N.__CI S. N. .O
CioHos™ Y7 -
HO T W colidinasppEa  Cr2H” Y2 H
+ QI/N Ny N NO
NO, s THF anh I 2
CizHzs 50°C Cy2Hzs”
65% 57a
43 56a

Esquema 18. Sintesis del compuesto hidrocarbonado 57a.

Para la sintesis del homodlogo polifluorado 57b se utilizéd directamente DIPEA.
Siguiendo el mismo procedimiento que el explicado anteriormente y usando una
mezcla de 56b y 56b; en exceso, se obtuvo el producto final 57b con un 84% de

rendimiento (Esquema 19).

Cl (o)
S N (o)
o gt
~ N N
s N s ﬁ/ NO,
N :
CeF CeF )/
o 6F13 6F13 CeF1s
HO
H 57b
NO, THF anh
CeF13 50°C CeF13
I o J
I 1
. » o
7
S)\N/J\?\ ?\ N S
CsFi3 CeF13 CeF13 CsFi3
56b, 56b,

Esquema 19. Sintesis del compuesto polifluorado 57b.

Posteriormente nos propusimos una aproximacion diferente para obtener derivados
polifluorados del o-nitrobenzaldehido utilizando el bromuro de 2,3,4,5,6-

pentafluorobencilo como agente alquilante (segun la reaccién del Esquema 20)

Para ello se disolvié 1 equivalente de 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido (43) en DMF
anhidra bajo atmdsfera inerte y sobre esta disolucién se afiadié un equivalente de NaH
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para asi formar el fenolato; como era de esperar la soluciéon adquirié un color naranja
intenso. Una vez finalizd el burbujeo (-H;), se afiadid 1 equivalente de bromuro de
2,3,4,5,6-pentafluorobencilo (58). La mezcla se dejé evolucionar a 60°C. Al cabo de
unos minutos se observd un cambio de color de naranja intenso a amarillo palido.
Después de 5 horas de reacciéon ya no se observé el producto de partida por
cromatografia en capa fina. Asi que se hicieron extracciones anadiendo CHCl; y agua a
la mezcla, para asi eliminar la sal formada (NaBr) y la DMF de forma parcial de la fase
organica. Se evaporo el disolvente organico dando lugar a la obtencion del compuesto

59 puro con un 100% de rendimiento (Esquema 20).

F o F
F F F
o
+ —_—
F F NO, DMFanh. ' i \dH
F 60 °C NO,
59

100%
58 43

Esquema 20. Sintesis del compuesto 59.

5.1.2  Sintesis del indigo y sus derivados

Ya con todos los derivados de benzaldehido sintetizados (Figura 29) se procedio a la

sintesis del Indigo y de sus derivados.

C12H25 lo) I I OYNYOW
0 ° H N\fN 0 NN
. A YO
NO, ? NO, ° H
CizHzs NO,
NO.
40a 41a 52 53
0 i F
SN F F
C12H25/s /Nh/o\d( CGF13 Y h/ H o
NN
0.
Y e, T e e
S F NO
Ci2Hzs 2
57a CoF1s 57b 59

Figura 29. Derivados de o-nitrobenzaldehido sintetizados.
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Inicialmente, se sintetizé el indigo (1) siguiendo la metodologia de Biyer-Drewsen,®® |a

cual consiste en solubilizar 1 equivalente de o-nitrobenzaldehido en 10 equivalente de
acetona dando lugar a una solucidn amarilla. Después se afiaden gota a gota 1.35
equivalentes de una solucién de NaOH (2 M) a la mezcla de los productos de partida
bajo fuerte agitacion mecanica. Mientras se afiade la base, se puede observar que la
formacion del indigo (1) es un proceso exotérmico, ya que la temperatura de la mezcla
aumenta. Ademas, la solucion adquiere un color marrédn oscuro y se aprecia la
precipitacion del indigo (1), el cual se filtra y se lava con agua y acetona. Siguiendo este

procedimiento, se obtuvo un sélido azul con un 50% de rendimiento.

Con el fin de optimizar el proceso, la reaccidn se repiti6 a 0°C evitando asi el
sobrecalentamiento que conllevaba la formacién del indigo (1) y posibles reacciones
secundarias. De esta forma se mejord el rendimiento hasta obtener un 72% en la

formacion del indigo (1) (Esquema 21).

0
2M NaOH O H
A e
+ —— —
NO, 0°C N
72% H ¢
1

Esquema 21. Formacién del indigo (1).

Entonces, siguiendo el mismo procedimiento, se intentd preparar los derivados del
indigo a partir de los derivados de o-nitrobenzaldehido (Figura 29) y sélo se obtuvo
reaccion con los compuestos 40a, 41a y 59 obteniendo los compuestos 60 (42 %), 61 (2
%) y 62 (30 %), respectivamente (Figura 30). Los otros derivados del Indigo no se

consiguieron sintetizar por motivos de baja solubilidad en acetona.
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C12H25 (o) C12H25
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F
F F
0]
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N o F
Y F
F F
62 (30%) F

Figura 30. Derivados del indigo sintetizados via metodologia Bayer-Drewsen.

Cabe decir que los derivados de indigo 60 y 62 eran totalmente insolubles en cualquier
tipo de disolvente (H,0, CHCl;, THF, DMF, etc.), por lo que no fue posible realizar la
caracterizacion de estos compuestos. Se intentaron realizar analisis elementales de
estos compuestos sin obtener resultados positivos ya que descomponian a altas

temperaturas.

Debido al bajo rendimiento en este tipo de reacciones, y a las dificultades encontradas
quisimos ensayar otras condiciones de reaccion en medio organico. Para ello
pensamos en generar el anién enolato de la acetona a -78 °C con n-Buli en THF
anhidro (para evitar la autocondensacion de la acetona) y afiadir después el derivado
de o-nitrobenzaldehido con el fin de formar el B-hidroxicetona correspondiente, sobre
el que se anadiria NaOH 2 M. Como prueba preliminar se ensayd esta metodologia
para la sintesis del indigo (1). Entonces, se prepard un balén bajo atmdésfera inerte a -
78°C con 5 mL de THF anhidro donde se afiadieron cuidadosamente 1 equivalente de
acetona y 1 equivalente de n-Buli. La mezcla se dejé agitar durante 5 minutos
observando burbujas debido al desprendimiento de butano en el medio.
Seguidamente se anadidé 1 equivalente de o-nitrobenzaldehido. La reaccién se dejo

agitar hasta llegar a temperatura ambiente. Seguidamente, se afiadié una solucién de
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NaOH 2 M y de repente se observé cdmo se formaba un precipitado de color azul, el

indigo (1), con un rendimiento del 83 % (Esquema 22).

;\@6

9 N
o] n-BuLi j ©\)\/U\ NaOH 2M O _N O
B ——
THF anh THF anh e N
-78°C o

-78°C a t.a.
(0]

@)J\
Esquema 22. Sintesis del indigo (1) con la nueva metodologia.
Viendo que esta metodologia para preparar indigo (1) también funcionaba y ademas

con mejoras en el rendimiento, se intentd aplicarla a los diferentes derivados de o-

nitrobenzaldehido que no habian reaccionado con la metodologia de Bayer-Drewsen.

El primer derivado de o-nitrobenzaldehido que se utilizd fue el 41a, con dos largas
cadenas hidrocarbonadas en su estructura y con el cual se habia obtenido un
rendimiento negligible (del 2 %) utilizando la metodologia convencional. Siguiendo el
mismo procedimiento que el explicado anteriormente, este derivado de indigo 61 no
precipitd al afiadir la solucion de NaOH 2 M ya que era soluble en la mezcla, asi que
después de evaporar el THF, se afiadié CHCI; y el derivado de indigo 61 se extrajo de
forma pura con un rendimiento del 28 %, en forma de un aceite de color verde

(Esquema 23).

[ (0]
o ° H
o]
)\ E‘,) H NOZ OH O C12H25 C12H25
o n-BuLi 127725 NaOH2m ©
)j\ B —— _— B —
THF anh THF anh NO, THF
0,
78°C -78°Cat. a. 28% C12H25 C12H25

0 61
e)l\
Esquema 23. Sintesis del derivado de indigo 61.
El compuesto 61 era totalmente soluble en CHCI; por lo que pudo ser caracterizado de
forma apropiada. También cabe decir que el color de este ultimo derivado de indigo 61

diferia del tipico color azulado de todos los derivados de indigo obtenidos en este

trabajo y del propio indigo, que tanto caracteriza a estos compuestos en fase sélida.
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Este producto presentaba una coloracion verdosa, hecho que hizo pensar que las
cuatro largas cadenas hidrocarbonadas presentes en su estructura hacian que se
perdiera parte de las interacciones de puente de hidrégeno y de it stacking entre las
moléculas de este compuesto 61. Ademas con esta hipdtesis, también se podia
explicar el hecho de que este compuesto fuera totalmente soluble en cloroformo y se

presentara en forma de aceite a t. a. y no sdlido como el resto de derivados.

Lamentablemente esta metodologia no funciond para los derivados de benzaldehido

restantes.

Sacando provecho de que el derivado del indigo 61 era soluble en cloroformo, se
depositd una gota de una soluciéon de éste (2.5 x 10° M) sobre una superficie de vidrio,
se dejé secar el disolvente y se midid el angulo de contacto de una gota de agua (4 uL),
dando como resultado un dngulo de 112°, que comparado con el valor de 41° que daba
el vidrio solo, nos permite concluir que el derivado del indigo 61 aporta hidrofobicidad

(Figura 31).

Figura 31. A: Micrografia de una gota de agua depositada sobre un vidrio. B: Micrografia de
una gota de agua depositada sobre una pelicula fina del derivado del indigo 61 sobre un vidrio.

5.1.3 Tincién de telas de algodén con el indigo (1) y los

derivados de indigo sintetizados 60, 61 y 62

Una vez tuvimos sintetizados el indigo y algunos derivados del indigo (Figura 32),

procedimos a hacer la tincidn de trozos de tela de algoddn (1.5x1.5 cm).
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Figura 32. Indigo y derivados del indigo sintetizados.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el indigo (1) y alguno de sus derivados
presentan una alta insolubilidad. Es por ello que para realizar el proceso de tincion es
necesario reducir el indigo a su forma leuco la cual es soluble en agua (Esquema 24). Es
conocido que se utiliza como agente reductor el hipodisulfito de sodio (también

conocido como ditionito de sodio o hidrosulfito de sodio).

@
NaOH Na@
o Na,S,0, (o) H
H reduccion N N
— .
® D —— I
” oxidacion H
(o) 0 o

Forma cromatica
Forma Leuco

Soluble en agua
Esquema 24. Reduccién quimica del indigo.

Entonces hicimos un primer ensayo para tefir un trozo de tela de algodén con el
indigo (1) sintetizado. Se mezclé 1 equivalente de indigo (1) con unas gotas de etanol,
hasta conseguir una pasta azul, después se afadieron 1 mL de H,O y 3 mL de una

solucion de NaOH 2 N. Una vez la mezcla se agitdé vigorosamente, se anadidé una
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solucidén de 2.7 equivalentes de Na,S,04 en 20 mL de agua. La mezcla se calenté hasta
alcanzar una temperatura de 50 °C. Después de 4 h, el indigo que no se redujo, se filtré
y se afiadié un trozo de tela a las aguas madres resultantes que tenian una coloracién
amarillenta-verdosa. Entonces se dejoé la tela agitar lentamente en la solucién de
indigo reducido a 50 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, la tela se sacé y se
sumergié en una solucién de H,0, para oxidar el indigo (1) que habia quedado
impregnado entre las fibras de algoddn, obteniendo asi una tela totalmente azul, la

cual se dejo secar a 100 °C durante 1 dia (tela 1, Figura 33).

Se empled esta misma metodologia para los derivados del indigo 60 y 62, ya que
también presentaban insolubilidad, obteniendo unas telas con un color azul degradado

(telas 2 y 3, respectivamente, Figura 33).

Sin embargo no hubo necesidad de emplear esta metodologia para el derivado del
indigo 61, ya que este si era soluble en cloroformo, asi que se preparé una solucién de
20 mg del derivado del indigo 61 en 3 mL de CHCl; (6.6g/L) y se sumergié un trozo de
tela de algoddn, se dejé agitando por 30 minutos y se sacé. La tela se dejé secar al aire,

obteniendo un material de color verde (tela 4, Figura 33).

telal tela 2 tela3 telad

Figura 33. Telas tefiidas con el indigo (1) y los derivados del indigo 60, 62 y 61,

respectivamente de izquierda a derecha.
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5.1.3.1 Cuantificacion de Ila hidrofobicidad: medidas del
dangulo de contacto de una gota de agua sobre las
telas1,2,3y4

Para saber si las telas tefiidas con los derivados de indigo presentaban propiedades
hidrofdbicas, se procedido a medir los angulos de contacto de éstas con una gota de
agua (4 ul). Estos angulos de contacto se realizaron en una sala blanca con humedad
controlada.

Los resultados se pueden ver en la tabla 3.

Tabla 3. Angulos de contacto de las telas tefiidas con Indigo y sus derivados.

Tela (tinte)  Ouy0 (°)

1(1) Se absorbe
2 (60) 136
3(62) 133
4 (61) 137

De estos resultados se puede concluir que todas la telas (2, 3 y 4) tedidas con
derivados del indigo son hidrofébicas. La tela tefiida con indigo se comporté como la
tela blanca de referencia, la gota se acababa absorbiendo, mientras que en las telas
tefiidas con los derivados del indigo la gota permanecia sobre la superficie sin ser
adsorbida. Ademds también se puede concluir que el numero de cadenas
hidrocarbonadas presentes en la estructura del derivado de indigo no influye en la
hidrofobicidad del material tratado, pero si influye en la facilidad del proceso de
tincién, ya que como se ha comprobado anteriormente cuantas mds cadenas, mayor
solubilidad, por lo tanto no hace falta el uso de agentes reductores para teiiir la tela. La
presencia de un anillo perfluorado en la estructura del derivado de indigo tampoco
influye relevantemente en la hidrofobicidad del material final, ya que la tela 3 es la que
presenta un menor angulo de contacto con una gota de agua, siendo todos los dngulos

del mismo orden.
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Este aparatado previo engloba los resultados de una parte del primer objetivo de esta
Tesis Doctoral, habiendo obtenido nuevos colorantes del tipo indigo vy tefiido telas que

han resultado tener propiedades hidréfobas.

Seguidamente pasaremos a comentar la parte de los objetivos de este capitulo

dedicados a los derivados de trarilmetano.

5.2 Derivados de triarilmetano

La sintesis de los triarilmetanos es antigua pero sin duda aun interesante en el campo
de la sintesis organica, ya que este tipo de compuestos juega un rol importante en

diferentes areas, tal y como se ha comentado en la introduccion de este capitulo.

En la literatura se puede encontrar un amplio abanico de posibilidades sobre como
sintetizar los triarilmetanos (TAMs). De los métodos mas utilizados para la sintesis de
los TAMs, se puede destacar la reaccion de benzaldehidos diferentemente sustituidos
con derivados de anilina, en presencia de un acido, como H,S0y, HCl, p-TSA, ademas de

zeolitas y montmorillonite K-10 (Esquema 25).% %% 7°

| |
N N
7 N
O-H SN Mont. K-10, O O
100°C, 4-24h
LG 74-96% O

19
15a

Esquema 25. Preparacion del triarilmetano 15a utilizando como acido montmorillonite K-10.%°

En nuestro grupo se escogié el método de condensacion de Bdyer para sintetizar el
core de triarilmetano, el cual consiste en mezclar un derivado de benzaldehido con un
derivado de anilina en presencia de un acido de Lewis. Esta metodologia tampoco
requiere el uso de disolvente, ya que se realiza a altas temperaturas (120°C) y los
compuestos de partida se encuentran en fase liquida. Concretamente se utilizé como
acido de Lewis el NbCls, el cual da mejores resultados en condiciones mas suaves,

respecto a las bases utilizadas. (Esquema 26).”
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N
7
NbCl; (10 mol%)

| + -

A solvent-free, 120°C
R i 62-95 %

I
N\

15

Esquema 26. Condensacién de Bayer utilizando NbCls como catalizador.”

5.2.1 Diseiio de los compuestos derivados de triarilmetano

En la Figura 34 se encuentran descritos los diferentes derivados de triarilmetano
objetivo, los cuales fueron disefiados, teniendo en cuenta los precedentes del grupo,
afladiendo en sus estructuras largas cadenas hidrocarbonadas y polifluoradas con el fin
de concederles propiedades tanto hidrofébicas como lipofdbicas. Algunos se utilizaron
como colorantes por impregnacién y otros como colorantes reactivos. Se han separado
en dos grupos (grupo 1y grupo 2 de la Figura 34) por su diferente preparacién. Todos

ellos aparecen en su forma leuco.
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GRUFO 1 GRUPO 2

aeVen | .

CSF”\/\S O s/\/CaFﬂ

Figura 34. Estructuras de los tintes derivados de triarilmetano objetivo.

Para llevar a cabo la sintesis de los compuestos derivados de triariimetano de la Figura
34, se disefid una ruta retrosintética a partir de productos disponibles comercialmente

y asequibles econdmicamente.

En el Esquema 27 se puede ver detalladamente la ruta retrosintética que planteamos
para los compuestos del grupo 1 (Figura 34). Los derivados de benzaldehido 68a y 68b
se obtendrian a partir de dos productos comerciales como son el 3,5-
dibromobenzaldehido (69) y una cadena tiolada, hidrocarbonada (55a) o polifluorada
(55c), respectivamente. Seguidamente el core de triarilmetano se formaria a partir de
una condensaciéon de Bayer’* entre los derivados de benzaldehido 68a y 68b y un
derivado de anilina (19 o 67) para obtener los compuestos 63, 64a y 64b.
Posteriormente los compuestos 65a y 65b se prepararian a partir de la reaccién de los

compuestos 64a y 64b con cloruro de cianurilo (47).
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Esquema 27. Ruta retrosintética de los derivados de triarilmetano del grupo 1 (Figura 34).

En el Esquema 28 se puede observar la ruta retrosintética que proponemos para los
derivados de triarilmetano del grupo 2 (Figura 34). La sintesis se inicia con la reaccién
entre el p-nitrobenzaldehido (70) y la N,N-dimetilanilina (19), dando lugar al core de
triarilmetano 71 a través de una condensacion de Bayer. Seguidamente, el grupo nitro
es reducido a amina bajo una atmdsfera de hidrégeno en presencia de paladio sobre
carbono, obteniendo asi el triarilmetano 72. Paralelamente a esta sintesis, la idea es
modificar el cloruro de cianurilo (47) afiadiendo, selectivamente, sobre su estructura
dos largas cadenas hidrocarbonadas o polifluoradas (compuestos 55a y 55c,
respectivamente), manteniendo un cloro que se sustituird a través de una SNa, con la

anilina del derivado de triarilmetano 72.
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Esquema 28. Ruta retrosintética de los derivados de triarilmetano del grupo 2 (Figura 34).

5.2.2 Sintesis de los tintes derivados de triarilmetano del

grupo 1 (Figura 34)

5.2.2.1 Sintesis de 3,5-bis(dodeciltio)benzaldehido (68a) y de
3,5-bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecil)tio)benzaldehido (68b)

El primer paso propuesto en la sintesis de los derivados de triarilmetano del grupo 1,
era la preparacion de los derivados de benzaldehido 68a y 68b, que difieren en las
cadenas que se introducen en el benzaldehido comercial (69), en un caso son cadenas
hidrocarbonadas y en el otro caso son cadenas polifluoradas, respectivamente. Se
pensd en utilizar una reaccién de cross-coupling entre los Ca-Br del 3,5-

dibromobenzaldehido (69) y el correspondiente tiol (55a o 55c).
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En la literatura se pueden encontrar un amplio abanico de metales de transicion para
catalizar este tipo de acoplamiento, como por ejemplo, paladio, niquel, cobre, cobalto,
hierro e indio.”* Las reacciones de cross-coupling catalizadas por paladio entre haluros
de arilo y heterodtomos, tales como nitrégeno, oxigeno y azufre son de gran interés
para la formacidn de nuevos enlaces carbono-heterodtomo, sin embargo,
generalmente estos procesos requieren el uso de fuertes bases y de ligandos de alto
valor afadido debido a su disefo especifico. Dentro de las reacciones tipo cross-
coupling, las tioarilaciones han sido las menos estudiadas, debido a la desactivacion del
catalizador metalico producida por la gran capacidad de coordinacion de los

compuestos que contienen azufre.

En esta Tesis Doctoral hemos seguido el trabajo de Tatsuo O. et al. donde utilizan una
metodologia de tioarilacién catalizada por paladio bajo condiciones de reaccién
suaves, utilizando N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), evitando asi el uso de condiciones
agresivas de reaccion (el uso de bases fuertes) y 1,1'-ferrocenodil-bis(difenolfosfina)
(DPPF) como ligando del nuvleo metalico. Se puede ver un ejemplo en el Esquema

29 73

sz(dba)3
Br DPPF
DIPEA
+ CsH17SH - >
tolueno
reflujo
98%

SCgHy7

Esquema 29. Ejemplo de cross-coupling segun las condiciones de Tatsuo O. et. al.”®

Entonces, el 3,5-dibromobenzaldehido, 69, se mezcldé con 2 equivalentes del tiol 55c¢
(HSCH,CH,CgF17) o de 55a (HSCy,Hjs), 2.1 equivalentes de DIPEA, 0.2 mol % de DPPF y
0.1 mol % de Pd,(dba); bajo atmédsfera de nitrogeno y en tolueno anhidro (Esquema
30).”% se pudo seguir la formacién del compuesto final deseado por *H-RMN (Figura
35). Por ejemplo, en el caso de la reaccién del tiol 55c (polifluorado) se pudo observar
la aparicion de dos sefiales nuevas con desplazamientos a 2.4 y 3.2 ppm,
correspondientes a los protones metilénicos de las cadenas polifluoradas afadidas al

derivado de benzaldehido comercial 69 (Ca-SCH,CH3Rf), ademas se observd el
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desplazamiento de la sefial del protén del aldehido a campos mas bajos de 9.5 (69) a
9.9 (68b) ppm y el desdoblamiento de las sefiales aromaticas. En el producto de
partida las sefiales de los protones 1 y 2 se sobreponen integrando 3 protones,
mientras que en el espectro del producto final 68b, estas sefales se separan a 7.68 y
7.52 ppm e integran 2 protones (correspondiente a 1') y 1 protdn (correspondiente a
2'), respectivamente. En el transcurso de la reaccion se observé en primer lugar la
formacién del compuesto monotiolado (68b monoalquilado) identificado por la
presencia de 3 sefales correspondientes a 3 protones diferentes en la regidn
aromatica, debido a la asimetria que presenta la molécula. En los casos en que la
reaccion no habia finalizado, la separacion entre los compuestos mono vy ditiolados era
dificil por cromatografia en columna en gel de silice (Figura 35). Por lo tanto fue
necesario dejar un tiempo de reaccidn de 12 h para obtener ambos compuestos 68a y
68b con un 89 % y 93 % de rendimiento respectivamente, igualando asi los
rendimientos descritos en la literatura por Tatsuo O. en la preparacién de otros

sustratos.73

DIPEA
DPPF

O~ _H

+ H(..Ci2H2s

-

CioHas
Br Br tolueno anh. 127725~g

reflujo

N, atm.

S’C12H25

Pd(dba), Os_H
. DIPEA

H\S/\/C8F17 DPPF

Br Br > CSF17\/\S S/\/C3F17
tolueno anh.

69 55¢ reflujo 68b
N, atm.

93 %

Esquema 30. Sintesis de los compuestos 68a y 68b derivados del 3,5-dibromobenzaldehido.
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Figura 35. Espectro de "H-RMN de los compuestos 69 (arriba), 68b monoalquilado (medio) y
68b (abajo) (360 MHz, CDCl3)..

En el Esquema 31 se puede observar el ciclo catalitico de la reaccién de cross-coupling
entre el tiol polifluorado 55c y el 3,5-dibromobenzaldehido (69) para dar paso a la

formacion del producto deseado 68b, tal y como propone Tatsuo O. et. al. para los

tioles en general.”?
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Esquema 31. Ciclo catalitico de la reaccién de cross-coupling en presencia de paladio del tiol

55¢ con el haluro aromatico 69.”

En el primer paso del ciclo catalitico se produce un intercambio de ligandos del Pd(0)
entre la dibencilidenacetona (dba) y el 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno (DPPF); este
cambio se produce dada la estabilidad superior del complejo de paladio estabilizado
por fosfinas. Es importante trabajar bajo atmdsfera de argdn para evitar la oxidacién
de los grupos fosfina presentes en el ligando bidentado DPPF, manteniendo asi su
capacidad de coordinacion sobre el Pd(0). En los casos en los que tuvimos trazas de
oxigeno en la mezcla de reaccién, no se produjo producto final 68a o 68b alguno. Una
vez el ligando DPPF coordina el nucleo de Pd(0), se produce una adicién oxidativa del
3,5-dibromobenzaldehido (69), formando asi un complejo de Pd(ll). Es conocido que
los compuestos de Pd(Il) adoptan una conformaciéon planocuadrada, por ello, es
importante remarcar que el hecho de que el ligando DPPF sea un ligando bidentado
conduce a la adicidén en cis sobre el nucleo metalico, dando paso a la adicidon también
en cis del compuesto 3,5-dibromobenzaldehido (69). Posteriormente en presencia de

medio basico (DIPEA), el tiol 55c se desprotona y se coordina al centro metalico,

82



Capitulo I: Resultados y Discusiones

desplazando el bromuro y precipitando el bromuro de diisopropiletilamonio. La
precipitacion de esta sal se observa en la mezcla de reaccién después de haber
transcurrido 2 horas. La formacion de la sal cuaternaria de amonio corrobora la
eficacia del proceso. Finalmente se producira la eliminacién reductiva. Como se ha
dicho anteriormente es necesario que el derivado de azufre y el anillo aromatico se
encuentren en posicién cis coordinando el nucleo metalico de Pd(ll), para obtener los

productos deseados 68a y 68b.

5.2.2.2 Sintesis de los derivados de triarilmetano 63, 64a y 64b

Como se ha comentado, entre todas las metodologias existentes para la formacion del
core de triarilmetano, la condensacion catalizada por acidos de Lewis de Bdyer entre
aldehidos aromaticos y derivados de anilina es uno de los enfoques mas simples.
Recientemente se ha descrito el uso del pentacloruro de niobio, NbCls, como

catalizador para este tipo de reacciones.”*

La condensacion de Bayer se llevé a cabo a partir del derivado de benzaldehido
correspondiente (68a o 68b) y 3 equivalentes de la anilina correspondiente (19 o 67,
ambos compuestos comerciales), usando NbCls como catalizador (10 mol %) y sin
utilizar disolvente alguno a 120°C (Esquema 32). Evitar el uso de disolventes orgdnicos
conduce a una quimica mas limpia y segura, simplificando el work-up de la reaccién y

reduciendo los costes.
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Esquema 32. Sintesis de los compuestos derivados de triariimetano 63, 64a y 64b.

Estas reacciones se siguieron a partir de los espectros de 'H-RMN, observando la

desaparicion del proton del aldehido de los compuestos de partida 68a y 68b (~9.9

ppm) y la aparicién de una nueva sefial a 5.32, 5.29 y 5.32 ppm perteneciente al

protén central de los compuestos tipo triarilmetano 63, 64a y 64b formados,

respectivamente (Figura 36).
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Figura 36. Espectros de "H-RMN de la evolucién con el tiempo del crudo de reaccién en la

preparacion de 64b (250 MHz, CDCls).

También se observd la desaparicion de la sefial del grupo aldehido mediante
espectroscopia de IR. En el espectro de IR del producto de partida 68b aparece una
banda caracteristica a la absorbancia de stretching del grupo carbonilo, alrededor de
1695 cm™, sin embargo en el compuesto derivado de triarimetano 64b final, esta
banda ya no esta, como era de esperar. Ademas, se puede observar una banda
perteneciente al alcohol (3308 cm™) de la molécula 64b (Figura 37). Lo mismo sucede

con la reaccion de 64a.
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T

OH stretching

C=0 stretching

Figura 37. Espectros IR del derivado de benzaldehido 68b (izg.) y del compuesto derivado de

triarilmetano 64b (drcha.).

Otra forma sencilla de comprobar que se formaba el core de triariimetano era utilizar
una capa fina revelada con luz UV. La mancha nueva correspondiente al triariimetano,
la mas polar, se volvia de color verde, color tipico de los tintes de triarilmetano tipo
Verde de Malaquita (15b), cuando se oxida de la forma leuco a la cromatica en
presencia de luz, tal y como se comenta en la introduccién de éste capitulo. Esta
oxidacion también se puede observar en el producto final purificado, ya que después
de su aislamiento por cromatografia en columna en gel de silice, el compuesto leuco
aislado se acababa oxidando parcialmente con la luz del dia. En el UV-Vis de éste tipo
de compuestos, se puede observar normalmente una pequefia banda de absorcion
alrededor de 600 nm, la cual corresponde a la forma cromadtica del core de
triarilmetano. Se puede corroborar que la proporcién del compuesto leuco es mayor
que la del cromdéforo a través de la integracidn de la sefal perteneciente al protén

central del core de triarilmetano en el espectro de *H-RMN.

El mecanismo de la reaccion de Bayer se basa en una sustitucién electréfila aromatica
regioselectiva en tandem.”® El grupo aldehido del arilo es activado por NbCls, el cual se
coordina con el atomo de oxigeno, creando una densidad de carga positiva en el
carbono del grupo carbonilo, el cual sufrira un ataque nucledfilo del carbono para del
derivado de la anilina. Al utilizar un arilo con grupo sustituyente electrodonador, la
deslocalizacién del par de electrones presente en el atomo de nitrégeno del derivado

de anilina crea una carga negativa en las posiciones orto- y para- del anillo aromatico.
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Por motivos estéricos, el derivado de anilina ataca nucledfilamente por la posicion
para al carbono del grupo carbonilo. Ademas, gracias a la coordinacién del acido de
Lewis (NbCls) sobre el atomo de oxigeno, se produce un segundo ataque nucledfilo de
otro derivado de anilina sobre el carbono con densidad de carga positiva, liberandose

finalmente una molécula de agua y regenerdndose de nuevo el catalizador (Esquema

33).7*
\N a 1°
cl ~~R
CI/:N'b\\\CI @ c;:"Nlb‘ el rlq
o @
e -
—_—
R R R.
\s S/

NbCls + H,0

Esquema 33. Mecanismo propuesto para la condensacion de Bayer.

Los sustituyentes del anillo aromatico del derivado de benzaldehido son muy
importantes en este tipo de reacciones, ya que la presencia de grupos electro-
atrayentes mejora la formacién del producto final obteniéndolo en tiempos mas

reducidos y con mayores rendimientos.?

En nuestro caso, los derivados de benzaldehido tienen atomos de azufre (tioéteres)
como sustituyentes, los cuales son débiles grupos electrodonadores, hecho que se
refleja en largos tiempos de reacciéon comparados con los que se pueden encontrar en

la literatura para este tipo de reacciones.”
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5.2.3 Sintesis de los tintes derivados de triarilmetano del

grupo 2 (Figura 34)

Inicialmente se prepararon los derivados de cloruro de cianurilo con dos cadenas
largas (hidrocarbonadas o polifluoradas, 56a o 56c¢). Se sintetizaron siguiendo la misma

metodologia explicada en el apartado 5.1.1.2 del indigo (Esquema 17).

Cl

Cl
)\ DIPEA N)QN
NN+ HSR; -, | _
)L G THF anh R1SJ\NJ\SR1
e e, m
47 c: Ry = CH,CH,CgF 7 0°C 56c: Ry = CH,CH,CgF 47
56a: 78%
56¢: 77%

Esquema 34. Sintesis de los compuestos 56a y 56c¢.

Paralelamente se prepard el derivado de triarilmetano 71 por reaccién de dos
compuestos comerciales, la N,N-dimetilanilina (19) y el p-nitrobenzaldehido (70)
siguiendo la metodologia de la condensacion de Bdyer anteriormente explicada en
este manuscrito. Después de su purificacion por cromatografia en columna de gel de

silice, se obtuvo un sdélido amarillo con un 82 % de rendimiento.

El derivado de triarilmetano 72 se obtuvo a partir de la reduccion del grupo nitro del
compuesto 71. Esta reduccidn se hizo bajo atmodsfera de hidrogeno catalizada con
paladio sobre carbono (15 % wt) en THF anhidro a temperatura ambiente. Después de
agitar la mezcla durante 2 horas, se obtuvo un 100 % de rendimiento, obteniendo un

solido azul claro identificado como 72 (Esquema 35). No fue necesaria su purificacion.

| | | |
NbCls 10 mol% Pd/C 10 mol %
. _— >
1zo:c O THF anh
82% 100 %
NO, NH,
71 72

NO,
70 19

Esquema 35. Sintesis de los derivados de triarilmetano 71y 72.
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El seguimiento de la ultima reaccion se pudo hacer facilmente por cromatografia en
capa fina, ya que el compuesto final (Ar-NH,, 72) queda mas retenido debido a su
mayor polaridad con respecto el compuesto de partida (Ar-NO,, 71). Ademas, al
irradiar la capa fina con luz UV, tiene lugar la oxidacion de los derivados de
triarilmetano, aprecidandose claramente la diferencia de color; verde intenso para el
compuesto nitrado y violeta intenso para el compuesto en forma de anilina. Si
observamos la Figura 38, también pudimos cerciorarnos de la reduccién del derivado
nitrado 71 gracias al desplazamiento hacia campos altos de las sefiales
correspondientes a los protones aromaticos, debido al apantallamiento que ejerce el

grupo amina sobre los protones orto y meta en el compuesto final 72.

' 5

| 5
N 4 Neg
U 1 ¢

2
1
0,

T T T T T
10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 3
f1 (ppm)

T T T T T T
5 30 25 20 15 1.0 05 0.0

Figura 38. 'H-RMN de los compuestos 71 (arriba) y 72 (abajo) (250 MHz, CDCl,)..

Ya con los compuestos derivados del cloruro de cianurilo 56a y 56c¢ y el derivado de
triarilmetano 72 aislados y puros, se procedié a la sintesis de 66a y 66b (Figura 34). Asi
pues, se mezcld 1 equivalente del derivado de triarilmetano 72 con 1 equivalente del
derivado del cloruro de cianurilo 56a y 1.6 equivalentes de DIPEA en THF anhidro bajo
atmadsfera de argon y a reflujo durante 38 horas. Una vez se afiadid el derivado de

cloruro de cianurilo 56a a la mezcla de reaccidon se pudo observar un cambio de
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coloracién, de violeta a amarillo marronoso, hecho que indica el inicio de la reaccién.

Transcurrido un tiempo, la mezcla de reaccién se torné completamente verde oscura.

La evolucién de la reaccién se pudo seguir facilmente por cromatografia en capa fina;
aparecia una nueva mancha verde mas apolar. Ademds, por espectroscopia de *H-RMN
se pudo observar el desplazamiento de las sefales correspondientes a los protones

orto y para del arilo de anilina hacia campos bajos (Figura 39).

6

N

N 4 5 A
. , ~6 s 6 S-CHy-CHy-CigHao-CHs
g 4
Ar-5-CHy-CiiHas
O 2 S-CHy-CHy-CyiHas
1
Ji‘ \ o Ar-S-Cy;Hy0-CH3 |
NN 1,2 3 '
Cratas g AL g Lachtas
66a

10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -05
f1 (ppm)

Figura 39. "H-RMN del compuesto 72 (arriba) y del compuesto 66a (abajo) (360 MHz, CDCls)..

El compuesto final 66a se aislé por cromatografia en columna de gel de silice con un
eluyente de hexano/acetato de etilo de polaridad creciente (90:10 a 80:20), con un
rendimiento del 60 %. Este rendimiento moderado es debido a la tediosa purificaciéon
por cromatografia en columna, consecuencia de la presencia de largas cadenas
hidrocarbonadas. El mismo hecho ocurre con la sintesis de su homélogo polifluorado

66b, ya que se obtiene con un 65 % de rendimiento.
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5.24 Oxidacion del core leuco de triariimetano a su forma

cromatica (catidnica)

En la literatura se describe que el compuesto cromatico del core de triarilmetano
puede ser obtenido cuantitativamente oxidando su forma leuco con 2,3-dicloro-5,6-

dicianobenzoquinona (DDQ).”®

Siguiendo esta metodologia se obtuvieron los derivados cromaticos de los
triarilmetanos correspondientes a 63, 66a y 66b, los compuestos 73, 74a y 74b,

respectivamente (Figura 40)

CeFirn~g O g \ACsF1r )N\H by
| SN NTSN

73 C12H25‘S)\N/)\S’C1ZH25 CSF”\/\SJI\N/)\S/\/C*’FW
74a 74b

Figura 40. Estructura de los compuestos 73, 74a y 74b.

Tomando como ejemplo el compuesto leuco 66a, éste se solubilizé en THF anhidro
bajo atmdsfera de argdn y se anadieron 1.5 equivalentes de DDQ a la solucién, la cual
se volvio inmediatamente de color azul oscuro. Después de agitar la mezcla durante 90
minutos a temperatura ambiente, la reaccion se filtré a través de 6xido de aluminio
utilizando como eluyente una mezcla de CH,Cl,/MeOH 90:10, para asi separar la DDQ
sobrante del crudo de reaccion. El eluyente se evapord obteniendo un crudo residual
azul oscuro, el cual se solubilizd en etanol y se le anadié unas gotas de HCI
concentrado para obtener el cloruro como contraanién. La mezcla se llevo a reflujo
durante 1h. El compuesto final 74a se obtuvo con un 87 % de rendimiento, después de
su purificacién por cromatografia en columna de gel de silice con una mezcla de
eluyentes de CH,Cl,/MeOH 90:10. Los otros compuestos croméforos 73 y 74b se
obtuvieron siempre siguiendo la misma metodologia con rendimientos practicamente

cuantitativos.
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Una manera facil y visual de saber si la oxidacion de la forma leuco a la forma
cromatica de los derivados de triarilmetano se estaba llevando a cabo, era el cambio
drastico de color que los compuestos sufrian, de casi incoloro-azulado a azul-verde
oscuro, respectivamente. Ademas, también se puede observar la desaparicion del
protén central en la posicion tribencilica en el derivado de triarilmetano oxidado (ver
como ejemplo 74a en la Figura 41). En el caso de 74a también se pudo observar el
desplazamiento de la sefial perteneciente al protén de la amina interarilica hacia
campos bajos, concretamente de 7.19 ppm a 9.24 ppm. Este mismo hecho ocurre con
las sefiales de todos los protones aromaticos y de los metilos (Ca-N(CHs),) de la anilina

dimetilada.

S-CH,-CH,-CyoH20-CH3

29

N A\N S-CH,-CHp-Cy1Hys Ar-S-Cy1Hao-CH3
C12H25.SJ‘I\N’J\S'C12H25 /
)

45 Ar-S-CHy-CyiHas
1, 3 S \
66a L
l L.
S-CHy-CHy-CioHz0-CH;

S-CH,-CH,-Cy1H3 /
Ar-S-Cy1Hy-CH3
3 No hay *H centra Ar-S-CHz-Ci1Hy; /
(Ar)-NH L4 \ e
\ 2

T T T T T T T T T T T T T
10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 1%.0 \4.5 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05
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Figura 41. Espectros de "H-RMN del compuesto leuco 66a (arriba) y del compuesto cromatico

S

74a (abajo) (360 MHz, CDCls)..

5.2.5 Preparacion de los colorantes reactivos 65a y 65b

Como se indica en los objetivos de este capitulo, una de nuestras metas era la sintesis
de nuevos colorantes reactivos derivados de triarilmetano altamente hidrofdbicos para

anclarlos en telas de algoddn a través de un enlace covalente, ergo, la formacion de
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nuevos materiales superhidrofébicos (angulo de contacto de agua sobre el material

mavyor a 150°).%

Con el fin de convertir los compuestos 64a y 64b en colorantes reactivos, se utilizo la
misma metodologia que ya se habia usado en nuestro grupo de investigacion con otros

colorantes; se le afiadié un nucleo de cloruro de cianurilo (47) a su estructura.®?

Para ello, el compuesto 64b se solubilizé en THF anhidro bajo atmdsfera inerte a 0°C.
Sobre esta solucion se afiadieron 2 equivalentes de n-Buli (con sumo cuidado vy
lentamente) con el propdsito de desprotonar los dos grupos alcoholes de la molécula.
Conforme se iba afiadiendo la base fuerte, la mezcla sufria un cambio de coloracién de
azul-verdoso a incoloro. Esta mezcla se afiadid gota a gota sobre una solucién que
contenia un exceso de cloruro de cianurilo en THF anhidro bajo atmdsfera inerte a
temperatura ambiente. Se realizd el mismo procedimiento para la sintesis del
compuesto 64a (Esquema 36). El hecho de mezclar ambas soluciones en este orden y
utilizar un exceso de cloruro de cianurilo fue para forzar la monosustituciéon de la
molécula alcoxilada sobre el nucleo de cloruro de cianurilo y evitar la di- vy
trisustitucién tanto inter- como intramolecular, ademas de la formacién de productos
poliméricos indeseados. Los productos 65a y 65b se obtuvieron con un 63 y 65 % de

rendimiento, respectivamente.
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Esquema 36. Reaccién de formacion de los colorantes reactivos 65a y 65b.

La evolucién de esta reaccidn se siguid a través de espectroscopia de *H-RMN, donde
pudimos observar el desplazamiento de las sefiales de los protones cercanos al nucleo
de cloruro de cianurilo hacia campos bajos (comparar el desplazamiento de 13 y 14

con 13'y 14" en la Figura 42).
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Figura 42. Comparacién entre los espectros de "H-RMN del compuesto 64b (arriba) y del

compuesto 65b (abajo) (360 MHz, CDCls).

Ademas, la monosustitucion selectiva de un solo cloro del cloruro de cianurilo se pudo
verificar por BC-RMN, ya que aparecieron dos sefiales nuevas a 172.6 y 170.9 ppm,
correspondientes al nuevo enlace formado C,om-O y a los enlaces C-Cl,
respectivamente (Figura 42). En el grupo es conocido que en el ntcleo de cloruro de
cianurilo monosustituido la sefial de los carbonos C-Cl tiene un desplazamiento
alrededor de 171 ppm, mientras que el nucleo de cloruro de cianurilo disustituido, la
sefial del carbono restante C-Cl tiene un desplazamiento alrededor de 168 nm.®’
Ademas se pudo comprobar a través de espectrometria de masas que el compuesto

obtenido era el de monosustitucion del cloruro de cianurilo.
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Figura 42. Comparacion entre los espectros de *C-RMN del compuesto 64b (arriba) y del

compuesto 65b (abajo) (100 MHz, CDCls).

Aunque estos colorantes reactivos poseian grupos Ca-Cl sensibles a una posible
hidrdlisis, pudieron ser purificados por cromatografia en columna en gel de silice,
obteniéndose rendimientos moderados del 63 % en el caso del compuesto
hidrocarbonado 65a y del 66 % en el caso del compuesto polifluorado 65b. Ademas
durante este proceso, también observamos la fotoxidacion de la forma leuco a la
forma cromatica por lo que la columna se cubrié con papel de aluminio para evitar la

incidencia de la luz.

5.2.6 Maedidas de lipo e hidrofobicidad de los derivados de

triarilmetano sintetizados

Una vez completada la sintesis de todos nuestros derivados de triarilmetano objetivo,

procedimos a hacer el estudio de sus propiedades hidro y lipofébicas.

Se prepararon disoluciones 2.5 x 10 M, de cada uno de los colorantes sintetizados, en

acetona o cloroformo y 0.1 mL de cada solucién fueron depositados sobre una
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superficie de vidrio. Una vez el disolvente se evapord, se midio el angulo de contacto
utilizando gotas de agua (4 plL) para medir la hidrofobicidad y gotas de aceite y
hexadecano para medir la lipofobicidad (4 pL). Los resultados obtenidos se resumen en
la tabla 4. Los compuestos con mejores propiedades hidrofébicas fueron el derivado
de triarilmetano 66b con un angulo de contacto superficie-agua de 140° (Tabla 4,
entrada 5) y el 63a con un dngulo de 116° (Tabla 4, entrada 3). Estos resultados no nos
sorprendieron ya que se trataba de los compuestos con dos largas cadenas
polifluoradas conectadas a su estructura y dos grupos dimetilamina. Al cambiar uno de
los grupos metilo de la amina por un grupo alcohol (-CH,CH,0H), el dngulo de contacto
superficie-agua del compuesto 64b decrecié de 116° a 108° (Tabla 4, entrada 2). La
presencia del grupo alcohol (polar y prético) contrarrestaba la aportacion de

hidrofobicidad por parte de las largas cadenas polifluoradas.

Por otra parte, los resultados obtenidos también indicaron que los derivados de
triarilmetano con largas hidrocarbonadas (64a (77°), 66a (108°) y 65a (106°)) (Tabla 4,
entradas 1, 4, 6, respectivamente) presentaban en general menores angulos de
contacto que los derivados polifluorados analogos (64b (108°), 66b (140°) y 65b (107°)
(Tabla 4, entradas 2, 5, 7, respectivamente), luego, los compuestos totalmente
hidrocarbonados presentaban menor hidrofobicidad. Por lo tanto, de los resultados
obtenidos en las medidas de hidrofobicidad, podemos concluir que los derivados

polifluorados poseen una hidrofobicidad superior a sus andlogos hidrocarbonados.

En referencia a los estudios de lipofobicidad, tal y como se ha comentado
anteriormente, se midid el dangulo de una gota de hexadecano y aceite comercial
depositada sobre nuestros tintes. Asi, 4 uL de cada hidrocarburo se afadieron sobre
una superficie de vidrio donde previamente se habia depositado cada uno de nuestros
derivados de triarilmetano en una fina capa. Los resultados indicaron que el
triarilmetano 64b, con cadenas fluoradas y dos grupos alcohol, tenia el mayor angulo
de contacto (104° y 105°) (Tabla 4, entrada 2). Ademas, si se compara estos resultados
con los de su triarilmetano homadlogo con cadenas hidrocarbonadas 64a, el angulo de
contacto decrecia unos 66° (38° y 17°), debido a la lipofilia de las cadenas

hidrocarbonadas (Tabla 4, entrada 1).
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De estos resultados también podemos concluir que los compuestos polifluorados
presentan mayor propiedad lipofébica que sus compuestos hidrocarbonados analogos.
De todos estos compuestos, el derivado de triarilmetano 64b (con dos grupos alcohol
en su estructura y cadenas polifluoradas) fue el que presenté mayor propiedad

amfifébica, tanto para el agua como para fluidos oleosos (Tabla 4, entrada 2).”7

Tabla 4. Angulos de contacto de una gota (agua, aceite y hexadecano) sobre una superficie de

vidrio modificada previamente con los compuestos mencionados.

[a]

Entrada Compuesto™ Agua Aceite Hexadecano
Vidrio 41 35 15

1 64a 77 38 17

2 64b 108 104 105

3 63a 116 85 78

4 66a 108 42 19

5 66b"! 140 ; )

6 65a 106 45 15

7 65b 107 89 77

[a] 2.5 x 10™ M solucidn en acetona. [b] Debido a problemas de

solubilidad se utilizé CHCls.

5.2.7 Anclaje de los tintes reactivos 65a y 65b sobre telas de

algodon

El algoddn es un polimero compuesto por fibras de celulosa, formadas a la vez por
moléculas de glucosa que se encuentran enlazadas entre ellas a través de enlaces
glucosidicos entre las posiciones 1 y 4. Las cadenas de monosacdridos adquieren una

estructura paralela debido a la formacién de enlaces por puentes de hidrégeno entre
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las moléculas de glucosa (Figura 43), formando una estructura compacta que presenta

una alta resistencia mecanica, térmica y quimica.

Figura 43. Estructura quimica de las fibras de algoddn y puentes de hidréogeno formados entre

las moléculas de glucosa.

Normalmente las tinciones sobre tela de algoddn de los tintes reactivos formados a
partir de cloruro de cianurilo se llevan a cabo utilizando agua como disolvente y en
medio basico para neutralizar el HCl formado en el medio de reaccidn. Las moléculas
polares del agua pueden solvatar las fibras de celulosa, rompiendo asi las interacciones
supramoleculares de los enlaces por puente de hidrégeno, permitiendo la reaccidén con
el nucleo de cloruro de cianurilo enlazado al colorante. Sin embargo trabajar en medio
acuoso también tiene sus inconvenientes; por una parte, para aumentar la solubilidad
del tinte reactivo en agua, éste debe presentar grupos hidrofilicos, y en algunas
ocasiones, se requiere el uso de surfactantes. Por otra parte, el uso de medios acuosos
basicos hace que parte del tinte reactivo pueda reaccionar con el mismo medio (agua),
perdiendo hasta un 30% del tinte por hidrdlisis. Este tinte hidrolizado no reacciona con
el algoddn y por lo tanto es uno de los mayores contaminantes en este tipo de

procesos.

Como es de esperar en nuestro caso, nuestros tintes reactivos son completamente
insolubles en agua, asi que tuvimos que utilizar otro disolvente para llevar a cabo el
anclaje de 65a y 65b sobre telas de algoddn. Decidimos utilizar THF como disolvente,
como ya se habia hecho en nuestro grupo de investigacion para anclar tintes reactivos

de tipo azo altamente fluorados.®?
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Las telas de algoddn se lavaron previamente con jabdn en un bafio de agua destilada a

reflujo, para eliminar los residuos que éstas pudieran tener.

Con el fin de facilitar el anclaje de los tintes reactivos sobre la tela de algoddn, primero
fue necesario activar la tela con una solucidon de 0.1 M NaOH, para desprotonar los
grupos hidroxilo presentes en la celulosa. Estas telas activadas fueron tefiidas con
nuestro tinte reactivo 65b usando diferentes metodologias que se explican a
continuacion. Ademas se realizd un experimento en blanco para saber si el THF podria

alterar las propiedades finales del material.

Los experimentos consistieron en sumergir un trozo de tela de algoddn (3 x 3 cm)

durante 3 dias en las siguientes soluciones y bajo las siguientes condiciones:

e Tela 5: 1 mL de NEts, 0.02 g del colorante reactivo 65b (0.23 % en peso), 9 mL
de THF anh. a temperatura ambiente.

e Tela 6: 1 mL de NEts, 0.02 g del colorante reactivo 65b (0.23 % en peso), 9 mL
de THF anh. a reflujo.

e Tela 7: 0.02 g del colorante reactivo 65b (0.23 % en peso), 9 mL de THF anh. a
reflujo.

e Tela 8: 9 mL de THF anh. a reflujo (blanco).

El anclaje de nuestro tinte reactivo sobre la tela de algoddn deberia ocurrir a través de
la reaccion de los grupos alcéxido formados en la tela bajo condiciones basicas, los
cuales actuan como nucledfilos en una SyAr sobre los enlaces Ca-Cl presentes en

nuestro tinte reactivo tal y como se indica en el Esquema 37.
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Esquema 37. Anclaje del colorante reactivo 65b sobre la tela de algoddn activada.

En las telas 5 y 6, realizamos el anclaje del tinte reactivo 65b sobre la tela de algododn
siguiendo la misma metodologia que la utilizada por el Dr. Roger Soler, afiadiendo una
base auxiliar, NEts. El principal motivo por el cual se utilizd esta base fue para llevar a
cabo el proceso de "cuaternizacion"’® que se produce en los carbonos adyacentes al
cloro del nucleo de triazina de nuestro tinte reactivo. Estos carbonos sufren un ataque
nucledéfilo de la amina, obteniéndose asi una sal de cloruro de amonio cuaternaria.
Este nuevo derivado del tinte ahora presenta una mayor reactividad y susceptibilidad a
un ataque nucledfilo por parte de los alcoxidos del algoddn activado, o por parte de los
grupos alcoholes que no han sido desprotonados. Ademas, también se utiliz6 esta base
para mejorar la ruptura de las interacciones intermoleculares de enlace de hidréogeno
entre las fibras de la tela y para neutralizar la posible formacion de HCI, formado a

partir de la reaccion entre la celulosa protonada y los cloruros del colorante reactivo.
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Esquema 38. Propuesta de anclaje de 65b sobre celulosa en presencia de NEts.

Se hicieron dos experimentos en presencia de NEt; a temperatura ambiente y a reflujo,

para ver si la temperatura influia en el tefiido, tela 5 y tela 6, respectivamente.

Una vez pasados los 3 dias todas las telas se secaron durante 3 dias a 100°C en un
horno. Pasado este tiempo procedimos a realizar la oxidacién del colorante 65b
utilizando como agente oxidante la DDQ y siguiendo las condiciones y metodologia
descritas en la literatura.?® Se introdujeron las telas en diferentes balones con EtOH y
se les afiadid unas gotas de HCl concentrado mas una punta de espatula de DDQ. Se

observd como las telas se volvian verdes.

Después de este proceso de oxidacidn, los trozos de las tela de algoddn tratadas
fueron lavados 3 veces con THF, para eliminar el resto de DDQ dispersada en la telas.
Se pudo observar que las telas teflidas en presencia de NEts;, perdian claramente
coloracién verdosa después de lavar la tela verde 3 veces. Ademas la tela tratada a
temperatura ambiente (tela 5), no tenia apenas coloracion, a diferencia de la tela
tratada a reflujo, la cual tenia una leve coloracion verdosa (tela 6). Por el contrario el
THF utilizado en los lavados de la tela tefiida tratada sin presencia de NEts3 y a reflujo
en THF (tela 7) quedaba totalmente incoloro, demostrando que el colorante se habia

anclado perfectamente a través de un enlace covalente (Figura 44).
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Figura 44. Telas de algodon tefiidas con 65b bajo diferentes condiciones.

Al ver que la presencia NEt; no aportaba mejoras en el proceso de tincion, pensamos
que podia ser debido al tipo de colorante utilizado, ya que esta base ya habia sido
utilizada anteriormente en nuestro grupo de investigacion para hacer reaccionar otros
colorantes reactivos, también modificados con el cloruro de cianurilo, con telas de

algoddn activadas, obteniendo unos tejidos con una coloracién excelente.

Teniendo en cuenta estos resultados, el anclaje covalente de 65a (tela A) se llevd a

cabo segun el procedimiento de la tela 7, la cual a partir de ahora se Ilamara tela B.

5.3 Caracterizacion de las telas tenidas

5.3.1 Estudios de la hidrofobicidad y lipofobicidad de las

telas tenidas

Una vez tuvimos nuestras telas tefiidas (tela A, tefiida con el colorante reactivo 65a
(hidrocarbonado) y tela B, tefida con el colorante reactivo 65b (polifluorado)), se llevd
a cabo una primera medida cualitativa de la hidrofobicidad, que consistio en introducir
un trozo de cada tela en un bano de agua. Se compararon los resultados con un trozo
de tela de algoddn sin tefiir (tela 8, tela de referencia). Lo que pudimos observar es
que tanto la tela de referencia como la tela A acabaron sumergidas en agua, mientras
qgue la tela B quedaba flotando sobre la superficie de agua minimizando el contacto

con ésta a través de una capa de aire (Figura 45). Cabe decir que las telas tratadas con
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NEt; (tela 5 y 6), después de sumergirlas en agua varias veces se acabaron mojando y
quedaron hundidas. Este hecho nos indicé que habia menos colorante anclado sobre la

superficie de éstas.

Tela de referencia

Figura 45. Telas sumergidas en agua.

Para poder cuantificar la hidrofobicidad y lipofobicidad de estos materiales,
procedimos a realizar la medida del angulo de contacto de una gota de agua y de
hexadecano (4 pL), respectivamente, sobre las superficies tefiidas de la tela Ay la tela
B.

Dada la baja tensién superficial del hexadecano, no pudimos observar ningun efecto
lipofébico de nuestras telas ya que la gota se absorbia a la tela por capilaridad. Por
otra parte, la gota de agua se mantuvo claramente sobre la superficie de nuestra tela B
(Figura 46) hasta evaporacion, mientras que sobre la tela A la gota acababa siendo
absorbida. De los experimentos con una gota de agua observamos que la tela A
presentd un angulo de contacto de 134° mientras que la tela B presentaba un dngulo
de contacto con una gota de agua superior a 150° (152°), indicativo de

superhidrofobicidad.*®
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Figura 46. 1zq: Gota de agua sobre la superficie de la tela A (134°). Drcha: Gota de agua sobre
la superficie de la tela B (152°).

Ademds un trozo de la tela B (1 x 3 cm) fue sometida a tres lavados con jabén a 30 °C
durante 30 minutos y se volvié a medir el angulo de contacto, viéndose decrecido en
10° con una desviacidon maxima de * 6° respecto el primer dngulo de contacto medido
antes de los lavados (152 °). Otro trozo de tela B (1 x 3 cm) fue sometido a seis lavados
siguiendo el mismo protocolo, y al medir su angulo de contacto con la gota de agua,

éste decrecié 11° con una desviacidon maxima de + 2°.

Estos resultados nos indicaron que la tela B mantiene sus propiedades de
hidrofobicidad después de ser lavada bajo estas condiciones, confirmando la
estabilidad del colorante bifuncional 65b anclado a través de un enlace covalente a la

celulosa.

Como conclusién en el caso de las telas A y B y para los derivados de triarilmetano, las
propiedades en cuanto a la hidrofobicidad para los compuestos polifluorados son

realmente relevantes.

5.3.2 Morfologia y composicion de la superficie de la tela A

Llegados a este punto nos preguntamos si el proceso de tefiido podia provocar
cambios en la superficie de las telas. Nos centramos en la tela superhidrofébica B ya
que era la que mejores propiedades tenia. Asi que se llevé a cabo un estudio con un
microscopio electrénico de barrido (SEM) de la tela de referencia y la tela B (Figura

47). En las imagenes obtenidas se pudo observar que la morfologia de la tela antes y
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después del proceso de tincion era parecida, sin cambios apreciables. Este hecho nos
hace pensar que la tela B bajo el tratamiento del tinte 65b, mantiene las caracteristicas

mecanicas de una tela de algoddn sin tratar.

Figura 47. Imagenes de microscopia electrdnica de barrido. 1zg. tela de referencia. Drcha: Tela

Ademas, se hicieron andlisis de espectroscopia de dispersién de energia de rayos X
(EDS) sobre la superficie de la tela B observandose la presencia de fluor, azufre, y
cloro. La aparicion de estos elementos en el EDS nos confirma la presencia del
derivado de triarilmetano 65b sobre la superficie. Dado que la tela B se lavd a
consciencia con THF y acetona después del anclaje del colorante reactivo 65b, estos
resultados de EDS indican que el colorante se encuentra enlazado covalentemente a la

tela (Figura 48).
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Figura 48. Espectroscopia de dispersién de energia de rayos X de la superficie de la tela B.

5.3.3 Solidez del color de la tela B

Con el fin de valorar la solidez del color de la tela B, se llevaron a cabo medidas de
reflectancia que se realizaron en el Instituto de Investigacién Textil y Cooperacién

Industrial de Terrassa con un espectrofotometro de reflectancia.

Se realizaron 3 medidas, a lo largo de 63 dias para verificar que el color perduraba
sobre la tela y no variaba para una misma longitud de onda. En la Figura 49 se puede
observar como la curva del porcentaje de reflectancia se mantenia constante con el
paso del tiempo, hecho que corrobora que el color de la tela no varia y se mantiene

constante.

Estos ensayos se realizaron segln las normas siguientes:

- UNE-EN ISO 105-J01: 2000: Textiles. Ensayos de solidez del color. Principios generales

para la medicién del color de superficies.

- UNE-EN ISO 105-J03: 2010: Textiles. Ensayos de solidez del color. Calculo de

diferencias de color.
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Figura 49. Medidas de reflectancia de la tela B con el paso del tiempo.

Con estos resultados se pudo comprobar que la tela B ademas de ser resistente a los

lavados y mantuviera la hidrofobicidad, no perdia color con el paso del tiempo.

Estos resultados han sido recogidos en un articulo recientemente publicado en un

revista internacional de alto impacto.”
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6 SUMMARY AND CONCLUSIONS

In this chapter we have prepared different Indigo compounds with long
hydrocarbonated chains and perfluorinated moieties following the proposed
methodology. Seven compounds derived from 5-hydroxy- and 4,5-hydroxy-o-
nitrobenzaldehydes were synthesized by alkylation of the phenols contained in the
commercial starting structures. Hydrocarbonated chains and perfluorinated moieteies
were added either directly or through a previously modified 1,3,5-triazine nucleus. The

products were obtained with acceptable yields (65-100%).
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The usual Indigo synthesis, the Baeyer-Drewsen method, was tested but there were
solubility problems, however, two new indigo derivatives were obtained in good yields
(60 and 62). We proposed a one-pot synthesis that was optimized along this Thesis and
one more Indigo derivative was obtained (61), then three Indigo-type structures with
hydrocarbonated chains and polyfluorinated moieties have finally been obtained with
moderate vyields. We observed alkylation problems with polyfluorinated chains;
elimination reaction was observed from long polyfluorinated iodides under basic

conditions.
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Contact angle of a water droplet over a glass surface covered by 61, the soluble Indigo
derivative, was 112°, showing hydrophobic properties. This compound has been fully

characterized by the conventional techniques.

The insoluble compounds could not be able to be characterized by conventional

techniques.

The final Indigo dyes have been dispersed on cotton fabrics which have shown
hydrophobic behaviour (contact angles of a drop of water on them between 133-137°).
The change of two to four hydrocarbonated chains in the final dye did not modify the
hydrophobicity. Similar results were obtained with the presence of the polyfluorinated

moieteies.

As a global conclusion we could say that it is very complex to prepare compounds
derived from Indigo with long hydrocarbonated or polyfluorinated chains by the route
that we had proposed. The last step of the synthesis is difficult and the insolubility of

the precursors of o-nitrobenzaldehyde greatly limits their reactivity.

However, we can say that we have achieved the desired objectives. We have
synthesized 3 new Indigo derivatives and we have dyed by dispersion 3 fabrics. After

analysing them, they have shown hydrophobic behaviour.

The preparation of dyes from the triarylmethane family has been much more

successful. All the derivatives that we had proposed, taking into account the
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experience and the previous results of the research group, have been obtained with

moderate to good yields.

In total we have synthesized eight hydro- and lipophobic triarylmethane derivatives of
the family of “malachite green” dyes, containing long polyfluorinated and
hydrocarbonated chains in their structures, some of them have been isolated in their
leuco and chromatic form. To more functional reactive dyes have been prepared,
containing cyanuric chloride groups, that have allowed their grafting on cotton fabrics

obtaining new colored hydrophobic material after oxidation.
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The incorporation of the long chains to the structure of the triarylmethane molecules

has been done following two strategies:

- By a cross coupling reaction between long hydrocarbonated or polyfluorinated thiols

and 3,5-bromobenzaldehyde (direct precursor of the dyes).

- By incorporation of a disubstituted 1,3,5-triazine nucleus containing these type of

chains on previously prepared dyes.
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The vyields of the triarylmethanes following the Bayer condensation synthesis have
been moderated due to the partial oxidation of the TAMs in the purification process,

ergo the retention of them in the silica gel chromatography.
All the compounds have been fully characterized by the common techniques.

After depositing the dyes over a glass surface and measuring the contact angle of a
drop of water on them, angles between 77° and 140° were obtained. The lowest
belonged to the TAM derivative with polar groups in its structure. The best results

belonged to dyes containing long polyfluorinated chains.

The lipophobicity against oil and hexadecane was also studied, being remarkable the

repulsion obtained by 64b, containing polar groups and long polyfluorinated chains.

As previously commented, two compounds have been prepared containing cyanuryl
chloride derivatives that have allowed their covalent attachment to the fabric. The
molecules were synthesized in leuco form, then anchored on cotton fabrics and finally

oxidized using DDQ. Covalently modified colored fabrics were obtained.

The anchorage to the fabrics of 2 dyes, 65a and 65b, was assayed under different
conditions, the best being the one using THF at high temperatures. The use of NEt;

during the dyeing process of the fabrics gave the worst result.

The fabrics obtained showed hydrophobicity. The fabric containing the polyfluorinated
dye being much more hydrophobic. This cloth floated in water and had a contact angle
over 150°, that is, a superhydrophobic fabric. In addition we studied its fastness among
2 months obtaining excellent results. An analysis by EDS showed that the dye was
attached to the fabric and the fibers did not show modification of their morphology by

SEM after the dyeing process.

This work has been published in an international journal.
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7 ABSTRACT

Nowadays, surface contamination by microbes is a universal challenge in medical,
domestic, and industrial settings. For that reason it is important the creation of new

microbicidal materials in order to solve this problem.

Due to the development of antibiotic resistance by different kind of bacteria, the
pharmaceutical industry and scientists are focused on the research of new non-classic

antibacterial agents.80

Silver nanoparticles are well known for their properties against a wide range of
bacteria, viruses, and fungi. Owing to their characteristics they are now one of the
most commercialized nanomaterials having applications in over 200 products such as
antimicrobial coatings, medical devices, molecular diagnostics and photonic devices,

sensors, textiles, home water purifiers, household appliances, etc.®

Accordingly, in the present work new silver nanoparticles have been prepared using as
a ligand different antibiotics, such as eugenol, triarylmethane and fluoroquinolones.
All these nanoparticles have been characterized and microbicidal tests have been

carried out.

Moreover we have prepared microbicidal cotton fabrics. In the literature there are
different kind of fabrics treated with some antibiotics and nanoparticles. In this work,
we have used a simple way to anchor antibiotics to cotton fabrics. The direct
anchorage of the antibiotic on the cotton fabric, avoid both the loss of antibiotic and
the use of metals, decreasing in this sense the possible high toxicity promoted by the
metal nanoparticles.®? These materials can be used in a wide range of different fields,
from the medical one (bandaids, gauzes, surgical materials, etc) to the water

treatment one (purification filters).

Since in some countries of the third world the main population cannot afford the
expensive commercial antibiotics, these lowcost materials could be used by them in

order to avoid and treat some skin infections coming from different kind of injuries.
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8 CAPITULO 2: MATERIALES ANTIMICROBIANOS

8.1 Introduccion a los materiales antimicrobianos

Los materiales antimicrobianos son una clase especial de materiales que poseen
actividad microbicida, es decir que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
microorganismos patogenos tales como bacterias, hongos, levaduras y algas. Es tal la
necesidad de este tipo de materiales hoy en dia, que su disefio y aplicacidon esta

creciendo rapidamente.

Los materiales antimicrobianos ayudan a reducir el deterioro y a aumentar la vida util
de los productos, asi como, a prevenir infecciones en el campo de la salud. Se utilizan
en una gran variedad de aplicaciones y se han convertido en indispensables. En la
actualidad, la higiene y la seguridad de cualquier producto en el mercado se estan
convirtiendo en un gran tema de preocupacion entre los consumidores. Este hecho ha
llevado a la aparicion de una serie de tecnologias para garantizar la seguridad de los
productos. Los antimicrobianos o biocidas son sustancias quimicas frecuentemente
afiadidas a polimeros o materiales para prevenir el crecimiento de microbios en sus
superficies. Las aplicaciones de estos materiales antimicrobianos se pueden clasificar

en tres grandes grupos:

- Medicina vy asistencia sanitaria: Dispositivos médicos de infeccion adquirida en el
hospital (HAI), catéteres, dispositivos de tracto urinario, superficies de equipos

duraderos, cuidado de heridas, ambiente hospitalario y servicios publicos, etc.

- Industrial: Agricola, arquitecténico, calefaccion, ventilacién y aire acondicionado

(HVAC).

- Bienes de consumo: Para el hogar, deportes y ocio, electrdnica, cuidado infantil,
cocina y bafo, equipos de preparacion y manipulacién de alimentos, superficies de

aparatos y articulos de cuidado personal, entre otros.

Hoy en dia, los principales problemas de infeccion suceden en el ambito hospitalario:

infecciones del torrente sanguineo, neumonia, infecciones del tracto urinario e
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infecciones en los quiréfanos. Estos cuatro problemas son responsables de casi 1,7
millones de infecciones anuales y provocan aproximadamente 148.000 muertes. La
Organizacion Mundial de la Salud estima que cada afio 2 millones de pacientes

desarrollan infecciones graves como resultado de la hospitalizacion.

8.1.1 Laimportancia de los materiales antimicrobianos

Se conoce que en la antigliedad, la primeras civilizaciones ya practicaban distintos
procedimientos de desinfeccidon de la comida, como por ejemplo el procedimiento del
salazén, ahumado, escabechado y secado, entre otros. Para controlar el crecimiento
microbiano en los tejidos, se exponian a plena luz solar. Ademas, se utilizaban especias
en la cocina para enmascarar el sabor del alimento estropeado y se conocia que el uso
de algunas especias prevenia el deterioro de los alimentos. A mediados del siglo XIX,
los Drs. Semmelweiss y Lister desarrollaron técnicas asépticas para prevenir la
contaminacién de heridas quirdrgicas, ya que antes, las infecciones nosocomiales”
(infecciones contraidas durante la estancia en el hospital o durante los 30 dias
posteriores al alta hospitalaria) provocaban la muerte del 10% de los pacientes que

habian sufrido una cirugia y hasta el 25% de madres que daban a luz en los hospitales.

En el mundo moderno, los desinfectantes y los agentes antimicrobianos han sustituido
a todos los otros métodos de control microbiano superficial. Por definicién, los
productos quimicos desinfectantes y antimicrobianos tienen la capacidad de matar o
inactivar microorganismos actuando ya sea como una fuente de iones o moléculas

esterilizantes.®

8.1.2 Tipos de agentes antimicrobianos

Se conoce como agente antimicrobiano un compuesto que mata microorganismos o

inhibe su crecimiento (definicion del Diccionario de la Real Academia Espafiola).

“«Nosocomial» se deriva de la palabra griega nosokomeion (nosokomeon) que significa hospital (nosos =

enfermedad, komeo = cuidar).
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Los medicamentos antimicrobianos se pueden clasificar dependiendo del tipo de
microorganismo sobre el que actuan y de dénde actuan. Por ejemplo, un antibidtico se
utiliza para eliminar bacterias, mientras que un antifungico se utiliza para eliminar
hongos. Ademas, este tipo de medicamentos también se pueden agrupar segun cuales
sean su funciones. A los agentes que matan microbios se les llaman microbicidas, a
diferencia de los agentes que solo inhiben su crecimiento que son conocidos como
agentes microbioestaticos. Los desinfectantes son agentes antimicrobianos que se
aplican a objetos no vivos para destruir microorganismos que viven en la superficies de
los materiales. Por lo tanto, la desinfeccion significa reducir el numero de

microorganismos patogenos hasta el punto en el que ya no causan enfermedades.

La desinfeccion es menos eficaz que la esterilizacion, que es un proceso fisico y/o
quimico extremo que mata todo tipo de vida. Los desinfectantes, que actuan sobre
objetos inanimados son diferentes de otros agentes antimicrobianos como los
antibioticos, que destruyen los microorganismos dentro del cuerpo, y los antisépticos,
gue destruyen los microorganismos en el tejido vivo. Los desinfectantes también son
diferentes de los biocidas, estos Gltimos tienen el poder de destruir cualquier forma de

vida, no soélo microrganismos.

8.2 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los agentes antimicrobianos es la capacidad que tienen algunos
microbios, como bacterias, virus, pardsitos u hongos, de crecer en la presencia de un

farmaco que normalmente los mataria o limitaria su crecimiento.

Desde su descubrimiento durante el siglo XX, los agentes antimicrobianos (antibidticos
y medicamentos relacionados) han reducido sustancialmente la amenaza que
representan las enfermedades infecciosas. El uso de estas "drogas maravillosas", junto
con mejoras en el saneamiento, la vivienda y la nutricién, y el advenimiento de
programas de inmunizacién generalizados, ha llevado a una disminucién de las
muertes por enfermedades que antes eran muy comunes, intratables vy
frecuentemente fatales. A lo largo de los anos, los antimicrobianos han salvado la vida

y aliviado el sufrimiento de millones de personas. A finales del siglo pasado, el hecho
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de ayudar a controlar muchas enfermedades infecciosas graves, ha contribuido a

aumentar significativamente la esperanza de vida de la poblacion.

Estas mejoras estan ahora seriamente amenazadas por la aparicién y propagaciéon de
microbios que son resistentes a los farmacos que se han ido utilizando a los largo de
estos afios. Las infecciones bacterianas que mas afectan a la especie humana
(enfermedades diarreicas, infecciones del tracto respiratorio, meningitis, tuberculosis,
infecciones de transmisidn sexual e infecciones adquiridas en el hospital) son también
aquellas en las que la resistencia emergente y microbiana es mas evidente. Algunos
ejemplos importantes incluyen Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina,
Enterococos resistentes a la vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina, = Salmonelas  multirresistentes y  Mycobacterium  Tuberculosis

multirresistentes a diversos medicamentos.

Una amplia gama de otros agentes patdégenos, los virus causantes de la gripe, los
parasitos causantes de la malaria y los hongos, se estan volviendo resistentes a los

agentes antimicrobianos utilizados para los tratamientos respectivos.

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno biolégico natural que puede ser
amplificado o acelerado por una variedad de factores, incluyendo las practicas
humanas. El uso de un antimicrobiano para cualquier infeccidn, en cualquier dosis y
durante cualquier periodo de tiempo, obliga a los microbios a adaptarse o morir en un
fenomeno conocido como "presidon selectiva". Los microbios tienen una gran
capacidad de adaptacién, luego, de supervivencia. Las bacterias son particularmente
eficaces en resistir a los agentes antimicrobianos, no sélo debido a su capacidad para
multiplicarse exponencialmente y colonizar, sino también por su capacidad de
transferir sus genes de resistencia, los cuales se transmiten cuando las bacterias se
replican. Ademas, las bacterias resistentes también pueden transmitir sus genes de
resistencia a otras bacterias relacionadas a través de la "conjugacién”, por lo que los
plasmidos que llevan los genes saltan de un organismo a otro. Esto conlleva a que en
un entorno médico, tales microbios resistentes no son sacrificados por un agente
antimicrobiano durante un proceso estandar de tratamiento y desinfeccion. La

resistencia a un solo farmaco puede propagarse rapidamente a través de una
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poblacién bacteriana. Cuando los antimicrobianos se usan incorrectamente (en un
tiempo demasiado corto, a una dosis demasiado baja, o en una enfermedad
equivocada) la probabilidad de que las bacterias y otros microbios se adapten y se

repliquen en lugar de ser sacrificados se ve dramaticamente incrementada.

En el pasado, la medicina y la ciencia fueron capaces de vencer este fenédmeno natural
a través del descubrimiento de nuevas clases potentes de antimicrobianos, proceso
que florecid entre 1930 y 1970 y que desde entonces se ha ralentizado hasta
estancarse debido en parte a la confianza errénea en que las enfermedades infecciosas
ya han sido superadas. En las ultimas décadas, el desarrollo de microbios resistentes se
ha acelerado mucho por varias tendencias concurrentes. Tales tendencias incluyen lo

siguiente:

- La urbanizacion de territorios, la cual implica grandes acumulaciones de personas en
poco espacio con su asociado hacinamiento y saneamiento, lo que facilita
enormemente la propagacion de enfermedades como la tifoidea, la tuberculosis, las

infecciones respiratorias y la neumonia.

- Los cambios demograficos, que han dado lugar a una creciente proporcién de
personas de edad avanzada que necesitan intervenciones en hospitales y por lo tanto
estan en riesgo de exposicidn a patogenos de alta resistencia que se encuentran en

entornos hospitalarios.

- La epidemia de SIDA, que ha ampliado enormemente la poblaciéon de pacientes

inmunocomprometidos que corren el riesgo de numerosas infecciones.

- El enorme crecimiento del comercio global y los viajes que han aumentado la
velocidad y la facilidad con la que tanto las enfermedades infecciosas como los

microorganismos resistentes pueden propagarse entre los continentes.

- El aumento del numero de infecciones y el uso correspondiente de antimicrobianos,

ha hecho que la prevalencia de resistencia también haya aumentado.

- La mejora de los requisitos alimentarios de una poblacion mundial en expansidon ha

llevado al uso generalizado de antimicrobianos como promotores del crecimiento o
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agentes preventivos en animales productores de alimentos y aves de corral. Tales
practicas también han contribuido al aumento de microbios resistentes, que pueden

ser transmitidos de los animales al ser humano.

Las consecuencias de la resistencia antimicrobiana o antibidtica son graves. Las
infecciones causadas por microbios resistentes no responden al proceso de
tratamiento, hecho que da resultado a una enfermedad prolongada ergo a un mayor
riesgo de muerte. Los fracasos del tratamiento también conducen a periodos mas
largos de infeccidn, hecho que aumenta el nimero de personas infectadas que se
mueven en la comunidad y exponen a la poblacidon general al riesgo de contraer una

cepa resistente de infeccion.

Cuando las infecciones se vuelven resistentes a los antimicrobianos de primera linea
(antimicrobianos econdmicos), el tratamiento tiene que ser cambiado a farmacos de
segunda o tercera linea, que son casi siempre mucho mas caros y, a veces, mas toxicos.
Por ejemplo, los farmacos necesarios para tratar formas multirresistentes de la
tuberculosis son 100 veces mds caros que los medicamentos de primera linea

utilizados para tratar las formas no resistentes.

En muchos paises, el alto coste de estos medicamentos de reemplazo hace que su uso
esté prohibido, esto provoca que algunas enfermedades ya no puedan ser tratadas en
areas donde la resistencia a los medicamentos de primera linea es generalizada. Lo
gue mas alarma a la sociedad de hoy en dia, son las enfermedades donde la resistencia
antimicrobiana se estd desarrollando para practicamente todos los farmacos que
disponemos, elevando asi el espectro de una era postantibidtica. De hecho, la
tendencia actual sugiere que algunas enfermedades no tendrdn terapias eficaces en
los proximos 10 afos, aunque la industria farmacéutica intensifique los esfuerzos para

desarrollar nuevos medicamentos de reemplazo.®*

Por todo lo comentado, es patente |la necesidad de encontrar nuevos tipos de agentes
antibioticos que no provoquen resistencia bacteriana. En este sentido son importantes

los microbicidas basados en la plata.
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8.3 Laplata

La plata se conoce desde la antigliedad por sus propiedades antimicrobianas. La
aplicacién de la plata como agente conservador y antimicrobiano se remonta a hace

unos 6000 afios, al afio 4000 aC.

Los antiguos egipcios, griegos y romanos usaban sales metdlicas (zinc, cobre, plata y
mercurio) para limpiar las heridas, las cuales se suturaban con hilos de plata. Ademas
también dejaban caer una moneda de plata en sus aguas o leches como método de

preservacion.®

Desde el punto de vista médico, la plata tiene una larga trayectoria en la historia de
este campo. El uso de soluciones de plata (principalmente nitrato de plata) se convirtid
en una terapia aceptada en el siglo XIX.2¢ Por ejemplo, se utilizaban soluciones de
nitrato de plata como gotas oculares para prevenir y combatir infecciones en los ojos.
A finales del siglo XIX, el cierre de heridas y fistulas utilizando suturas de plata
demostrd ser muy exitoso en la prevencién de infecciones. El uso de plata y sales de
plata para limpiar las heridas y promover la curaciéon se mantuvo incluso en el siglo XX.
A modo de antecedentes, la plata y sus compuestos idnicos y coloidales fueron uno de
los pilares de la practica médica en Europa y en América, desde 1900 hasta el

comienzo de la era antibidtica moderna.

La plata se usa ampliamente en los vendajes y se aplica con éxito en heridas
infectadas, ulceras cutaneas, fracturas compuestas y quemaduras.87 Ademads, también
se utiliza en dispositivos para implantes, ya sea como revestimientos o incorporados

en la matriz polimérica, para inhibir el crecimiento bacteriano y prevenir infecciones.

Los antimicrobianos basados en plata han demostrado ser seguros y eficaces en la
lucha contra una amplia gama de microbios. De hecho la plata es el antimicrobiano
mas utilizado, evita de forma natural y continua al crecimiento de microbios
bacterianos, hongos, levaduras, moho, algas y biopeliculas. Dependiendo del
microorganismo, se ha demostrado que la tecnologia antimicrobiana con iones de
plata reduce inicialmente las poblaciones microbianas en cuestion de minutos vy

mantiene un rendimiento 6ptimo durante afios. Es conocido que los iones de plata
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atraviesan la pared celular bacteriana bloqueando la replicacién del microorganismo.
Ademas, se observa que la plata tiene efectos de toxicidad despreciables cuando

interactua con tejidos y fluidos humanos.

8.3.1 Métodos de aplicacion de la plata

La formas disponibles de la plata para fines antimicrobianos se clasifican en:

- Plata metdlica: Se impregna en vendajes, apositos, ademas se tejen telas con fibras

de plata.

- Sales de plata (forma catidnica de la plata): El uso de cloruro de plata es

especialmente frecuente en los textiles para el control de olores y de bacterias.

- Sistemas de intercambio idnico del catién de plata: Estos sistemas consisten en una
estructura de coordinacion con cationes de plata. Estos materiales incluyen

hidrogenofosfato de plata-zirconio, zeolitas de plata y vidrios ricos en plata.

La clave para la accién antimicrobiana en los sistemas basados en plata depende de su
capacidad para generar cationes de plata. La incorporacién de iones de plata a
diferentes materiales (plasticos, siliconas, caucho y otras mezclas de polimeros) es en
si misma muy flexible. La plata proporciona al material un caracter antimicrobiano

duradero, no lixiviable y no da lugar al desarrollo de cepas bacterianas resistentes.

A diferencia de los antibioticos, se ha demostrado que la plata ataca simultaneamente
varios objetivos en la célula bacteriana y, por lo tanto, es menos probable que las
bacterias se vuelvan resistentes a todos estos mecanismos de muerte y creen una
nueva cepa de bacterias resistente a la plata. Esta puede ser la razén por la cual la
resistencia bacteriana a la plata no ha sido ampliamente observada a pesar de su uso
desde tiempos remotos. Esto puede ser particularmente importante en hospitales,
hogares de ancianos y otras instituciones de atencién médica donde los pacientes

corren el riesgo de desarrollar infecciones.
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8.3.1.1 Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata tienen una actividad bactericida muy fuerte. Se ha
demostrado que esta actividad depende del tamafio y forma de las particulas,® de
manera que las de menor tamafio (<10 nm) demuestran mayor actividad antibidtica
qgue las particulas mas grandes. Las AgNPs mas pequefias tienen una proporcidon
superficie/volumen mayor, lo que facilita la interaccién con proteinas y organulos
celulares (diferentes estructuras contenidas en el citoplasma de las células) ademas de
la liberacion de iones Ag’ que produce una elevada toxicidad e inhibicién de la
actividad metabdlica en las células. Aunque el tamafio es un factor importante, otras
caracteristicas tales como el recubrimiento superficial, el potencial de aglomeraciéon /
agregacion, la forma y el tipo de célula también desempefian papeles esenciales en la

determinacion del potencial citotéxico de las AgNPs in vitro.®

Tan sélo hace unos 25 afios que se publicd uno de los primeros trabajos cientificos que
habla de las nanoparticulas de plata, es por ello que este campo es relativamente
nuevo para los cientificos y por consiguiente todavia se estan evaluando los efectos

nocivos que las nanoparticulas de plata podrian tener en los mamiferos.

Desde que se conoce que el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de plata
depende de su entorno quimico, los cientificos interesados en este campo han
disefiado, preparado y testado las propiedades bactericidas de un gran numero de

nanoparticulas de plata recubiertas por diferentes agentes estabilizantes.

Se han realizado diferentes experimentos y disefios de materiales (apdsitos,
catéteres,...) con plata y nanoparticulas de plata, demostrandose que los materiales
modificados o impregnados con las nanoparticulas de plata presentaban mayores
propiedades de sanacién y antimicrobianas que los materiales tratados meramente
con plata macrocristalina. Miller et. al. realizaron un ensayo aleatorio y controlado
para saber el efecto de la plata nanocristalina sobre la cicatrizacién de Ulceras en las
pierna. El vendaje de plata no aumenté la tasa de curacion general, pero se asocid con
una cicatrizacion mas rapida en las ulceras mayores.90 Gravante et. al. demostraron
que el uso de nanoparticulas de plata permitia una mejora en la prevencién de las
infecciones por quemaduras en comparacién con otras formulaciones de plata
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(sulfadiazina de plata y nitrato de plata).” Un afio mdés tarde, estos investigadores
describieron que la curacion mas rapida de quemaduras profundas se asociaba con el

uso de apésitos nanocristalinos impregnados con nanoparticulas plata.”

Existen estudios que demuestran la viabilidad de recubrimientos de nanoparticulas de
plata sobre catéteres de poliuretano en experimentos con animales™ que
demostraron la eficacia de éstas en la reduccién o prevenciéon de la formacién de
biopeliculas bacterianas. Debido a que los catéteres se utilizan en un amplio abanico
de pacientes, el niUmero total de infecciones relacionadas con los mismos es muy alta 'y
esto provoca un gasto médico importante. Especialmente, los catéteres que
permanecen en el paciente durante periodos prolongados son susceptibles a la
infeccidn, como por ejemplo, los catéteres venosos centrales (CVC). Estos se utilizan
para facilitar el acceso al torrente sanguineo del paciente para aplicar medicamentos o
recoger muestras de sangre. La contaminacion de estos dispositivos es muy a menudo
causada por la formacidon de biopeliculas o un trombo en la superficie. El catéter
adsorbe las proteinas al entrar en contacto con la sangre, y esto puede ser un caldo de

cultivo para bacterias y microbios.

También se han preparado nanoparticulas de plata recubiertas por polivinilpirrolidona
(PVP) y acetato de celulosa (CA) a partir de [Ag(CsFs)] en solucion como fuente de plata
y utilizando como reductor la PVP o el CA. Asi se han obtenido nanoparticulas de plata
de tamafos pequeiios (4.8 + 3.0 nm para PVP-AgNPs y 3.0 + 1.2 nm para CA-AgNPs)

mostrando en ambos casos efecto antibacteriano contra E. Coli.>*

Ademas se han preparado AgNPs estabilizadas por acidos grasos (acido oleico: AgNP-O,
linoleico: AgNP-L, y palmitico: AgNP-P). En estos trabajos se pudo observar que estas
AgNPs tenian actividad bactericida en agua dada su gran capacidad de penetrar la
membrana bacteriana y que su toxicidad dependia de su tamafio. De entre todas las
AgNPs que prepararon observaron que las AgNPs-O mostraban una mayor actividad

antibacteriana, penetracién en la bacteria, citotoxicidad, eficienciay estabilidad.”

También se han obtenido AgNPs utilizando quitosan (polisacarido lineal compuesto de
cadenas distribuidas aleatoriamente de B-D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina)
como agente estabilizante y nitrato de plata como fuente de plata, irradiando la
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mezcla con rayos UV para hacer mas eficaz la formacion de AgNPs. El resultado fueron
unas AgNPs con un tamafio de 25-30 nm, un plasmén de 402 nm (plasmon tipico de las
AgNPs) y un XRD con los picos cristalinos Ag (1,1,1), Ag (200) y Ag (220) pertenecientes
a la fase face-centered cubic. Estas AgNPs también mostraron efecto antibacteriano

contra E. coli.’®

El grupo de investigacion del Dr. Emilio Alarcén ha utilizado también una metodologia
fotoquimica utilizando irradiacion UV para obtener la formacién in situ de AgNPs e
introducirlas en polimeros. Por ejemplo, han introducido AgNPs en matrices de
poliuretano para uso en el dmbito médico, obteniendo un material con actividad
antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa y una citoxicidad despreciable para las
células primarias de la piel humana y eritrocitos (gldbulos rojos).97 De la misma manera
prepararon un nuevo material de colageno con AgNPs esféricas de un didmetro de 3.5
nm que resultd estable frente a medios con alta fuerza idnica y a 4acidos. Se
examinaron las propiedades biocompatibles y antibacterianas de este material, no
mostrando efectos nocivos hacia células epidérmicas (fibroblastos y queratinocitos) y
mostrando efecto antibacteriano contra Bacillus megaterium y E. coli y solo efecto

bacterioestatico contra S. epidermidis.*®

Jin-Feng et. al. utilizaron por primera vez lignina (sustancia natural que forma parte de
la pared celular de muchas células vegetales, a las cuales da dureza y resistencia) para
preparar in situ AgNPs a partir de la sal de AgNO; y utilizando como reductor
borohidruro sédico o acido ascérbico. El resultado de esta mezcla dio AgNPs con forma
esférica y tamanos entre 45-55 nm. Ademas, este material demostré nuevamente
actividad antimicrobiana contra E. coli; esta actividad fue estudiada utilizando Ia
técnica de cromatografia de gases para monitorizar el crecimiento de las bacterias

midiendo el CO, desprendido por éstas.”

8.3.1.2 Mecanismo de accion de la plata biocida

El mecanismo basico de actuacion se basa en que la plata de la nanoparticula es
oxidada por el oxigeno atmosférico, formando asi iones de plata, los cuales actian

sobre el microbio (Esquema 39).
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lisis celular °

Esquema 39. Oxidacidn de los atomos de plata y su efecto antimicrobiano.

Se ha descrito que los cationes de plata atacan a las bacterias por ocho mecanismos
diferentes comparandose con una ametralladora antibacteriana. Tal vez los
microorganismos pueden esquivar una bala, pero no ocho a la vez. Estos mecanismos

son:

- Bloqueo de la replicaciéon y la sintesis de proteinas por unién a ADN, ARN y proteinas

asociadas.'®

- Oxidacion de los compuestos sulfhidrilo o, comunmente conocidos como tioles;

aminodécidos que contienen azufre son inactivados al pasar a la forma disulfuro.*®

- Generacidon de especies reactivas de oxigeno que provocan la inactivacion de

moléculas vitales, como por ejemplo la formacién de superéxidos.'®
Y . . 103
- Inhibicién de la cadena respiratoria.
.y .. 104
- Perturbacién del transporte idnico.
- Interferencia con el transporte de electrones en el sistema citocromo.'®

- Interferencia con la adhesion bacteriana por uniéon a componentes de la matriz

extracelular.'®®
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- Inactivacién irreversible de las isomerasas fosfomanas.'®’

El catién de plata per se no mata microorganismos como podria hacerlo un
desinfectante. En su lugar, el catidn de plata antimicrobiano suprime la reproduccién
celular interrumpiendo el mecanismo de produccion de energia de la célula,
impidiendo la replicacién del ADN en la célula y debilitando la pared celular (Esquema

40).

Rotura de la
‘I membrana bacteriana

Ag*

3

Bloqueo en la
replicacion del ADN Inhibicidn proteica

Esquema 40. Alguno de los métodos de accidn del cation Ag” sobre una bacteria.

8.4 Tejidos antimicrobianos

Con el creciente conocimiento de los efectos patdgenos sobre la salud publica, la
necesidad de reduccion de malos olores y de formaciones de manchas causadas por
microorganismos, existe una creciente necesidad de materiales textiles
antibacterianos con aplicaciones en diferentes areas como en los dispositivos médicos,
en el cuidado de la salud, en la aplicacion de medidas higiénicas, en los sistemas de
purificacién de agua, en los hospitales, en los equipos de cirugia dental, en el embalaje

de alimentos, en el deporte y en el almacenamiento.

Los microorganismos causan problemas no solamente en las materias primas textiles
sino también una vez procesados, como por ejemplo, en las telas enrolladas a granel.

Esto puede ser extremadamente critico para un operador de sala limpia, una
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instalacion médica o una planta de procesamiento de alimentos, ademas de un
problema para el consumidor final del tejido en cuestion. El impacto econdmico de la
contaminacién microbiana es significativo y los intereses de los consumidores y las

1% | a necesidad de textiles

demandas de proteccidon estan en su punto mas alto.
antimicrobianos es inminente. Entre ellos difiere ampliamente el rendimiento biocida y
la durabilidad. Por ejemplo, los tejidos que se usan en vendajes para heridas o prendas
protectoras contra riesgos bioldgicos se clasifican y comparan en términos de "zona de
inhibicion" y "tasa de muerte" de bacterias. Es altamente deseable obtener tejidos

antimicrobianos que posean una alta actividad antibacteriana a la vez que muestren

también propiedades biocidas de amplio espectro.

Estd documentado que un tejido antimicrobiano se puede obtener mediante la
aplicacion de productos quimicos especificos, ya sea durante la fase de acabado o
mediante la incorporacidon de estas sustancias en las fibras durante el proceso de
prensado. A continuacién se indican algunas de las diferentes metodologias

utilizadas:*%

- La adicidn de sustancias bactericidas al proceso de hilatura, utilizando sustancias tales
como Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol), un miembro de la familia de

antisépticos y desinfectantes.

- Combinaciones de plata y silice. Una empresa inglesa ha creado un método diferente
para la produccién de fibras antimicrobianas y fungicidas. Sus fibras "Stayfresh"
explotan las propiedades de la plata y la silice, las cuales, al entrar en contacto con el
agua o la humedad, detienen el crecimiento de las poblaciones bacterianas en
alfombras, telas, muebles, colchones y ropa de cama. Ademads, con propiedades
antimicrobianas y fungicidas, estas fibras son seguras, no todxicas y garantizan el
control total del moho y hongos, evitando la propagacion de bacterias como

Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

- Modificacion mediante injerto u otras reacciones quimicas. En este proceso, cadenas
de moléculas que contienen sustancias antisépticas se injertan sobre los polimeros de

la base del tejido.
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- Tratamientos de acabado textil con agentes activos. Después del tratamiento térmico
(secado y condensacidon), sustancias microbicidas, incorporadas en productos

poliméricos y resinogénicos, se fijan a la estructura del textil.

- Revestimiento de plasma (pulverizacién catddica). Consiste en modificar la superficie
del material afadiendo el agente activo sobre ella. La adherencia se produce mediante
uniones fisicas como la adhesion (fuerza de atraccidn) o las fuerzas de van der Waals

(interaccion).**®

El grupo de investigacion de Alexander M. Klivanov et. al. es uno de los que tiene una
gran experiencia en preparar materiales textiles con propiedades microbicidas
depositando o anclando a través de un enlace covalente policationes hidrofdbicos
(sales de amonio) sobre superficies de algoddén (también sobre vidrio y otras
superficies textiles), creando asi materiales con una gran habilidad de matar bacterias,
hongos y virus rompiendo sus membranas lipidicas, a la vez que no se dafian las células

mamiferas.'**

Jeffrey F. Williams et. al. también prepararon un tejido de algoddn con propiedades
microbicidas anclando directamente sobre su superficie un agente precursor biocida
(dimetilol dimetil hidantoina) el cual se activaba a través de un proceso de bleaching
(blanqueamiento). Este material podia ser reutilizado una vez habia actuado como

agente biocida reactivandolo de nuevo con el proceso de bleo:ching.112

Danko Abramiuc et. al. funcionalizaron tejidos de algoddn utilizando compuestos
naturales bioldgicamente activos (propdleos, cera de abejas y quitosano) para lograr
las caracteristicas antibacterianas requeridas para la aplicacion médica. Los resultados
mostraron que las telas de algoddn tratadas tenian una alta actividad antibacteriana
frente a bacterias gram positivas Staphylococcus aureus y Streptococcus B hemoliticas

y bacterias Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.*

Ademas, se han preparado tejidos con AgNPs dispersadas para aportar la microbicidad
que tanto caracterizan a este tipo de nanoparticulas. K. Bajpai et. al. modificaron
guimicamente tejidos de algoddn con quitosano y posteriormente les incorporaron

nanoparticulas de plata. Gracias a las excelentes propiedades quelantes del quitosano,
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iones metdlicos de plata se unieron al tejido y posteriormente se redujeron a
nanoparticulas dando lugar a un tejido con una accién antibacteriana excelente contra

las bacterias modelo E. coli.**

Casi de la misma manera, Hossam E. Emam et. al. introdujeron en un tejido de algoddn
nanoparticulas de plata formadas a partir de la reduccién del i6n Ag’ con xantano

(polisacarido extracelular).**

Madheswaran Balamurugan et. al. prepararon nanoparticulas de plata recubiertas por
el propio tejido de algoddn utilizando ultrasonidos. Investigaron la actividad
antibacteriana de la tela revestida con nanoparticulas de plata contra la cepa del
cultivo de Staphylococcus aureus, dando resultados positivos. Ademas observaron que
al introducir las nanoparticulas de plata, la resistencia a la traccion de la tela de

algodén aumentd.™®

Battu Satyanarayana et. al. sumergieron telas de algoddn en soluciones acuosas de
nitrato de plata de 1 mM a 5 mM a 80°C durante veinticuatro horas para generar in
situ nanoparticulas de plata. Los espectros FTIR indicaron el papel de los grupos
hidroxilo y carboxilo del tejido de algoddn en la reduccion de la sal de plata a nano
plata. Las telas de algoddn con AgNPs mostraron una buena actividad antibacteriana

contra bacterias gram negativas y gram positivas.117

Tal y como se ha intentado mostrar en la introduccién de este segundo capitulo, el
interés por el desarrollo de nuevos materiales microbicidas esta en auge. Como se vera

en los siguientes apartados, intentaremos contribuir a ello en esta Tesis Doctoral.
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9 OBJECTIVES

Having into account the background of our research group in the preparation of
nanoparticles and in the modification of cotton fabrics, we decided to enforce our

knowledge and prepare new microbicidal materials.

In one hand we focused on the preparation of new silver nanoparticles stabilized with
antibiotic derivatives in order to find a synergistic effect between the ligand and the
nanoparticle, thus, create a new microbicidal material able to act in a wide range

against bacteria.

In another hand we focused on the preparation of new microbicidal cotton fabrics,
anchoring through a covalent bond to their surfaces different antibiotic derivatives in
order to create a new microbicidal material able to keep the antibiotic on its surface

without leaching.
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10 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, el primero de nuestros objetivos
de este capitulo, fue la preparacién de AgNPs que pudieran estar estabilizadas por
ligandos portadores de un compuesto que presentara alguna actividad microbicida,
con la intencidn de ver si era posible observar un efecto sinérgico entre la plata y este
compuesto. Lo primero que tuvimos que hacer fue plantearnos las sintesis de dichos
ligandos, tal y como veremos a continuacion. En una segunda etapa se sintetizaran y
caracterizardn las AgNPs deseadas y posteriormente se realizaran los estudios

microbicidas pertinentes.

Con el fin de cumplir el segundo objetivo, se utilizaron los ligandos previamente
modificados para anclarlos sobre telas de algoddon convirtiéndolas en materiales

potencialmente bactericidas, que también seran estudiadas.

10.1 Modificacion de diferentes bactericidas para ser
utilizados como ligandos estabilizantes de AgNPs o para

ser anclados a telas de algoddn

Con el fin de poder preparar las nanoparticulas de plata, primeramente tuvimos que
sintetizar los ligandos estabilizantes, tal y como se ha comentado previamente. Dichos
ligandos fueron disenados de forma que contuvieran en su estructura una parte con
efecto bactericida, una cadena larga que permitiera introducir un gran numero de
ligandos en la superficie de la nanoparticula al decrecer los impedimentos estéricos
que podria provocar el tamafo de los antibidticos, y finalmente un tiol, el cual se

encargaria de interaccionar con la plata estabilizando las nanoparticulas (Esquema 41).

Parte Vineul iad :
biocida INCUIO espaciador Tiol
A Al
r \ / \f_h—‘

AntiBio_~_ -~~~ oM

Esquema 41. Disefio del ligando estabilizante de las AgNPs.
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10.1.1 Sintesis del ligando derivado de triarilmetano

La estructura general que nos propusimos para el ligando estabilizante conteniendo
triarilmetano se puede observar en la Figura 50. Cabe recordar que estos derivados
triciclicos poseen propiedades bactericidas tal y como se ha comentado en la

introduccion del capitulo .

SH

Ron O @ (CHa)y’S
R

Figura 50. Disefio del ligando conteniendo triarilmetano.

La sintesis del ligando conteniendo triariimetano se intentd realizar a través de dos
aproximaciones diferentes, la primera (aproximacion 1, Esquema 42) preparando
primero el core de triarilmetano y después afiadiendo la cadena con un tiol terminal y
la segunda (aproximaciéon 2, Esquema 46, vide infra) invirtiendo el orden,
introduciendo la cadena con el tiol en un precursor del triarilmetano, previamente a su

formacion.
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estructura objetivo
Esquema 42. Aproximacion 1: Sintesis de triarilmetano conteniendo un tiol primario en su

estructura.
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Inicialmente se pensd en trabajar con anilinas sustituidas con cadenas largas tanto
hidrocarbonadas como polifluoradas, con el fin de poder aportar hidrofobicidad al
material final y de alguna manera ahuyentar las bacterias, las cuales sobreviven en

medios acuosos.

Se empezd la primera ruta sintética, siguiendo la aproximacidn 1, con la alquilacion de
la anilina utilizando 3.75 equivalentes del 1-yodododecano, en presencia de una base
débil como es el K,COs y utilizando como disolvente DMF. La DMF es un disolvente
orgdnico polar aprético con un alto punto de ebullicidn (153 °C) que facilita las Sy2.
Gracias a este elevado punto de ebullicién se pudo llevar a cabo la reaccién a 120 °C,

obteniendo rendimientos cuantitativos de 75 (Esquema 43).

NH, C12H25~Nzc12H25
K,CO,
+ 2 I_C12H25 L
DMF anh.
120°C

Esquema 43. Sintesis de la N,N-didodecil anilina, 75.

Una vez obtuvimos el derivado de anilina 75, el siguiente paso fue formar el
triarilmetano, para ello, se siguid la misma metodologia utilizada en el capitulo
anterior para preparar el core de triarilmetano, la condensacion de Bayer. En este caso
se utilizé el p-bromobenzaldehido (74) con la idea de introducir en la posicion bromada

una cadena larga acabada en tiol.

Asi pues se procedid a sintetizar el triarilmetano en presencia NbCls como catalizador a
través de una reaccion sin disolvente, partiendo del derivado de anilina 75 y p-
bromobenzaldehido (74) a 120 °C. El seguimiento de la evolucidn de esta reaccidn se
realizé por 'H-RMN. La sefial a 9.92 ppm correspondiente al protdn aldehidico de 74
desaparecia con el tiempo a la vez que aparecia la sefial del protdon central del
triarilmetano a 5.29 ppm. La purificacidon del producto 76 se llevé a cabo a través de
cromatografia en columna de gel de silice. Dado que el derivado de anilina 75 y el
producto final 76 tenian un Rf muy similar, se empezé la purificacidn utilizando como

eluyente hexano puro, eluyendo Unicamente la N,N-didodecilanilina (75). Después, se
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incremento la polaridad del eluyente utilizando un mezcla de hexano:Et,0 (95:5) para

obtener el triariimetano 76 con un 69% de rendimiento (Esquema 44).

?12"'25 ?12"'25

N N
H C12H25~Nzc12H25 CioHzs” “CqzHzs
NbCl5 10 % mol

+

120°C
69 % O
Br

74 75 Br

76
Esquema 44. Sintesis del triarilmetano 76.

El dltimo paso que debiamos realizar para finalmente obtener nuestro ligando
objetivo, era el de adicionar una cadena larga ditiolada sobre el triarilmetano 76
(aproximacion 1). Para ello se utilizé el 1,9-nonanoditiol (77) con la idea de realizar un
acoplamiento catalitico sobre el Cs,-Br por uno de los dos tioles primarios de 77,
guedando asi libre el otro tiol de la punta contraria de la cadena. Para evitar la
formacién de dimeros por doble sustituciéon (Esquema 45), se adiciond gota a gota
(una gota cada 5 segundos) una solucién diluida de 1 equivalente del bromuro de arilo
76 disuelto en tolueno anhidro sobre una solucién de 5 equivalentes de la cadena
ditiolada, mezclada previamente con DIPEA, DPPF y Pd(dba), en tolueno anhidro. El
gran exceso de cadena ditiolada estaba pensado para obtener exclusivamente la mono

sustitucion.

Ar“o/s\/\/\/\/\/SH

Pd(dba),
DPPF
DIPEA

B —

tolueno anh .
reflujo A
7 : /S\/\/\/\/\/S\ :
Arilo Arilo

Arilo—Br + HS_ A~ _ A~ ~_~_SH

Esquema 45. Posibles productos de la reaccion entre el bromuro de arilo con 1,9-nonaditiol.

Los resultados no fueron los esperados, por dos posibles razones: por un lado, debido

a la existencia de posibles impedimentos estéricos entorno al atomo de bromo del
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triarilmetano dificultando la adiciéon oxidativa sobre el paladio y/o por otro lado, al

envenenamiento del paladio causada por las aminas del triarilmetano.

Por este motivo, se decidid intentar sintetizar el ligando del triarilmetano por otra via

(aproximacion 2, Esquema 46).

R.\-R l: E
Os_H R” R
O~_H
+ HSC9H188H ““““““ = 1 1 e > l
B SCgH,sSH
r SCgH4gSH
75 77 78

estructura objetivo
Esquema 46. Aproximacion 2: Sintesis de triarilmetano conteniendo un tiol primario en su

estructura.

Esta vez la idea era llevar a cabo primero la reaccién del p-bromobenzaldehido (75)
con el 1,9-nonanoditiol (77) siguiendo la misma metodologia explicada anteriormente.
El bromuro de arilo (75) se adicion6 gota a gota sobre la mezcla de la cadena ditiolada

con el resto de reactivos y catalizadores necesarios (Esquema 47).

Pd(dba),

H 0 (o)
DPPF
DIPEA H
+ HSCgHzosH >
tolueno anh HS NN NN
reflujo
Br 75 %
77
75 78

Esquema 47. Sintesis del compuestos 78.

El seguimiento de esta reaccién por *H-RMN fue simple gracias a la pérdida de simetria
en la cadena ditiolada (77). En la Figura 51 se puede observar este hecho claramente
con el aumento de sefiales en la parte alifatica del espectro de *H-RMN de la molécula
78. Concretamente aparecian dos tripletes nuevos a 2.68 y 3.01 ppm correspondientes
a las sefiales del tiol libre y a los protones del carbono directamente enlazado al
tioarilo, respectivamente (SH y Hg de 78, Figura 51). Cabe decir que el cuadruplete que

aparece a 2.53 ppm se mantiene ya que corresponde a los protones del carbono
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metilénico contiguo al tiol libre, sin embargo su integracién se redujo a la mitad
respecto al resto de protones alifaticos (His de la molécula 78 y H, de la molécula 77
en Figura 51). El compuesto 78 se obtuvo con un rendimiento del 75 % después de su

purificacion a través de una cromatografia en columna de gel de silice.

11, 12, 13, 14

33 3.1 2.9 2.7 2.5 23 2.%1( 1.9 1.7 1.5 1.3 1.1 0.9 0.7
ppm)
Figura 51. "H-RMN del 1,9-nonanoditiol (77) (arriba) y de la molécula 78 (abajo) (250 MHz,
CDCls).

Seguidamente se procedio a realizar la sintesis del core del triarilmetano 79, siguiendo
la misma metodologia ya comentada anteriormente; utilizando como catalizador el

acido de Lewis, NbCls, y sin disolvente a 120 °C (Esquema 48).

C12Has CazHazs
H 0 Ci2Has<\ ~C12H2s C12H25’N O O N\C12H25
NbCls 10% mol
"2 120°C
SCoH,gSH O
78 75 SC4H,gSH
79

Esquema 48. Intento de formacién del triarilmetano 79.

142



Capitulo Il: Resultados y Discusiones

Lamentablemente esta reaccion dio lugar a una mezcla de productos que no se
pudieron separar. Posiblemente, debido a la tiolisis del NbCls producida por parte del
tiol libre, destruyendo de esta manera el catalizador. Otras posibilidades podrian ser la
formacién de productos procedentes del ataque nucleofilico del tiol sobre el aldehido
(creando en el medio de reaccion tiocetales), ademas de la esperada reaccién de
sustitucion electréfila aromatica para la creacion del core de triarilmetano. En el
espectro de resonancia de 'H-RMN del crudo de reaccién (Figura 52), se pueden
observar cuatro picos diferentes en el rango de 5.30-4.70 ppm, que corresponden a 4
productos diferentes conteniendo un protdn bencilico. Cabe decir que este tipo de

compuestos con cadenas tan largas, son dificiles de aislar via columna cromatografica.
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Figura 52. "H-RMN de la reaccién para obtener el triarilmetano 79 (Equema 48) después de

realizar el work-up (250 MHz, CDCl3).

Paralelamente y siguiendo la linea de trabajo con cadenas polifluoradas para dar

propiedades hidrofébicas a nuestros materiales, se quiso introducir cadenas

polifluoradas en el core de triariimetano. Para ello basandonos en la aproximacion 1y

2 se alquildé la anilina (73) utilizando 3.75 equivalentes del yoduro de 1H,1H,2H,2H-

perfluorooctilo (42¢c) en DMF anhidro y 120°C en presencia de K,CO3. Después de 16 h
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de reaccidn sélo se obtuvo la monoalquilacion de la anilina (81), pero ademas tanto
por cromatografia en capa fina como por *H-RMN se observé que se habia consumido
todo el yoduro polifluorado (42c) y aparecié un nuevo compuesto derivado de la DMF
utilizada como disolvente. La DMF se hidrolizaba en presencia de base a altas
temperaturas para dar lugar a dimetilamina y acido férmico. El acido en medio basico
reacciond con el yoduro polifluorado para dar lugar al formiato 80 cuyos protones se

sefalan en el espectro del crudo de reaccién (Figura 53).
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Figura 53. Crudo de reaccién de la formacidn del derivado de anilina polifluorada 82 (250 MHz,

CDCly).

Para fomentar la formacién de la anilina disustituida, se afiadieron 1.2 equivalentes
mas del yoduro polifluorado (42c) obteniendo, después de 24 horas mas de reaccidn,
una mezcla de productos de los derivados de anilina mono y disustituida, 81 y 82
respectivamente, la cual fue purificada via columna cromatogréfica utilizando como
eluyente un gradiente de hexano (100) a hexano: Et,0 (9:1), con unos rendimientos del
70% y 19%, respectivamente (Esquema 49). Cabe decir que no fue posible de purificar

100% la anilina monoalquilada por que siempre quedaban trazas del compuesto
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secundario de adicién del acido formico al yoduro polifluorado (80) formado durante la

reaccion.
\Hz H.,.CoH,CeF CeF1:C,Hy . CoH,CeF
K,CO; N~ 27476013 6F13C2Ha < ~CoH4CeF 13
I-C2H4C6F13
DMF anh. .
120°C
42c
73
81 (70%) 82 (19%)

Esquema 49. Reaccién de alquilacion de la anilina con un yoduro polifluorado.

Para sacar provecho de la anilina monoalquilada (81), se procedié a metilarla con 1.8
equivalentes de yoduro de metilo en DMF anhidro utilizando como base NaH a 0°C,
obteniendo el producto 83 con un rendimiento del 55 % después de purificarlo via

cromatografia en columna de gel de silice (Esquema 50).

HxN,CzH4CsF13 \NrC2H4CsF13
Mel
+ NaH ——
DMF anh
55 %
81 83

Esquema 50. Sintesis de la anilina polifluorada 83.

A pesar de que obtuvimos estos derivados de anilina, decidimos no usarlos para la
formacion de los TAMs con el derivado de tiol ya que en experimentos prévios hemos
descrito que no nos es posible su obtencién. Ademas, debido a la tediosa purificacién
de este tipo de anilinas con cadenas largas, no se volvieron a utilizar mas adelante. En

su lugar se utilizé la N, N-dimetilanilina.

Para solventar el problema de la formacién del core de triariimetano en presencia de
tiol libre, una posibilidad era la proteccion de este grupo funcional del derivado de
benzaldehido 78. Bajo atmdsfera inerte y utilizando 1.5 equivalentes de 1-
(bromometil)-4-metoxibenzeno (84) en presencia de NaH y dejando reaccionar una
noche a temperatura ambiente (Esquema 51), se obtuvo el derivado de benzaldehido
protegido 85. La purificacion por columna cromatografica en gel de silice de este
compuesto no fue posible por lo que se decidid llevar a cabo el siguiente paso con la

fraccion mas pura posible de 85.
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o A NaH
+
Br  THF
SCoH1gS
78 84 \

85
Esquema 51. Proteccién del tiol; formacion del derivado de benzaldehido 85.

HSCoH1gS

El siguiente paso fue la formacion del core de triariimetano haciendo reaccionar el
derivado de benzaldehido 85 con 3 equivalentes de la N,N-dimetilamina (19) en
presencia del catalizador NbCls (10 % mol) a 120°C. Pudiéndose purificar exitosamente
via cromatografia en columna de gel de silice nuestro derivado de triarilmetano 86 con

un rendimiento del 68 %.

Seguidamente se ensayod la desproteccion de 86 sumergiéndolo en una solucion de 0.1

118 | amentablemente al someter

mL de anisol en 1 mL de &cido trifluoroacético a 50°C.
el triarilmetano protegido 86 a dichas condiciones, éste descompuso dando lugar a una

mezcla compleja de productos (Esquema 52).
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/N N\
H__O
\N/
NbCl;5 10 % mol O
* — > 86
SCqH45S o 120°C $CoH,gS
\ 68%
85 19

o
O CF,COOH

J L
&

SCgH,4SH
87

Esquema 52. Sintesis del compuesto 86 e intento de sintesis del compuesto 87.

Otra aproximacién que se quiso estudiar fue la formacién del core de triarilmetano

teniendo una amina primaria en la posicién para del carbono central (Figura 54), de

esta manera cabia la posibilidad de introducir cadenas con carbonos electroéfilos sobre

el triarilmetano a través de la reaccion con la amina primaria. Una posibilidad era

afiadir un diyoduro de tal manera que quedara un yodo en el carbono terminal, de la

otra punta de la cadena, susceptible a reaccionar a través de una Sy2 con el 1,9-

nonanoditiol (77) (Esquema 53).
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AL
J

NH,

72

Figura 54. Triarilmetano con una amina primaria en la posicién para del carbono central.

A
77
HsN,H H‘N/\I y
HSC9H188H \NASCQH»]sSH
+ CH2|2 ““““““ = nhh N --------"------- >
R

R
Esquema 53. Propuesta de introduccidn de una cadena larga ditiolada sobre un derivado de

anilina.

Inicialmente la idea de prové utilizando la anilina (73).

Esta sintesis podia derivar en la polimerizacién del intermedio A dando lugar a una
cadena de anilinas conectadas entre si (Figura 55), por lo que era sumamente

importante jugar con los equivalentes de la anilina y del diyoduro utilizado.

/\N/\

° 9

Figura 55. Polimerizacién de la anilina A con yoduros terminales (Esquema 53).

Entonces, se procedid a mezclar la anilina comercial con 1 equivalente de K;CO3y 1

equivalente de CH,l, en acetonitrilo anhidro. La mezcla se dejo reaccionar a
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temperatura ambiente durante 3 horas sin observar ningln tipo de reaccién a través
de cromatografia en capa fina. La temperatura del montaje se elevd a 50°C y se dejo
reaccionar la mezcla durante 24 h, sin observarse formacidon del producto final.
Entonces, siguiendo las condiciones utilizadas para la sintesis de las anilinas
dialquiladas comentadas en parrafos anteriores, se intentd hacer la misma sintesis en
presencia de DMF anhidra a 120°C. Tras unos minutos de reaccidn, se formé un sélido
polimérico solamente soluble en DMF y DMSO. Para evitar esta polimerizacién, se
repitié la reaccion en DMF a temperatura ambiente. Después de 1 hora y media nada
habia reaccionado, asi que se aumento la temperatura a 50°C obteniendo la

polimerizacién comentada anteriormente al poco tiempo de reaccion.

Para evitar la polimerizacidn, se intenté mono alquilar la anilina con yoduro de metilo,
de esta manera se formaria una amina secundaria y evitariamos la doble adicion del

diyoduro sobre la anilina (Esquema 54).

NH, ~

73
88 89

Esquema 54. Propuesta sintética para obtener 89.

Se llevd a cabo la reaccidon sobre un bafio de hielo y agua a 0°C, utilizando 1
equivalente de yoduro de metilo junto con 1 equivalente de NaH en DMF anhidro. Una
vez se mezcld todo bajo agitacion magnética, se afadié gota a gota una solucion de la
anilina (73) en DMF anhidro. La disolucién final se dejo reaccionar obteniendo una
mezcla del producto de partida (73), anilina monoalquilada (88) y anilina dialquilada

(19).

Dado que esta aproximacién parecia compleja y no dio resultados positivos se decidié

abandonarla.

Finalmente y después de una exhaustiva blsqueda bibliografica, se consiguid dar con
una metodologia que nos permitié obtener el compuesto deseado (Figura 50). La ruta

retrosintética se puede ver en el Esquema 55.
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77

| |
/N N\
HSCgH4gSH
+
o — .o

| |
acYen Y Or
SCqH4gSH
p—— +
. C
=
g H
91
H_ O
é + O BFK
Br 93

75
Esquema 55. Ruta retrosintética para la formacion del triarilmetano objetivo 90.

Siguiendo la metodologia de Molander et. al.'*® se procedié a realizar una reaccién de
cross-coupling Suzuki-Miyaura con 1 equivalente de alqueniltrifluoroborato de potasio
(93) y otro del p-bromobenzaldehido (75), en presencia de PdCl, (2 % mol), PPhs (6 %
mol), y utilizando como base 3 equivalentes de Cs,CO3 en una mezcla de THF/H,0 (9:1)
a 85°C, obteniendo después de 22 horas el producto final (92) con un 85% de
rendimiento. Debido al coste del Cs,CO; en comparacidon con el K,COs, se decidid
ensayar de nuevo la reaccidn utilizando como base este ultimo, obteniendo como
rendimiento de reaccién un 97% bajo las mismas condiciones (Esquema 56). En el

Esquema 56 se muestra el mecanismo propuesto para este tipo de reacciones.
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K,CO4
H_O H_O
6mol% PPh;
2mol % PdCl,
+ N
~ BRK THF/H,0 (9:1)
85°C, 22h
Br o 97% =
75 92
(o]
o\
l PPh,
75

[(PPh3)2Pd"CI2]

R (o

H H
Ph Ph /©/50 Ph_ Ph /@o
Ph—R -
\Pd"\/ Ph P\pdu\
—
Ph—F Ph—F  Br
Ph  Ph PH Ph
H
Ph Ph o]
HO\Il: F K® Ph-‘P\' /©/§
?é Pd“\ KOH + KHCOsq_ KzCO3+ H20
F Ph—R  OH
F® Ph Ph
é\l:gé': K KBr
F
93

Esquema 56. Reaccidn de cross-coupling Suzuki-Miyaura entre el alqueniltrifluoroborato de

potasio (93) y el p-bromobenzaldehido (75) y ciclo catalitico.™

Seguidamente se procedid a la formacidn del core del triarilmetano 91, mezclando 92 y
la N,N-dimetilanilina, utilizando las mismas condiciones citadas anteriormente en esta
tesis, obteniendo un sélido amarillento con un 57% de rendimiento, tras ser purificado
via cromatografia en columna de silce-gel utilizando como eluyente una mezla de

hexano y dietil éter (8:1) (Esquema 57).
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o) N
NbCI5 10 mol % O O
120°C
57 % O
92 19 N

91
Esquema 57. Formacién del derivado de triarilmetano 91.

El ultimo paso a realizar era la adicion anti-Markovnikov del tiol sobre el doble enlace.
En nuestro grupo de investigacion, la Dra. Sandra Niembro™®® hizo reacciones de este
tipo en condiciones radicalarias en presencia de AIBN, utilizando una cincona y el
mismo ditiol de cadena larga 77, obteniendo rendimientos moderados alrededor del

60 % (Esquema 58).

SCgH4gSH

HSCgH,gSH, AIBN

>

CHCIj; reflujo
64 %

Esquema 58. Reaccién de una cincona con el 1,9-nonanoditiol (77) en presencia de AIBN.*?

Por lo tanto, se decidid realizar el mismo procedimiento, pero en nuestro caso no llegé
a funcionar, ya que se pudo observar tanto por capa fina como por 'H-RMN, que el
core de triarilmetano descomponia dando otros compuestos dificilmente reconocibles.
Posiblemente se podria formar un radical sobre el core del triarilmetano, identificado
previamente en publicaciones cientificas, y que derivaba en una mezcla de compuestos

dificil de identificar y de separar.*?

Otra metodologia descrita por G. Perin et. al consiste en adicionar un tiol sobre un

doble enlace Unicamente utilizando glicerol como disolvente (Esquema 59).%
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©/§ ©/SH Glicerol ©/\/ \©
+
4 h, 25 °C
94 %
Esquema 59. Reaccién de adicién de un tiol sobre un doble enlace en presencia de glicerol.*?

Segun este articulo, el mecanismo de esta adicion pasa por un estado de transicion

polar que da lugar a la adicién anti-Markovnikov debido a impedimentos estéricos

(Esquema 60).

R,
R Ri
»"H OH S
— J’W Co Ao J/
R H > R
_ HO/\(\OH Aproximacién anti-Markovnikov
R
C et o
H
J') (O on

i ol I
/( " R

Aproximacién Markovnikov

1
No se observa

Esquema 60. Mecanismo polar de adicién de un tiol sobre un doble enlace en presencia de

glicerol.

Siguiendo estas condiciones, conseguimos preparar nuestra molécula objetivo 90,
obteniéndo una fraccion pura con un 22% de rendimiento después de una tediosa
cromatografia en columna en gel de silice con un eluyente de polaridad creciente de

hexano: Et,0 (8:1) a Et,0 100% (Esquema 61).

153



Capitulo Il: Resultados y Discusiones

| | _N N
adYdh l
. HSCoHgSH —— O
O glycerol

77 60°C
22%

X SCgHysSH

91 920
Esquema 61. Formacidn del triarilmetano objetivo 90.

El seguimiento de esta reaccion se llevé a cabo por *H-RMN; en los espectros se pudo
observar la desaparicidn de los picos pertenecientes a los protones olefinicos de 91 (a
5.74 ppm y 5.23 ppm pertenecientes al protén cis y trans respecto al atomo de
hidrégeno bencilico, respectivamente) y la aparicidon de dos seiales alifaticas alrededor
de 2.89 - 2.72 ppm, correspondientes a los protones de los metilenos generados tras la
adicion (protones 11, 12 de 90 en Figura 56). Ademas, también se observa un efecto en
las sefiales de los protones pertenecientes al anillo aromatico enlazado al vinilo, ya que
la sefal del protén 9 de 91 se desplaza a campos mas altos en la moléculas 90,
llegdndose a sobreponer sobre la seial del protén 8 que permanece inalterado (Figura

56).

12a chzuz

I I SR |

15, 16, 17, 18, 1S

9,8
r2
6
s SH CHCh
21 -
1
HS.Z ad b n~SH
2
F1
77 1,4,5€
3]
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Figura 56. Espectros de "H-RMN en CDCl; de las moléculas 91, 90 y 77, de arriba a abajo (360
MHz, CDCl)..

Durante la purificacion del crudo de reaccion, ademas de obtener la molécula objetivo
90, también aislamos dos productos mas. Por un lado un triarilmetano conteniendo un
grupo aldehido y sin cadenas hidrocarbonadas en su estructura (94) y por otro lado un
triarilmetano con un grupo alcohol y con una cadena hidrocarbonada en su estructura
(95) conun 5 %y 10 % de rendimiento, respectivamente (Figura 57). Estos compuestos
fueron también totalmente caracterizados, aunque su mecanismo de formacién nos es

desconocido.

OH
94
95

SH

Figura 57. Subproductos aislados en la reaccién de formacién de la molécula objetivo 90.

10.1.2 Sintesis del ligando antibidtico derivado del eugenol

Otro de los antibidticos seleccionados para preparar ligandos estabilizantes de
nanoparticulas de plata, es el eugenol (Figura 58). Es un liquido oleoso de color
amarillo pdlido extraido de ciertos aceites esenciales, especialmente del clavo de olor,
la nuez moscada y la canela. Se emplea como antiséptico y anestésico local.
Aprovechando que su estructura contiene un doble enlace, nos propusimos aplicar la
misma metodologia que se realizé para obtener el ligando derivado de triarilmetano,

para asi obtener el ligando de eugenol objetivo 96.
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O =
Eugenol 96

Figura 58. Eugenol y su derivado, disefiado como ligando estabilizante (96).

Como se ha comentado anteriormente en la reaccidon ensayada con el derivado de
triarilmetano se obtuvieron productos de su oxidacidn, por lo cual decidimos llevar a
cabo la reaccion bajo atmdsfera de argdn y desgasando previamente el glicerol, para
evitar los productos secundarios formados anteriormente (productos derivados de
posibles reacciones radicalarias). Asi que mezclamos en un schlenk de 10 mL y bajo
una atmosfera de argdn, el eugenol con 3 equivalentes de 1,9-nonanoditiol (77) y 6 mL
de glicerol desgasado. Una vez que la mezcla alcanzd los 80 °C, se fue monitorizando
cada hora por capa fina y *H-RMN, observando sélo los productos de partida. Por lo
tanto se decidio dejar la reaccion toda la noche. Viendo que al cabo de 24 horas de
reaccion no habia ninguna evolucidn, se decidié abrir al aire el montaje, obteniendo al
cabo de una hora la conversién total al no observarse por ‘H-RMN ningun pico
perteneciente al grupo alilo del producto de partida (eugenol). Tras una purificacién
por columna cromatografica (Hex:Et,O, 2:1), obtuvimos un sélido blanco que
correspondia a la molécula objetivo 96 con un 85 % de rendimiento. Ademds también
se obtuvo una fraccion mas polar que pertenecia a la molécula formada por la doble
adicion de una molécula de 1,9-nonanoditiol sobre dos de eugenol (77) (8 % de

rendimiento, 97), la cual fue caracterizada completamente (Figura 59).

/OD/\/\S/\/\/\/\/\S
HO

97

Figura 59. Molécula obtenida a partir de la adicién de una molécula de 1,9-nonanoditiol sobre

dos de eugenol (77), 97.
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10.1.3 Sintesis del ligando antibidtico derivado de |Ia

fluoroquinolona

Finalmente el ultimo antibidtico que utilizamos para derivatizar y convertirlo en un

ligando estabilizante de nanoparticulas de plata fue la fluoroquinolona (Figura 60).

Las quinolonas son compuestos con estructura base de 2,3-dihidroquinolin-4(1H)-ona,
con actividad antimicrobiana y con toxicidad selectiva. Generalmente los derivados de
éstas mas utilizados son las fluoroquinolonas, caracterizadas por tener un grupo
fluoruro en el anillo central, normalmente en posicion 6. Hoy en dia existen

fluoroquinolonas comerciales como la ciprofloxacina comercializadas como Cipro®

(Figura 60).
0O 0 0O 0
F
(\N N cl N
K

SN sH

98
Figura 60. Ciprofloxacina y ligando disefiado como estabilizante de nanoparticulas conteniendo

Ciprofloxacina

un derivado de fluoroquinolona, 98.

El esquema retrosintético que se disefid para sintetizar esta molécula objetivo 98 se ha

resumido en el Esquema 62.
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Esquema 62. Ruta retrosintética para sintetizar el derivado de fluoroquinolona 98

La fluoroquinolona 99 se sintetizd siguiendo una metodologia clasica descrita por

1% La primera etapa consistié en mezclar estequiométricamente dos

Hiroshi Koga et. a
compuestos comerciales como son la 3-cloro-4-fluoroanilina (104) y el 2-
(etoximetilen)malonato de dietilo (103) sin afadir disolvente y elevando la
temperatura de reaccion a 120°C. Tras 2 horas de reaccidn se obtuvo un sélido blanco
identificado como 102 (100 % de rendimiento), el cual era el resultado de una adicién
conjugada seguida de una eliminacién de EtOH. Una vez se evaporé el etanol formado
en la reaccion, el crudo se disolvié en difenil éter. La mezcla se llevd a reflujo (258 °C);
cabe decir que es de suma importancia llevar la reaccién a reflujo para obtener buenos
rendimientos. Después de 3 horas de reaccién, la mezcla se dejé enfriar a temperatura

ambiente, obteniendo el producto 101 (core de fluoroquinolona) en forma de un

solido blanco procedente de una SgAr, tipo Friedel-Crafts intramolecular.

Después de filtrar el compuesto 101 y lavarlo con benceno, se procedié a derivatizar la
fluoroquinolona anadiendo un grupo alilo en la amina secundaria ciclica, para asi
poder introducir posteriormente la cadena larga ditiolada 77. Entonces, se mezclé 101
con 5 equivalentes de bromuro de alilo, 2.5 equivalentes de K,COs; en DMF a 90°C.

Después de 12 h de reaccidn, se dejé enfriar la mezcla a temperatura ambiente. Se
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hicieron extracciones con CH,Cl,, la fase organica se secé y evaporo, obteniendo un
crudo soélido marronoso el cual fue recristalizado con dietil éter para obtener 100 de

forma cuantitativa.

Seguidamente se procedid a la hidrdlisis del grupo éster de la molécula 100 en una
solucién acuosa de 7.8 equivalentes de NaOH a reflujo. Después de 2 horas la mezcla
fue acidificada con AcOH. El sdlido formado fue filtrado y lavado con agua. Asi se

obtuvo el compuesto 99 con un rendimiento del 100%.

Finalmente se intentd adicionar el ditiol de cadena larga 77 sobre el doble enlace
terminal del compuesto 99 utilizando las mismas condiciones que las usadas
anteriormente; trabajando con una mezcla de glicerol como disolvente y 1,9-
nonanoditiol (77). Debido a la baja solubilidad del compuesto 99 causada por la

presencia del grupo acido, no se obtuvo el producto deseado.

Asi que decidimos que el paso de la hidrélisis del éster fuera el Ultimo. Por lo tanto se
hizo reaccionar el éster derivado de la fluoroquinolona 100 y lo mezclamos con 3
equivalentes de 1,9-nonanoditiol (77) utilizando como disolvente glicerol; esta vez 100
mostraba buena solubilidad. Una vez preparada la mezcla, la temperatura del bafio
calefactor se elevd a 110 °C. Después de una noche de reaccién y una tediosa columna,
debido a la presencia de la larga cadena y el tiol primario, se obtuvo un sdlido
amarillento que correspondia al éster derivado de fluoroquinolona 105 con un
rendimiento del 35 % (Esquema 63). Este compuesto se afiadié sobre una solucién de 2
M HCl y se refluyéd toda una noche, obteniendo finalmente con un 100 % de
rendimiento el derivado de fluoroquinolona 98. Se llevé a cabo una hidrdlisis en medio
acido en lugar de en medio basico para evitar la desprotonacién del tiol primario de la
cadena hidrocarbonada, ergo, el posible atague nucledfilo del tiolato formado sobre el

carbonilo del ester del core de la fluoroquinolona (Esquema 63).
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Esquema 63. Sintesis del ligando estabilizante de nanoparticulas conteniendo fluoroquinolona
98.

10.2 Preparacion de nanoparticulas de plata estabilizadas con
ligandos conteniendo antibidticos (AntiBio@AgNPs)

Una vez sintetizados los ligandos objetivo, procedimos a la preparacién de las
nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando dichos ligandos como estabilizantes de las

AgNPs.
10.2.1 Antecedentes del grupo en la preparacion de NPs
metalicas

Nuestro grupo de investigacién cuenta con una extensa experiencia en la preparacion
de nanoparticulas utilizando diferentes metales. Por ejemplo se han preparado PdNPs

estabilizadas por la triazina polifluorada A (ver A en Esquema 64, 64 % contenido de F
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en la molécula) (Pdnp-A) con un tamafio medio de 2 nm de didmetro a partir de la
reduccion de Na,[Pd,Clsg] con metanol a 60 °C, resultando un método muy
reproducible a diferencia de otras aproximaciones descritas en la literatura. Estas NPs
dieron resultados excelentes actuando como catalizadores heterogéneos en
reacciones de Heck, Suzuki y Sonogashira, pudiéndose reutilizar hasta en cinco

ciclos.t?

Las Pdyp-A se soportaron en un gel de silice fluorado comercial (Pdyp-A-FSG) a través
de débiles interacciones fluor-flior. Este material fue utilizado como catalizador en
reacciones del mismo tipo. Cuando se utilizé un 0.001% M de Pdyp-A-FSG después de

tres ciclos el TON acumulado fue de 265000.%

O,
N o 0 0
Zant N 5
o] CeF1a oF
CBF‘W\/\S be o S/\/ 817
Fra
NZ |N O7Si’\L N|)§N
S)\\N)\S/\/Ca':w 0 N7 ONT s

o\ CBFW\) A H k/Cng
O—Si
ok Q =Pd

Esquema 64. Izquierda: Pdyps-A-FSG, derecha: Pdye-B.

Ademas, se prepararon NPs de Pd por reduccién de Na,Pd,Clg en presencia del
estabilizante B (Esquema 64). El método resultd ser altamente reproducible dando
lugar a NPs de un tamafio medio de 4 nm de diametro. La reaccion de Heck entre el
yodobenzeno y el acrilato de t-butilo se llevd a cabo bajo catalisis por Pdyp-B (4 % Pd) y
bajo irradiacién de microondas reduciéndose los tiempos de reaccién hasta 1.5 h sin

pérdida aparente de actividad después de 6 ciclos (rdto. medio 95 %).**

Por otra parte se han soportado nanoparticulas metdlicas en aerogeles. Los aerogeles
mas habituales son los derivados de silice, obtenidos principalmente por la hidrdlisis y
condensacién de derivados de tetrametoxi o tetraetoxiortosilicatos (TMOS, TEOS
respectivamente) bajo catalisis acida o bdasica, y posterior secado del gel himedo por
diversas técnicas, como por ejemplo el secado supercritico (método aplicado por el

grupo). El tratamiento de los geles hiumedos durante su proceso de formacion o una
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vez formados (cosintesis o postsintesis) con disoluciones de sales de metales como por
ejemplo: Ni(acac),, Ni(NOs),-6H,0,"%” Fe(NOs)s,**® Pd(acac),,**’ o Eu(OTf);**° dio lugar,
tras el secado, a aerogeles conteniendo en sus estructuras nanoparticulas metalicas
(Pd(0), Ni(0), FesHOg4H,0O, por ejemplo). La mayoria de los nuevos materiales
generados han sido utilizados como catalizadores facilmente recuperables y

reutilizables en reacciones organicas, como por ejemplo las reacciones de: Mizoroki-

130 128,129
k l.

Hec y adiciones de Michae

También se prepararon aerogeles hibridos orgénico—inorgénicos,131

en los que el
aerogel contenia partes orgdnicas introducidas en el proceso de gelificacion, utilizando
N-[(aminoetil)aminopropil]trimetoxisilano y [N((N-aminoetil)aminoetil)Jaminopropil]
trimetoxisilano junto al TEOS o TMOS, precursores de la estructura basica. Estos
grupos incorporados en el gel himedo, coordinaban cationes de metales de transicion
como el Pd(Il) o el Ni(ll), y tras ser secados en condiciones supercriticas, se observaba

132 Estos

gue los materiales resultantes contenian nanoparticulas de Pd(0) y Ni(0).
materiales también fueron utilizados como catalizadores recuperables y reutilizables

en la reaccidon de Mizoroki-Heck.

Y por ultimo en este tema, también se han preparado aerogeles de carbono dopados
con nanoparticulas de Pd(0) a partir del secado supercritico y la pirdlisis a T > 1000 °C
de los geles himeros obtenidos por polimerizacidn del acido 2,4-dihidroxibenzoico con
formaldehido en medio basico, e impregnados con disoluciones de sales de Pd(ll).
Estos materiales han resultado buenos catalizadores para reacciones de

133

hidroxicarbonilacion de yoduros de arilo™™ y reacciones de acoplamiento de tipo

Sonogashira.134

d 135 y Pt136

Ademas también se han utilizado otro tipo de estabilizantes de NPs de P
como por ejemplo, macrociclos y dendrimeros usados en catdlisis y para la obtencién

de materiales autoestructurados.
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10.2.2 Formacion de AgNPs. Primera aproximacion: sistema

bifasico organico-acuoso

*La caracterizacion de las diferentes nanoparticulas de plata preparadas en este

apartado se encuentra en el siguiente apartado 10.2.3

Durante su tesis doctoral, la Dra. Sandra Niembro™?° prepard nanoparticulas de Au a

137 Esta variante consiste en realizar la

partir de una variante del método Brust.
reduccion de la sal metalica utilizada en un sistema bifasico organico-acuoso, bajo una
agitacién vigorosa en presencia de una agente de transferencia de fase. Inicialmente,
la fase acuosa contiene la sal metdlica (en nuestro caso AgNOs3) y la fase organica el
estabilizante. AfRadiendo bromuro de tetraoctilamonio (TOAB) como agente de
transferencia de fase, la sal metdlica se reparte entre la fase acuosa y la orgdnica. En la
fase organica se forman micelas gracias a la presencia del TOAB vy la sal del metal. Una
vez se afnade el borohidruro de sodio, éste actia como fuente de electrones y el catidon
metalico se reduce al metal correspondiente en la fase organica. Es en este punto

cuando empieza la nucleacién y a medida que este nucleo va creciendo, el metal

queda estabilizado por los ligandos en forma de nanoparticulas (Esquema 65).

T o M
1& ; olueno § ,% 5
““L%dr:ﬁ R SH NW:\L:E %%MM %z‘ag %5
TOAB estabilizante Agitacion a":‘w T NaBHy (aq) OMN
_— ’V\NJV\I\[ —_— "b‘"ﬂ
Nucleaciéon NwO
sg F i AR
Agua ; § ; é ; ; 2
(tolueno) (tolueno)
Sal metalica Crecimiento
(formacioén de clusters)

R
- Y
’U\,‘,\
W
Formacién JM,VS s SzL‘ Estabilizacion s T
de la %, FJI) ; ‘o,
nanoparticula § R R 5 E

(tolueno) (tolueno)

(tolueno)

Esquema 65. Método Brust esquematizado.
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Basandonos en estos resultados, se procedi® a hacer una primera prueba de
preparacidon de nanoparticulas utilizando como estabilizante el dodecantiol (55a). Se
prepard una disolucién en tolueno con 1 equivalente de dodecantiol (55a) y con 4.3
equivalentes del agente de transferencia de fase, bromuro de tetraoctilamonio
(TOAB). Seguidamente se afiadié sobre esta disolucidon organica una solucién acuosa
con nuestra fuente de plata (AgNOs). Estas dos fases se agitaron vigorosamente
mientras se afiadia gota a gota una disolucion acuosa de 11 equivalentes del agente
reductor, NaBH,4. Es importante que esta adicién sea gota a gota (una gota cada 5
segundos), para generar nanoparticulas uniformes y evitar la formacién del bulk
metalico. La adicion del NaBH, sobre el sistema bifasico, provocé el cambio de color de
la fase organica de incoloro a rojo tinto, indicativo de la formaciéon de las
nanoparticulas. Después de 3 horas de agitacion, se separaron las fases, a la fase
orgdanica se le afiadié EtOH y se dejo reposar la mezcla en el congelador duante 1 hora
precipitando las nanoparticulas de plata estabilizadas con dodecantiol (DT@AgNPs).
Esta suspensidn de nanoparticulas se centrifugd 6 veces en presencia de EtOH, con la
finalidad de purificarlas del dodecantiol sobrante. Obtuvimos las nanoparticulas con un
didmetro medio de 2.6 + 0.7 nm (Figura 61) segun las imdagenes obtenidas del

microscopio electrénico de transmisién (TEM).

DT@AgNPs
60 -
50 -
8 40 -
9
[ =
% 30 -
(3]
o
& 20
10 - |
0 IIIIIIIIII.I III|I|IIIII|IIIIII TTT IIIII|IIIIIIIIIIIIII I-IIII
e N B BT I N B B
O O 4 . N N N N N < <
Diametro (nm)

Figura 61. Imagen TEM de las nanoparticulas estabilizadas con dodecantiol y su histograma

(recuento de 250 NPs).
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Después de haber comprobado que se podian preparar nanoparticulas de plata
siguiendo la variante de método de Brust, se decidié utilizar el mismo procedimiento
para preparar las nanoparticulas estabilizadas con los ligandos portando antibiéticos

sintetizados (90, 96 y 98).

Entonces, llegados a este punto, nos planteamos dos vias diferentes para preparar las

nanoparticulas estabilizadas con nuestros ligandos (Esquema 66):

- Via A: Preparacion de las nanoparticulas de plata utilizando como estabilizante

Unicamente uno de los ligandos sintetizados (90, 96 o 98).

- Via B: Preparacion de las nanoparticulas de plata a partir de la mezcla de dos
estabilizantes: el 1-dodecantiol (55a) y cada uno de los ligandos sintetizados (90, 96 o

98).

S-Eu
Eu-S S-Eu

_0 Via A @
j@/\ﬂ Eu-S S-Eu
HO Ag NO3 |
% NaBH, S
/\/\QOH

EUG@AgNPs OMe
96
/OD/\/\ S(CH,)11CH,
HO Via B Eu-S S-Eu
+ > Eus S
(CH2)11CH;
AgNO3
HS(CH,)11CH; NaBH,4 S/\/\@\
55,
2 DT/EUG@AgNPs OH
OMe

Esquema 66. Diferentes vias para la preparacion de nanoparticulas conteniendo Eugenol en el

ligando.

Primeramente se utilizé como estabilizante el derivado de eugenol (molécula 96) para
preparar las nanoparticulas de plata. Al realizar la misma metodologia explicada

anteriormente, no hubo formacidon de nanoparticulas. Se observaba como la plata se
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reducia hasta formar bulk, sin ningln tipo de estabilizaciéon por parte del ligando

derivado de eugenol.

Seguidamente, intentamos preparar las nanoparticulas de plata con una mezcla del
ligando del derivado de eugenol 96 y dodecantiol (55a) en relacién molar 1 a 1. En el
momento que mezclamos los dos ligandos en tolueno, se formd una pequeia
emulsién, sin embargo, decidimos continuar con la preparacion de nanoparticulas. Al
afadir gota a gota la solucién de NaBH,4, observamos de nuevo la formacion de plata

metalica.

El tolueno no parecia un buen disolvente orgdnico en este caso. Para intentar evitar la
formacién de la emulsién utilizamos cloroformo. En este caso ambos ligandos eran
totalmente solubles en cloroformo y cuando procedimos a afadir gota a gota la
solucidn del reductor, observamos un leve cambio de color (rojo) en la fase orgdnica,
indicativo de la formacién de nanoparticulas de plata. Después de 3 horas de agitacion,
las fases se separaron. La fase organica se secé con Na,SO, y se evapord, obteniendo
un residuo rojizo. Después de afiadir etanol, la soluciéon se dejé reposando en el
congelador. Al cabo de una hora se observabd la presencia de nanoparticulas
precipitadas y en solucién, ya que el etanol tenia un leve color rojizo. El sélido se
limpid y centrifugd 5 veces con etanol frio. En cada lavado se observaba pérdida del
solido ya que éste era parcialmente soluble en etanol. Para comprobar que teniamos
las nanoparticulas de plata estabilizadas con ambos ligandos, se hizo un espectro de
'H-RMN al sélido obtenido, observando que solo habia ligando dodecantiol (55a)
estabilizando las nanoparticulas, ya que aparecian senales abultadas (tipicas de los
ligandos cuando estdn estabilizando a nanoparticulas) en la misma zona que las
senales del 1-dodecantiol (55a) y no se observaba ninuna sefial en la zona aromatica

perteneciente al Eugenol (Figura 62).
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Figura 62. Espectros de "H-RMN (400 MHz, CDCl;) del ligando eugenol 96 (arriba), 1-
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dodecantiol 55a (medio) y DT@AgNPs (abajo).

Decidimos entonces cambiar la condiciones e intentar preparar las nanoparticulas de

plata estabilizadas con nuestros ligandos en un disolvente miscible en agua.

10.2.3 Formacion de AgNPs. Segunda aproximacion: sistema

monofasico

Ya que utilizando la metodologia descrita anteriormente no conseguimos la
preparaciéon de nanoparticulas estabilizadas con nuestro ligando derivado del Eugenol,

nos propusimos prepararlas utilizando un sistema monofasico.

10.2.3.1 Nanoparticulas de plata estabilizadas con el ligando
derivado de eugenol 96 (Eug@AgNPs)

Después de ensayar la solubilidad del ligando eugenol 96 en diferentes disolventes

miscibles en agua, decidimos usar el tetrahidrofurano (THF).
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Se preparé una disolucion del eugenol 96 (1 equivalente) disuelto en THF y
seguidamente se afnadid una solucion de AgNOs (1 equivalente) en agua. Después de
agitar vigorosamente durante 5 minutos, se afiadié gota a gota una solucién acuosa de
NaBH; (3.2 equivalentes). Es importante afiadir la minima cantidad de agua para evitar
la precipitacion del ligando. Tras unos minutos de reaccidn se pudo observar un
cambio de coloracion en la disoluciéon, de amarillo a rojo, dato indicativo de la
presencia de nanoparticulas de plata. Después de agitar la solucidn durante 24 horas,
el THF se evaporé (no en su totalidad, para evitar la precipitacion de las nanoparticulas
en el agua restante) y se anadid cloroformo para extraer las nanoparticulas de plata
formadas, ademads de salmorra ya que se habia formado una gran interfase que hacia
muy dificil la separacién de las fases. Una vez las fases estuvieron bien separadas, se
observo claramente como la fase acuosa quedaba incolora y la organica coloreada con
un tono rojizo, demostrando una vez mas que la extraccion fue todo un éxito y que
habia nanoparticulas de plata (Eug@AgNPs). Cuando la fase orgdnica se secd y se
evaporod, quedé un solido rojo el cual fue lavado con dietil éter, de esta manera
solubilizamos el ligando sobrante pero no las nanoparticulas. Para verificar la pureza
de las nanoparticulas de plata estabilizadas con el ligando eugenol, se procedio a hacer
una espectroscopia ordenada por coeficiente de difusion (DOSY), dénde pudimos
observar la presencia de solo una especie con ligando de eugenol 96, corresponiente a
las nanoparticulas de plata Eug@AgNPs, ya que el coeficiente de difusidn del ligando

libre es menor y deberia haberse observado si estuviera presente (Figura 63).
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Figura 63. Arriba: Espectro correspondiente al experimento DOSY (400 MHz, CDCl;) de las
nanoparticulas de plata estabilizadas con el derivado de eugenol 96, Eug@AgNPs. Abajo:
Espectro correspondiente al experimento DOSY (400 MHz, CDCl;) del ligando de eugenol 96

libre.
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10.2.3.2 Nanoparticulas de plata estabilizadas con el ligando
derivado de triarilmetano 90 (TAM@AgNPs)

Con el fin de preparar las nanoparticulas de plata estabilizadas con el ligando derivado
de triariimetano 90 (TAM@AgNPs), se utilizd la misma metodologia monofésica
explicada anteriormente utilizando THF como disolvente y los mismo equivalentes de

cada uno de los materiales de partida.

Se disolvié en THF el ligando derivado de triariimetano 90 y cuando se afiadio la
disolucién acuosa de la sal de plata, se observé un cambio de color de incoloro a verde
oscuro, debido a la oxidacion del core de triariimetano. Después de anadir el reductor
gota a gota, este verde se fue transformando en rojo, mostrando la presencia de

nanoparticulas de plata que se filtraron y lavaron con dietileter.

Para comprobar que la nanoparticula estaba limpia de ligando libre, se procedid a

hacer un DOSY, no observandose ligando libre (Figura 64).
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Figura 64. Arriba: Espectro correspondiente a experimento DOSY (400 MHz, CDCl;) de las
nanoparticulas de plata estabilizadas con el derivado de triariimetano 90, TAM@AgNPs. Abajo:
Espectro correspondiente a experimento DOSY (400 MHz, CDCl;) del ligando de triarilmetano
90 libre.
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10.2.3.3 Intento de formacion de nanoparticulas de plata
estabilizadas con el ligando derivado de
fluoroquinolona 98 (FQ@AgNPs)

Finalmente, se procedidé a preparar las nanoparticulas de plata estabilizadas con el

derivado de fluoroquinolona (98).

Utilizando la misma metodologia anterior, cabe decir que después de la adicion de la
sal de plata en disolucion acuosa, se observd como el ligando de fluoroquinolona 98
precipitaba parcialmente; aun asi se decidié dejar la mezcla bajo agitacidon mientras se
afadia gota a gota el reductor. Se obtuvo un sélido oleoso amarillo, el cual emitia
fluorescencia bajo luz ultravioleta, denotando la formaciéon de clusters, en vez de

nanoparticulas.’*®

Figura 65. A: a) Disolucién en THF de los clusters de plata estabilizados con el derivado de
fluoroquinolona 98; b) Disolucion del ligando de fluoroquinolona 98 libre. B: A: a) Disolucidn
en THF de los clusters de plata estabilizadas con el derivado de fluoroquinolona 98, b)
Disolucidn de las nanoparticulas de plata estabilizadas con el derivado de eugenol 96,

Eug@AgNPs.

10.2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata
formadas; estabilizadas con el ligando derivado del

eugenol 96, triarilmetano 90 y fluoroquinolona 98

Los plasmones de superficie son uno de los fendmenos mas notables que tienen lugar
en las nanoparticulas metdlicas. Consisten en oscilaciones colectivas de electrones

restringidos en pequefios volimenes metdlicos. Para que este fendmeno ocurra, la
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particula tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente. El
campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce un dipolo eléctrico en la particula
desplazando a una parte de los electrones mdviles deslocalizados en una direccién
lejos del resto de la particula metalica, generando asi una carga neta negativa en un
lado de la particula. Como el resto de los nucleos y sus electrones internos no se han
desplazado, constituyen una carga opuesta positiva (red catidnica).’* Este efecto se

refleja en una banda de absorcién.

Dicho esto, es conocido que una banda de absorcion alrededor (plasmén) de 400 nm
es caracteristica de las nanoparticulas de Ag, asi que, en primer lugar se llevaron a

cabo los espectros de absorbancia de las AntiBio@AgNPs.**

En la Figura 66 se pueden observar los espectros de absorbancia en el rango UV-Vis en
cloroformo de nuestros materiales de plata y de sus ligandos libres conteniendo
antibidticos. Es destacable comentar que en todos los casos aparece una nueva banda
de absorcion, la cual pertenece al plasmdén de las nanoparticulas o clusters de plata
formados. En el caso del derivado de triarilmetano 90 se puede observar dos
absorbancias a 438 y a 622 nm, respectivamente, debido a la oxidacion parcial que

sufre el triarilmetano cuando es irradiado con luz, en este caso la luz natural del dia.
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Figura 66. Espectros de absorbancia. Arriba izq: Eug@AgNPs, drcha: ligando derivado de
eugenol 96. Medio izq: TAM@AgNPs, drcha: ligando derivado de triarilmetano 90. Abajo izq:

FQ@Ag clusters, drcha: ligando derivado de fluoroquinolona 98.

Un vez comprobamos la posible existencia de nanoparticulas debido a la presencia del
plasmon caracteristico de las nanoparticulas de plata, a fin de conocer el tamafio de las
nanoparticulas formadas con nuestros ligandos, hicimos estudios con el microscopio
electrénico de transmision (TEM). En las imagenes pudimos observar la presencia de
nanoparticulas de 2.33 + 0.78 nm y 3.24 + 0.77 nm de las nanoparticulas de plata

estabilizadas con eugenol y triarilmetano, respectivamente. En el caso del material de
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plata preparado con el ligando derivado de fluoroquinolona 98, no se llegé a ver
ninguna presencia de nanoparticulas, como era de esperar al tratarse de especies tan
pequefias (clusters de plata estabilizados con dicho ligando). Seguidamente, hicimos
anadlisis espectroscopios de energia dispersiva de rayos X (EDS) a las muestras,
observandose en cada caso la presencia de plata Ag (0), ademds de la presencia de

azufre, proveniente de los ligandos derivados de los antibiéticos (Figura 67 y 68).

I Eug@AgNPs

60 4
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40
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Figura 67. Foto de TEM, histograma (200 NPs contadas) y espectro de EDS de las

nanoparticulas de plata estabilizadas con ligando derivado de eugenol 96.

175



Capitulo II: Resultados y Discusiones

I TAM@AgNPs

3.24+0.77 nm

Frequency

Diameter (nm)

Ag
u S

T
3 F

e
=
e adpsaale s ga b a g les g b asliassiaagel

T
[

— T
5

Figura 68. Foto de TEM, histograma (200 NPs contadas) y espectro de EDS de las

nanoparticulas de plata estabilizadas con ligando derivado de triarilmetano 90.

Para saber cudl era la proporcién de plata y de materia orgdnica de nuestras AgNPs, se
llevaron a cabo analisis termogravimétricos (TGA) de nuestros materiales Eug@AgNPs,
TAM@AgNPs y FQ@Ag clusters, obteniendo unos porcentajes en masa de plata del
30%, 17% y 3% (clusters), respectivamente. En la Figura 69 se pueden ver las curvas de
TGA y de DSC (calorimetria diferencial de barrido) de estos materiales. En dicha Figura
se puede observar que cada pérdida de materia va acompafiada de una emision
energética. Cabe decir que en los experimentos de TGA realizados para los ligandos
libres, no quedd residuo alguno de materia carbonizada, asi que, de esta manera
podemos considerar que el residuo obtenido en los experimentos de TGA de las

nanoparticulas pertenece a la cantidad de plata que hay en el material analizado.
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Figura 69. Curvas de TGA de los materiales (linea verde) acoplado a DSC (linea azul); Arriba izq:

Eug@AgNPs. Arriba drcha: TAM@AgNPs. Abajo: FQ@Ag clusters.

A partir de aqui, decidimos seguir con la caracterizacion y pruebas de microbicidad

solo con los materiales de plata Eug@AgNPs y TAM@AgNPs.

Con el fin de saber cudl era la organizacidon espacial de los atomos de plata que
formaban la nanoparticula y el estado de oxidacion del metal, llevamos a cabo
medidas de difraccion de rayos X en polvo (XRD), observandose los planos cristalinos
correspondientes a la Ag(0) (fcc) a (1, 1, 1), (2, 0, 0), (2, 2, 0) y (3, 1, 1), para las
TAM@AgNPs. Ademas, estas nanoparticulas también se caracterizaron por
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS), para confirmar en qué

estado de oxidacidon se encontraba la plata, observandose las sefiales tipicas de la

Ag(0) a 369 eV y 375 eV (Figura 70).**
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Figura 70. Arriba: Difractograma de rayos X en polvo de las nanoparticulas de plata
estabilizadas con el derivado de triarilmetano 90, TAM@AgNPs. Abajo: Espectro XPS de las

nanoparticulas de plata estabilizadas con el derivado de triariimetano 90, TAM@AgNPs.

En el caso de las Eug@AgNPs, el espectro de XPS fue idéntico al mostrado en la Figura
70 para las TAM@AgNPs, sin embargo no fue posible la definicion de los planos

correspondientes a la Ag(0) utilizando la técnica XRD.

En el apartado de Experimental part, se encuentra la caracterizacién completa de los

tres nanomateriales preparados en este apartado.
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10.2.5 Intento de estabilizacion de nanoparticulas de plata
estabilizadas con el ligando derivado de eugenol y el

ligando derivado de triarilmetano en medio acuoso

Estos experimentos se llevaron a cabo durante una estancia doctoral en la Universidad

de Ottawa Heart Institute bajo la supervision del Dr. Emilio Alarcén.

Para llevar a cabo los ensayos microbicidas era necesario que las nanoparticulas de Ag
fueran solubles en medio acuoso, dado que las pruebas se realizaban en agua. Debido
a la insolubilidad en medio no organico de los materiales que habiamos preparado se
intentd en primer lugar utilizar una proteina como la albumina que pudiera

estabilizarlos y disolverlos en medio acuoso.

Para ello se prepard una disolucion (disolucion madre) de albumina en agua (500 uM)
en una solucion de PBS (solucion salina tamponada con fosfato) (100 mM de fosfato de
sodio). A partir de la misma se separaron 3 fracciones. En todos los casos se utilizd THF

como codisolvente, dado que solubilizaba las AgNPs:
1. Disolucién blanco mezclando 10 mL de disolucién madre y 50 pL de THF.

2. Disolucion mezclando 10 mL de disolucién madre y 50 uL de una disolucién de 200

UM de Eug@AgNPs en THF.

3. Disolucion mezclando 10 mL de disolucién madre y 50 uL de una disolucién de 200

uM de TAM@AgNPs en THF.

El momento de la adicion de los 50 plL de las disoluciones de nuestros materiales sobre
los 10 mL de disolucion madre era crucial, ya que si se anadia de golpe las
nanoparticulas precipitaban inmediatamente. Por lo tanto se afiadidé con la ayuda de
un adicionador automatico, gota a gota la solucion organica sobre el centro del vortex

de la disolucidn acuosa con la proteina bajo agitacion mecanica.

Las disoluciones se dejaron a 0°C toda la noche agitdndose lentamente. Al dia siguiente

se les hicieron diversas didlisis en PBS (100 mM de fosfato de sodio), para rebajar al
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maximo la concentracidn de THF, ya que la presencia de éste nos podria interferir en

los resultados microbicidas.

Finalmente las soluciones se liofilizaron obteniendo un polvo blanco (es la mejor forma
de guardar las muestras para evitar la contaminacidon bacteriana). Después se
redisolvieron en 5 mL de agua Milli-Q obteniendo en cada muestra una concentracién
de Ag igual a 2 uM. Se midié la absorbancia de las disoluciones no observandose el
plasmoén correspondiente a las AgNPs. Por lo tanto en estas condiciones no

conseguimos estabilizar las AgNPs.

Otra metodologia que utilizamos para tratar de estabilizar y solubilizar las
nanoparticulas de plata en medio acuoso, fue intentar preparar liposomas. Utilizamos

un fosfolipido llamado dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Figura 71).

/\/\/\/\/\/\/\)cj)\o 0\']/\/\/\/\/\/\/\/

' rd
o070

+
/fil\

Figura 71. Fosfolipido utilizado para intentar formar liposomas, DPPC.

Siguiendo la misma idea, también se utilizé THF para disolver las nanoparticulas. En el
momento en el que se fue anadiendo gota a gota esta disolucidon organica sobre la
solucién acuosa con DPPC, se observabd una ligera turbidez, indicativo de que las

AgNPs precipitaban.

En resumen, no pudimos estabilizar ni solubilizar las AgNPs en medio acuoso utilizando
albumina como estabilizante ni utilizando DPPC como promotor de liposomas, por lo
gue no pudimos realizar los estudios biocidas que nos habiamos propuesto

inicialmente.
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10.2.6 Ensayos microbicidas de telas de algoddn recubiertas
con nanoparticulas de plata estabilizadas con el
ligando derivado de eugenol y el ligando derivado de

triarilmetano, Eug@AgNPs y TAM@AgNPs

Otra manera de llevar a cabo los estudios microbicidas de las AgNPs preparadas, era
depositarlas en un material capilar, de tal manera que el contacto entre la
nanoparticula y la bacteria fuera mas eficiente que con la aglomeracién de
nanoparticulas obtenidas cuando se intentd su estabilizacion y solubilizacion en medio

acuoso utilizando albumina o la formacion de liposomas.

Como material capilar, escogimos trabajar con telas de algoddn. Se afiadié 1 mol de Ag
por trozo de tela (3 x 3 mm). Para verificar si las nanoparticulas estaban depositadas
sobre el material, se llevaron a cabo imdagenes de microscopio electréonico de barrido
(SEM) (Figura 72), donde se pudo observar perfectamente pequenos puntitos

brillantes pertenecientes a las AgNPs en cada caso, Eug@AgNPs y TAM@AgNPs.
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0O O OQ

Figura 72. Arriba: Imagen SEM de tela blanco. Abajo (izq): Imagen SEM de tela de algoddn
recubierta de Eug@AgNPs. Abajo (drcha): Imagen SEM de tela de algoddn recubierta de
TAM@AgNPs.

Seguidamente, se realizaron experimentos microbicidas utilizando Staphylococcus
aureus y Pseudomona como bacterias. Se escogieron estas dos cepas de bacterias para
representar a las gram positivo y gram negativo, respetivamente. Dichos experimentos
consistian en sumergir 3 trozos diferentes de cada tela en una suspension bacteriana
10’ cfu/mLy 100 pL de LB al 25%. Después se dejaban incubar dichas suspensiones con
las telas en un rotador mecanico a 50 rpm y 37 °C durante 14h. Estos experimentos se
realizaron en el Departamento de Microbiologia de la Universidad Autonoma de

Barcelona bajo la supervision de la Dra. Montserrat Llagostera.

Los resultados fueron positivos ya que la presencia de las telas impregnadas con las
AgNPs que habiamos preparado hacia que decrecieran las colonias de bacterias
respecto al blanco (Figura 73). Se observé que habia un decrecimiento de las colonias
bacterianas por mL de hasta al menos 2 érdenes de magnitud para la cepa bacteriana

Pseudomona y de 1.5 6rdenes de magnitud para la cepa de S. aureus.
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Figura 73. Grafico exponencial que representa el logaritmo del nimero de colonias bacterianas
por mL (gris oscuro: Pseudomonas aeruginosa y gris claro: Staphylococcus aureus) tras 14 h de
incubacién de las telas con EUG@AgNPs, TAM@AgNPs y la tela de referencia sin AgNPs

(control).

Con el fin de estudiar si habia sinergia entre el antibidtico y la AgNPs y de si habia
influencia con la concentracién de Ag utilizada, se llevd a cabo el mismo experimento
(utilizando solamente Staphylococcus aureus) aumentando la concentracién de Ag diez
veces y afiadiendo como blanco la tela impregnada con DT@AgNPs (de estas NPs

también se hizo el TGA para saber el porcentaje en masa de Ag que contenian).

Cabe decir que no se observé un aumento en la microbicidad de las telas con diferente

concentracion de Ag en ellas.

Ademas, tampoco se observd una sinergia entre el ligando con potencial antibidtica y
la AgNPs, ya que, la tela con DT@AgNPs dispersadas en ella dio los mismo resultados
que la tela sin AgNPs control. Con estos resultados pudimos concluir que la plata no
era la que aportaba el efecto microbicida, sino que era el ligando antibidtico (Figura
74). Estos hechos podrian ser explicados debido al gran recubrimiento que ejercen los
ligandos hidrofébicos sobre las AgNPs, privandolas de tener contacto con el medio

acuoso, luego, con las bacterias.
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Figura 74. Graficos exponenciales que representan el logaritmo del nimero de colonias
bacterianas por mL (Pseudomonas aeruginosa) tras 14 h de incubacién con las telas
impregnadas con EUG@AgNPs, TAM@AgNPs, DT@AgNPs y la tela de referencia sin AgNPs
(control). Arriba: 1 x [Ag]. Abajo: 10 x [Ag].

Al ver que la microbicidad venia dada por los ligandos con potencial microbicida, se
decidié ver qué pasaba si se anclaban estos ligandos directamente sobre la tela sin

necesidad del uso de la Ag y ademas mejorando la fijacion del antibidtico sobre ella.

10.3 Preparacion de telas microbicidas

Después de haber preparado nanoparticulas de plata estabilizadas con ligandos
derivados de diferentes antibidticos y aprovechando la experiencia propia y del grupo
en el anclaje covalente de moléculas en telas de algodén activadas, nos propusimos
anclar algunos de los derivados antibidticos previamente sintetizados en el capitulo

anterior sobre telas de algoddn.
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10.3.1 Diseno de las moléculas

Se hizo un disefio de molécula a anclar sobre la tela semejante al de los tintes reactivos
presentados en el capitulo I: antibiético, vinculo espaciador y conector. Sacando
provecho de los ligandos sintetizados en el apartado anterior, si nos fijamos en su
estructura (Esquema 67), observamos que necesitamos convertir estos ligandos en
"ligandos reactivos" afiadiendo un grupo capaz de reaccionar con los grupos alcéxido
de la tela de algododn activada. Se penso en utilizar el cloruro de cianurilo (47) que se
podria unir a la molécula a través de una sustitucidon nucleéfila aromatica con el tiol

terminal.

Parte ) _ .
antibiotica  Vinculo espaciador  Tiol
N
AntiBio\/\/\/\/\/SH
Parte . .
antibidtica  Vinculo espaciador  parte electréfila
A
" ~ —_—

AntiBio\/\/\/\/\/S\'L//N\lN(CI
NS
b

Cl

Esquema 67. Comparacion de los disefios de la molécula ligando para estabilizar AgNPs y de la

molécula para anclar sobre telas de algodén.

10.3.1.1 Preparacion de las moléculas 106, 107. Adicion de
los derivados de antibiotico 96 y 105 sobre el cloruro
de cianurilo

Como se observa en el Esquema 68, la unién del cloruro de cianurilo (47) con el ligando
antibiotico 96 o 105 se hizo a través de una sustitucidon nucledfila aromatica en un
disolvente polar aprético como el THF, a una temperatura controlada inferior o igual a
0 °C y en presencia de una base como la diisopropiletilamina (DIPEA), amina débil y
voluminosa, tal y como se ha realizado en casos anteriores en el capitulo | de esta

tesis.
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Esquema 68. SyAr de los ligandos 96 y 105 sobre 47.

En esta reaccién se pretendia aislar selectivamente el compuesto derivado de la
monosustitucién del cloruro de cianurilo (47). Al tratarse de un electréfilo muy
reactivo, las condiciones de esta reaccion debian ser suaves y la temperatura es uno de
los factores clave para evitar la di- o trisustitucion de los atomos de cloro del
electrofilo por los del nucledfilo. En todos los casos se utilizaron 1 equivalente del
derivado de tiol (96, 105), 1.25 equivalentes del compuesto 47 y 1.65 equivalentes de
DIPEA en THF anhidro. El montaje se realizd de la misma forma que para la sintesis de

los compuestos 56a y 56b.

En el caso del compuesto 106, la reaccidn se tuvo que llevar a cabo a -20 °C, ya que a 0
°C solo se obtuvo un 15 % de rendimiento del producto dado que ademas se formaron
los derivados di-, trisustituidos. Ademas, se observé la reaccidon del OH fendlico del
compuesto 96 sobre el cloruro de cianurilo. Sin embargo, a -20 °C se obtuvo el
compuesto 106 tras purificacidon por cromatografia en columna en gel de silice con una
mezcla de eluyentes de hexano:Et,0 (3:1 a 1:1), obteniéndose un liquido incoloro con

un rendimiento del 36 %.

En el caso del compuesto 107, la reaccidn se llevé a cabo a 0°C, obteniéndose tras una
extraccién con medio acuoso acido, un liquido incoloro caracterizado como 107 y con

un rendimiento del 100 %.

El siguiente derivado que queriamos hacer reaccionar con 47 era el compuesto 98, sin

embargo esta especie era muy insoluble en las condiciones de reaccién. Ademas, al

186



Capitulo Il: Resultados y Discusiones

trabajar en medio basico desprotonariamos el grupo acido y esta insolubilidad
posiblemente aumentaria mas. Por este motivo decidimos utilizar el derivado 107 y
cuando éste estuviera anclado sobre la tela, realizar una hidrdlisis para obtener el
acido derivado de la fluoroquinolona directamente anclado sobre la superficie de la

tela.

El seguimiento de estas reacciones se realizé de la misma forma que ya se habia hecho
anteriormente utilizando *C-RMN, observandose las sefiales correspondientes a los

carbonos pertenecientes al nucleo de triazina enlazados a Sy Cl (Figura 75).
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Figura 75. Espectros de *C-RMN (91 MHz en CDCl;) de 106 (arriba) y 107 (abajo).

. e s

10.3.2 Adicion de los Antibioticos reactivos sobre las telas

Una vez se unid el cloruro de cianurilo a los derivados de antibidticos utilizados para
hacer las AgNPs, se procedio a realizar el anclaje covalente de las moléculas 106 y 107
sobre telas de algoddn. Para ello se siguid el mismo procedimiento que se realizé para

anclar los colorantes reactivos sobre el mismo tipo de telas.
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Se lavaron 3 trozos de tela de algoddn (3 x 3 cm) en un reflujo de agua con jabdén y
K,COs durante 3 horas, seguidamente se activo cada tela con una disolucion de NaOH
1 M durante 1 hora para desprotonar los grupos alcohol de la celulosa, como se puede
observar en el Esquema 69. Cada trozo de tela se lavd después con acetona anhidra y
se dejo secar al vacio. Finalmente se afadié una solucion de 0.02 g de cada derivado
de antibidtico (106 o 107) en 10 mL de THF anhidro sobre cada tela. El derivado de
antibiético 107 se afadié sobre dos telas diferentes por que en una de ellas se
pretendia realizar la hidrdlisis del ester de la fluoroquinolona. Las mezclas se dejaron a
reflujo de THF durante 3 dias, para asegurar el anclaje de 106 y 107 a través de una

SnAr entre los alcoxidos de la tela y la triazina.

(r),ligando Iiggndo Iiggndo ligando
<
n
S s UN__Cl SSN__CI 5 N, al
J\ o® 0 09 \ﬁ \\l/ \ll/ \\I/ \ﬁ N
N IN ONa OH ONa OH ONa NN N 2N NN
)\\ J\ + I I l [ 1
N Cl
Cl | ——__ > O OH O OH O
o celulosa activada THF | | | | |
monosubstitucion reflujo | 1
Celulosa

Esquema 69. Anclaje de los antibidticos derivados con cloruro de cianurilo sobre telas de

algodon.

Con el fin de obtener anclado sobre la tela el derivado de fluoroquinolona con el grupo
acido, se procedid a hidrolizar la tela modificada con 107. Esta hidrdlisis se realizé en
medio acido para evitar la posible hidrélisis de los cloruros restantes del cloruro de

cianurilo y del propio alcéxido de la celulosa enlazado sobre el derivado de antibiético.

En la Figura 76 se ha representado de forma esquematica la superficie de las telas una
vez realizado el anclaje de los ligandos. Hemos supuesto la reaccién preferente con los

alcéxidos derivados de los alcoholes primarios de la unidades de celulosa.

En el caso del triarilmetano se utilizé la tela tratada cuya preparacion se ha comentado
en el capitulo 1; la tela con el derivado de triarilmetano con cadenas largas

polifluoradas.
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Figura 76. Derivados de antibidtico anclados sobre tela de algodon.

10.3.2.1 Ensayos bioldgicos de los materiales preparados

Una vez los materiales con potencial microbicida fueron preparados, se procedio a
realizar los ensayos bioldgicos para asi poder corroborar su actividad. Dichos ensayos
fueron también realizados durante la estancia de investigacién doctoral de tres meses
gue se hizo en la Universidad de Ottawa, Heart Institute (UOHI), Canadd, bajo la
supervision del Dr. Emilio Alarcon. Es importante remarcar que el procedimiento a
seguir en este tipo de ensayos es que una vez se comprueba la microbicidad de los
materiales, se debe comprobar también su biocompatibilidad frente organismos
celulares eucariotas (se estudid su proliferacién) y finalmente frente biopeliculas de

bacterias.
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10.3.2.1.1 Ensayos microbicidas

Para realizar los ensayos microbicidas se utilizaron las mismas familias bacterianas que

en el caso de las telas con AgNPs, S. aureus y P. aeruginosa.

En el momento de llevar a cabo la preparacion de la suspension de bacterias, se debe
trabajar con sumo cuidado para evitar infeccion de otro tipo de bacterias. Asi que
siempre se trabajé en un radio de 30 cm de distancia a una llama de fuego. Todo debia
ser desinfectado con una solucién de etanol:agua (70:30). En el apartado de
Experimental Part, se explica claramente cdmo se preparan las suspensiones de cada

tipo de bacterias y los tiempos que se requieren para tener una buena suspension.

Entonces, se utilizé una suspension de 107 cfu/mL para realizar las medias microbicidas
con las telas. Se utilizd un plato con 96 pocillos donde se afiadieron 100 uL de la
suspensién de cada bacteria, 100 puL de una soluciéon LB al 25 % (LB, Luria-Bertani, es el
medio de cultivo de las bacterias) y finalmente un trozo de cada tela por pocillo (3 mm
x 3 mm). Con el fin de poder saber si la actividad bactericida era reproducible en todos

los casos, se hacieron dos replicados con cada tela.

10.3.2.1.2 Ensayos plancténicos

Después de incubar el plato de 96 pocillos durante toda la noche a 37 °Cy 50 rpm, se
procedid a hacer el sembrado en placas de agar de la solucién incubada con cada tela,
para asi saber si todavia habia bacterias en suspension o no, el hecho de no observar
colonias u observar pocas colonias, denotaria que la tela presentaba actividad

microbicida.

Para realizar los sembrados, se diluyd paso a paso cada disolucion de cada pocillo
desde una dispersion de bacteria hipotética de 10° cfu/mL hasta 10° cfu/mL y 10°
cfu/mL. Se dividié cada plato de agar en dos partes y en una de ellas se sembro la
dispersién de 10* cfu/mL y en la otra de 10’ cfu/mL. Las placas de agar se incubaron

durante 14 h a 37 °C.

En la Figura 77 se recogen las imagenes de los cultivos de las telas que dieron mejores

resultados microbicidas: las tratadas covalentemente con el eugenol y el éster de la
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fluoroquinolona. Como se puede ver, no se observan o se observan pocas colonias de

bacterias.

Figura 77. Fotos de los experimentos planctdnicos de la actividad microbicida de las telas
modificadas con antibidtico. lIzg.: test con Pseudomona: 1. primer ensayo con la tela de
eugenol; 2. primer ensayo con la tela del éster de la fluoroquinolona. Drcha.: test con S.

Aureus: 1. primer ensayo con la tela de eugenol; 2. primer ensayo con la tela del éster de la

fluoroquinolona.

Con el fin de saber si estas telas tendrian actividad bactericida al ser utilizadas
sucesivamente, se procedid a realizar los mismos experimentos plancténicos de nuevo
con los mismos trozos de tela que dieron resultados positivos. Como se puede
observar en la Figura 78 en el segundo test microbicida, estas telas no presentaron
ninguna actividad ya que se observaron mds de 100 colonias por placa de agar en la
dilucién de 10* cfu/mL. Estos resultados podrian ser debidos al proceso de lavado de la
tela, ya que, quizd quedarian restos de materia orgdnica (bacterias muertas) y podria
bloquear la actividad del ligando. En el grupo se tiene pensado mejorar el proceso de

lavado y estudiar las telas a fondo.
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Figura 78. Fotos de los experimentos planctdnicos de la actividad microbicida de las telas

modificadas con antibidtico. Izq.: test con Pseudomona: 1. segundo ensayo con la tela de

eugenol; 2. segundo ensayo con la tela del éster de la fluoroquinolona. Drcha.: test con S.
Aureus: 1. segundo ensayo con la tela de eugenol; 2. segundo ensayo con la tela del éster de la

fluoroquinolona.

El hecho de que la tela tratada covalentemente con el acido de la fluoroquinolona (tela
11) no diera resultados microbicidas, puede ser debido a que al llevar a cabo la
hidrélisis en medio acido de la tela modificada con el éster de la fluoroquinolona (tela
10) para conseguir la fluoroquinolona en su forma acida, ésta hubiera sufrido una
hidrolisis a través del enlace covalente existente entre el carbono enlazado al derivado

de triazina y la tela, perdiéndose el ligando en los lavados.

En el caso de la no actividad microbicida de la tela tratada covalentemente con el
triarilmetano hidrofébico podria ser debido a la poca interaccién que hay entre dicha
tela y la solucién acuosa de la dispersién bacteriana, ya que como es de esperar, la tela
queda flotando sobre la solucién, minimizando el contacto con el medio acuoso. Este

hecho podria dirigir este tipo de tela hacia una aplicacion contraria a la esperada en

192



Capitulo Il: Resultados y Discusiones

este apartado, en vez de tener actividad microbicida, esta tela podria usarse para

repeler los microorganismos.

Cabe decir que el limite de deteccién del test plancténico es de 10° cfu/mL asi que si
no se observa ninguna colonia en el plato de agar, se puede decir que la tela ha tenido
una actividad microbicida de hasta 7 6rdenes de magnitud, de 10° a 10° cfu/mL. En la
Figura 79 se encuentran representados cuantitativamente los resultados del test
planctonico utilizando la familia bacteriana S. aureus. Como se puede observar tanto
en el caso de la tela tratada con eugenol como en el caso de la tela tratada con el éster
de la fluoroquinolona, la poblacién de bacterias S. aureus decrecié casi 2 érdenes de
magnitud respecto a los experimentos de referencia, disolucion sin tela y la tela de

algoddn sin tratar.
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1,00E+06 —— ————— — — —

1,00E+05 —— —— — — —

1,00E+04 |—— ——— ———— ————— — S. Aureus

1,00E+03 —— — — — —

1,00E+02 —— — — — —

1,00E+01 —— — — — —

1,00E+00
cfu/mL Tela 9 Tela 10 Tela de referencia blanco (sin tela)

Figura 79. Representacion exponencial del test plancténico utilizando la familia S. Aureus en

contacto con las tela 9, tela 10, tela de referencia y sin tela (blanco).

En el caso del test plancténico utilizando la familia bacteriana Pseudomona se puede
observar como en presencia de la tela tratada con el éster de la fluoroquinolona, la
poblacion bacteriana decrecid hasta poco mas de 2 drdenes de magnitud y en
presencia de la tela tratada con eugenol, dicha poblacién decrecié hasta 7 érdenes de
magnitud, hasta el limite de deteccién de esta técnica 10° cfu/mL. Este resultado se

puede observar en la representacidn de la grafica exponencial de la Figura 80.
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Pseudo

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04 ———— Pseudo
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01 +—
1,00E+00 . T T )
cfu/mL Tela 9 Tela 10 Tela de referencia Blanco (sin tela)

Figura 80. Representacion exponencial del test plancténico utilizando la familia Pseudomona

en contacto con las tela 9, tela 10, Tela de referencia y sin tela (blanco).

Una vez se hizo el recuento de las colonias bacterianas crecidas en cada plato de agar,
se procedid a hacer la lectura del scattering de las bacterias que quedaban en
suspensidn en cada pocillo del experimento. Dicha lectura se realizé en un lector de

placas de pocillo Synergy Mx a 600 nm.

Cuando la absorbancia estd en el rango de 0.2-0.25 se puede decir que no ha habido
actividad microbicida por parte del material, ya que es la tipica absorbancia que

presenta una dispersion bacteriana de 10° cfu/mL.

En la Figura 81 se puede observar que el scattering de los pocillos de Pseudomona,
donde habia estado la tela tratada con eugenol y fluoroquinolona ester, es cuatro
veces menor que el pocillo que habia contenido el blanco, la tela sin tratar. Este hecho
acaba de corroborar que, efectivamente, ambas telas tratadas tienen un fuerte efecto

microbicida frente a este tipo de familia bacteriana.

En el caso de la familia S. aureus, tal y como se observa en los experimentos
planctdnicos, este decrecimiento se observa en menor medida, hecho que refleja que
la presencia de nuestras telas tratadas no tiene tanto efecto frente a esta familia. Cabe
recordar que la placa de pocillos donde se realizaba el experimento, se encontraba en
un shacker a 37 °C, cosa que hace que alguna tela se deshilache ergo que en algunos

pocillos queden fibras de tela, por lo tanto, pueda haber algunos errores en el
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scattering como parece ser en el caso de la medida del pocillo donde habia estado la

tela tratada con eugenol, por ello mismo presenta una absorbancia mayor.

Absorbancia a 600 nm

Figura 81. Absorbancia de la suspensién de bacterias en cada pocillo a 600 nm.

10.3.2.1.3 Estudios de biocompatibilidad

Una vez se habia demostrado que las telas tratadas con eugenol y el éster de la
fluoroquinolona tenian actividad microbicida, el siguiente paso a realizar eran los
estudios de biocompatibilidad. Para ello se utilizaron como células eucariotas los
fibroblastos de la piel, ya que, la aplicaciéon mas directa de este material seria en
contacto con la piel. Asi que en una placa de 96 pocillos se afiadid una solucién de
5000 células en 200 uL de DMEM (medio esencial minimo modificado por Dulbeco,
medio de cultivo). La placa se dejé incubar durante 2 dias a 37 °C y 5 % de atmdsfera
de CO,, ambiente propicio para que las células proliferen sanamente. Pasado este
tiempo, las células ya estaban bien aposentadas en cada pocillo, por lo tanto, se
procedid a llevar a cabo el estudio de la biocompatibilidad. En cada pocillo se anadié
un trozo de tela de 3 x 3 mm y se dejo incubar la placa toda la noche en las mismas
condiciones citadas anteriormente, 37 °C y 5 % de atmdsfera de CO,. Se hicieron 3

replicados de cada tela, tela 9 y tela 10.

Con tal de saber cuantas células seguian vivas después de estar en contacto con las

telas durante un periodo largo de tiempo, se utilizé el procedimiento de CellTiter 96°®
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AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(a), que trata de un método
colorimétrico que se emplea para determinar las células vivas en fase de proliferacion

0 en ensayos citotdxicos.

El CellTiter 96® AQueous One Solution contiene un compuesto tipo tetrazolio, el [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) y
un reactivo de acoplamiento de electrones (Etosulfato de fenacina; PES). El PES tiene
una alta estabilidad quimica, hecho que permite formar una solucién estable con el

MTS.

Como se puede observar en el Esquema 70, el compuesto tetrazolio MTS, conocido
también como reactivo de Owen, es bireducido por las células formando formazan, un
producto coloreado, el cual es soluble en el medio de cultivo. Dicha reduccién se lleva
a cabo presumiblemente por NADPH o NADH producido por las enzimas

deshidrogenasas de las células metabdlicamente activas.'*

OCH,COOH
OCH,COOH

N @/SO@ Electron donor N
“°N 3 e.g.NADH = S
N=n? - N, HN SO,
»s N=(

N _ S

MTS Formazan
Esquema 70. Bireduccion del reactivo MTS a su forma coloreada Formazan.

Generalmente, los ensayos se realizan afiadiendo una pequefia cantidad de CellTiter
96°® AQueous One Solution directamente sobre los pocillos de la placa, se incuba la

placa unas 2-4 horas y finalmente se mide la absorbancia de cada pocillo a 490 nm.

La cantidad de formazan producido medido por absorbancia a 490 nm, es
directamente proporcional al nimero de células vivas que hay en el cultivo, tal y como
se puede observar en la Figura 82. Asi pues, si tuviéramos una absorbancia de 0,5

significaria que habria unas 4 x 10 células vivas en el pocillo.
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Absorbancia (490 nm)
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Figura 82. Gréfico que representa la maxima absorbancia a 490 nm del Formazan formado vs el

numero de células vivas.**?

Por lo tanto, en nuestro caso, pasada la noche de incubacién, se procedié a afiadir 20
pL de la solucién MTS en cada pocillo, se dejé incubar de nuevo la placa durante 3 hy
se realizé la lectura de absorbancia a 490 nm, obteniéndose como resultado las
absorbancias que se pueden observar en la Figura 83. Las disoluciones de células que
habian contenido todo tipo de telas tenian una absorbancia mayor al blanco sin tela.
Este hecho nos lleva a concluir que las células en presencia de tela no solo sobreviven,
sino que ademas se encuentran envueltas de un ambiente propicio como para
proliferar. Los resultados indicaron que en los pocillos con la tela tratada con eugenol
habian ~1x10° células vivas, en el de la tela tratada con el éster de la fluoroquinolona
habian ~3x10* células vivas y en el del blanco de la tela habian ~8x10* células vivas.

Recordemos que inicialmente se habian afiadido 5000 células en cada pocillo.
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Aborbancia a 490 nm

0,9 A

0,8 A
0,7
0,6
0,5
0,4 7
0,3

0,2 A
0,1

Max. Abs.

Tela 9 Tela 10 Tela de Blanco (sin tela)
referencia

Figura 83. Grafico que indica las absorbancias maximas de las disoluciones de células en los

pocillos sin tela y en presencia de los diferentes tipos de telas.

Dados los excelentes resultados obtenidos tanto en los ensayos microbicidas como en
los ensayos de biocompatibilidad, se procedio a realizar ensayos de proliferacion de las
mismas células en presencia de las telas tratadas. Para ello, se utilizd una placa de 24
pocillos y en cada pocillo se afiadieron 200 células en 0,5 mL de DMEM y un trozo de
cada tela (tela blanco, 9y 10). La placa se dejé incubar durante 15 diasa 37 °Cy 5 % de
atmadsfera de CO,. En la Figura 84 se puede observar cdmo las células proliferaron en
presencia de todo tipo de telas. En el caso de las telas tratadas, se puede observar
claramente por microscopio cémo las células proliferaron mejor en presencia de la tela
tratada con eugenol (tela 9) que en presencia de la tela tratada con el éster de la
fluoroquinolona (tela 10). En las imagenes recogidas en la Figura 84 se pueden

reconocer facilmente las células fibroblastos por su forma alargada.
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Figura 84. Imagenes a través de un microscopio de los pocillos después de 15 dias de
incubacién de células de la piel. Izq. arriba: blanco sin tela, izg. abajo: blanco con tela, drcha.
arriba: tela tratada con eugenol (tela 9) y drcha. abajo: tela tratada con el éster de la

fluoroquinolona (tela 10).

Con el fin de poder cuantificar el nimero de células vivas en cada pocillo se procedié a
realizar los experimentos con MTS, en las mismas condiciones que se realizaron en los

ensayos de biocompatibilidad.

Los resultados de maxima absorbancia a 490 nm se pueden observar en la Figura 85,
donde efectivamente, se pudo verificar que las células en presencia de tela sin tratar o
sin presencia de tela, proliferaron de tal manera que se llegd a sobrepasar el maximo
de la metodologia empleada (utilizando MTS), que es de 1,2 de absorbancia. El mismo
resultado se pudo observar en el caso de los pocillos en presencia de tela tratada con
eugenol, pero en menor medida, ya que la maxima absorbancia a 490 nm de dichos
pocillos fue de ~1,7, lo cual supondria que en cada pocillo habia mas de 1,6x10° células

vivas. En el caso de las disoluciones que se cultivaron en presencia de la tela tratada
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con el éster de la fluoroquinolona , tenian una absorbancia de ~0,5, lo cual significa

que en cada pocillo habfan ~4x10* células vivas.

Absorbancia a 490 nm

w

A A

N
w

N

Max. Abs.
‘H
(Oa])

=

o
U

o

Tela 9 Tela 10 Tela de Blanco (sin tela)
referencia

Figura 85. Grafico que representa la maxima absorbancia de las disoluciones a 490 nm después

de 15 dias en presencia de las telas y en ausencia de ellas.

Teniendo en cuenta que este experimento se inicid con tan solo 200 células por
pocillo, se puede concluir que las células proliferaron en presencia de nuestras telas
tratadas. Como se ha dicho anteriormente éstas proliferaron, en mayor medida en
presencia de la tela tratada con eugenol (tela 9) que en presencia de la tela tratada

con el éster de la fluoroquinolona (tela 10).

10.3.2.1.4 Resistencia a las biopeliculas bacterianas

A lo largo de miles de afios de evolucidn, las bacterias han desarrollado un armamento
de mecanismos de supervivencia. Un mecanismo clave que facilita la supervivencia es
el fendmeno de la formacién de biopeliculas, mediante el cual los organismos
plancténicos se adhieren a las superficies y forman comunidades multicelulares,™*
fuertemente unidas, resistentes al cizallamiento e incrustadas en la matriz. Después de
la colonizacidon superficial, estos organismos secretan una sustancia pegajosa
(polisacaridos) que les permite anclarse firmemente en la superficie y formar
conexiones con otros organismos. Después de la adherencia superficial, estos
organismos se dividen y se expanden en comunidades multicelulares o microcolonias y
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crean una barrera protectora cominmente conocida como biopelicula (biofilm). Una
vez que se forma una biopelicula, los microorganismos se vuelven excepcionalmente

resistentes a ataques tanto fisicos como quimicos.***

Asi que finalmente, después de haber comprobado que nuestras telas tratadas eran
biocompatibles y microbicidas ante bacterias en suspension, se procedié a realizar
experimentos para estudiar si eran capaces de erradicar biopeliculas bacterianas, las

cuales , como se ha comentado, son més dificiles de eliminar.**

Las biopeliculas se prepararon sobre una superficie utilizando una técnica llamada air-
liquid interphase, la cual consiste en depositar una solucion de bacterias dispersadas
sobre una superficie con una inclinacién de 45°, dejar incubar la superficie en contacto
con la dispersion, y finalmente hacer crecer el biofilm. La biopelicula crece justo en el
menisco formado por la solucién sobre la superficie, es decir, crece justo en la frontera
entre las fases liquido y aire. En el Esquema 71 se puede ver de forma clara como

deberia ser el montaje para formar las biopeliculas.

Esquema 71. Montaje esquematico para la preparacion de biopeliculas bacterianas.

Primeramente se intentd hacer crecer una biopelicula de la familia bacteriana
Pseudomona PA14, la cual es fluorescente, sobre una tela sin tratar. La idea de realizar
este procedimiento con tela, era para ver si las bacterias eran capaces de crear una
biopelicula sobre ella y seguir este crecimiento a través de un microscopio de
fluorescencia, y después hacer lo mismo sobre nuestras telas tratadas.
Lamentablemente, las bacterias no formaron biopelicula sobre la tela, asi que, se

procedié a formar la biopelicula sobre una superficie de vidrio y posteriormente
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depositar las telas sobre la biopelicula crecida. De esta manera seriamos capaces de

ver si la biopelicula desaparecia sobre el vidrio o no con el contacto con la tela.

Para realizar este experimento se utilizo la cepa bacteriana Pseudomona aeruginosa la
cual no estd modificada genéticamente para dar fluorescencia. En la Figura 86 se
puede ver el montaje que se utilizé para preparar las biopeliculas. Se introdujo una
placa de 12 pocillos con una inclinacién de ~45° dentro de un recipiente con agua; en
cada pocillo se introdujo una superficie de vidrio y 0,5 mL de una dispersion bacteriana
(107 cfu/mL) en M63 como medio de cultivo. El recipiente se cerré para crear unas

condiciones de humedad éptimas y se introdujo en la incubadora a 37 °C durante 6 h.

Figura 86. Montaje utilizado para formar biopeliculas sobre superficies de vidrio.

Una vez la biopelicula se formd, el liquido sobrante se desechd y se afiadid sobre su
superficie un trozo de cada tela: tela tratada con eugenol (tela 9), con el éster de la
fluoroquinolona (tela 10) y la tela de referencia (sin modificar). Se utilizaron 3 pocillos
para cada tela, de esta manera se pudieron obtener triplicados en cada caso. El
recipiente se volvid a cerrar y se introdujo nuevamente en la incubadora a 37 °C

durante 12 h.

Pasado este tiempo, se saco la placa del recipiente y se retiraron las telas. Se dejaron
secar los vidrios de cada pocillo y se procedid a realizar una tincion de las biopeliculas
con cristal violeta (16) (0,1 %) durante 90 minutos. Seguidamente se elimind el tinte

sobrante lavando con agua destilada y los vidrios se dejaron secar de nuevo.
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Una vez los vidrios con las biopeliculas tefidas estuvieron secos, se hicieron fotos con
un microscopio, para ver si las telas habian tenido actividad microbicida sobre la

biopelicula.

En la Figura 87 se observa como la biopelicula en contacto con las telas tratadas con
eugenol y el éster de la fluoroquinolona (tela 9 y 10, respectivamente) habia
desaparecido, denotando la eficacia antibiopeliculas de estos materiales. También se

puede ver cdmo la biopelicula habia sobrevivido al contacto con la tela de referencia.

Zona donde se ha dipositado
latela

e

Figura 87. Imagenes de las biopeliculas tefiidas después de haber estado en contacto con las

telas tratadas. Arriba: I1zqg: tela 9, drcha: tela 10. Abajo: biopelicula con tela de referencia.

10.3.2.1.5 Experimentos de leaching de los antibiéticos 106
y 107 anclados a la tela
Uno de los propdsitos de anclar a través de un enlace covalente el antibiético a la tela,
es evitar su perdida para no contribuir a la acumulacién de antibidticos en el medio
ambiente ergo el aumento de resistencia bacteriana. Ademas, dependiendo de su

aplicacidn dichas telas se podrian lavar y reutilizar varias veces sin perder su actividad.

Para estudiar si nuestros antibiéticos se mantenian en las telas una vez se habian
utilizado, se hizo un experimento rdpido y sencillo. Se incubd una tela utilizando las

mismas condiciones que en los ensayos plancténicos pero esta vez no se afiadieron
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bacterias a la solucién. La tela se dejd incubar en el medio de cultivo durante toda la
noche y al dia siguiente ésta se extrajo de la solucidn y se afiadieron bacterias a dicha

solucion.

Al dejar incubar de nuevo las bacterias en la solucion que habia estado en contacto con
la tela antibidtica, las bacterias crecieron correctamente. Este resultado parece indicar
gue no habia presencia de antibidtico hidrolizado en la solucion y que, por lo tanto, no

se habia desprendido de la tela.

Como se ha mostrado y tal y como habiamos propuesto, hemos sido capaces de
modificar 3 antibidticos con cadenas con tioles primarios que nos han permitido
utilizarlos con dos fines: estabilizacion de AgNPs y anclaje a telas. Los estudios
microbicidas para estudiar la capacidad biocida de las telas obtenidas han dado
resultados muy prometedores. Estos ultimos resultados han sido patentados

recientemente.
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11 SUMMARY AND CONCLUSIONS

In this chapter we have synthesized new antibiotic derivatives coming from

triarilmethane, eugenol and fluoroquinolone.
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The synthesis of the triarylmethane derivative was complicated, since the presence of
the thiol group was incompatible with the methodology of tricyclic system formation.
The incorporation of the chain with a primary thiol group in the last stage was the
solution. The addition of the thiol was possible through vinyl or allylic groups, for this

reason, this was the strategy followed in all cases.

These ligands were used as stabilizers of silver nanoparticles (AntiBio@AgNPs) when
they were produced by a reduction of the silver salt (AgNOs3) with NaBH,4. The eugenol
and triarylmethane derivatives could generate NPs, which did not contain free ligands,
as it could be verified by DOSY-NMR experiments. These AntiBio@AgNPs have a
spherical shape and a size between 2-3 nm. However, the fluoroquinolone derivative

only allowed the formation and stabilization of clusters.

These materials have been analyzed by UV-Vis detecting in all cases the plasmon of Ag
around 405 - 461 nm. In addition, EDX experiments were performed on the NPs

observing the presence of Ag and S, the latter coming from the ligands.

TGA studies have determined the Ag percentage in these materials, obtaining results
of 30 % for Eug@AgNPs, 17 % for TAM@AgNPs and 3 % for clusters formed by the

fluoroquinolone ligand.
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XRD studies for TAM@AgNPs allowed to identify the spatial arrangement of the silver

atoms, the face centered cube disposition was observed.

Microbicidal studies of these materials could not be carried out due to the lack of

solubility of the AntiBio@AgNPs in aqueous medium.

The AntiBio@AgNPs were dispersed in cotton fabrics in order to obtain potential
biocidal materials. We tested their microbicity against S. aureus and Pseudomona. It
was observed that the microbicidal activity mainly comes from the presence of the

antibiotic ligands but not due to the existence of Ag.

Then, we anchored these ligands through a triazine moiety to the cotton fabric
successfully as we previously did with the reactive dyes. Different studies were
performed with these fabrics, observing its antibiotic activity against S. aureus and
Pseudomona, its compatibility with skin fibroblast cells, the non-leaching of antibiotic
and its capacity to remove biofilms formed by Pseudomonas. It is worth highlighting
the excellent results obtained by the fabric treated with the eugenol derivative, since
its biocidal activity caused the decrease of population of bacteria 7 orders of

magnitude, being a very relevant and significant value for this type of experiments.

These last results leaded us to the writing of a patent and submitted in the UK.
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Experimental Part

13 EXPERIMENTAL PART

13.1 General considerations, laboratory equipment and
instrumental apparatus

Nuclear Magnetic Resonance (NMR). Spectra were recorded at the Servei de
Ressonancia Magnetica Nuclear of the Universitat Autonoma de Barcelona, using
Bruker instruments (DRX-250, DPX-360 and AVANCE-III 400). All chemical shifts are
given in & (ppm). *H-NMR and *3C NMR are refereed with respect to TMS.

IR (Infrared) spectra (neat) were performed in a Bruker Tensor 27 using an ATR
(Attenuated Total Reflectance) Golden Gate modulus provided with a diamond tip.
All data are given in wave number v and cm™.

UV-Vis (Ultra Violet-Visible) spectra were performed using a Hewlett-Packard 8453
model with diode array and 1 cm quartz cells.

HR-MALDI-TOF-MS experiments were performed using a MicroTof from Bruker in a
positive ionization mode at 4500 V coupled to an Agilent 1100 HPLC with a
H,O/CHsCN (50:50)/formic acid (0.2%) as eluent at a flow rate of 0.2 mL/min
injected via FIA (Flow Injection Analysis).

High resolution mass spectra (HRMS) were recorded at Servei d’Analisi Quimica

de la Universitat Autonoma de Barcelona in a MicroTof-Q from Bruker daltronics
spectrometer using ESI-MS (QTOF)

Elemental Analysis were recorded at Servei d’Analisi Quimica de la Universitat
Autonoma de Barcelona using EA 3010, EuroVector.

Thermogravimetric Analysis were performed at Instituto de Ciencia de Materiales de
Barcelona (ICMAB) installations. The instrument includes two equipments, a
simultaneous  thermogravimetric  analysis  (TG):  differential  scanning
calorimetry/differential thermal analysis (heat flow DSC /DTA) system NETZSCH -
STA 449 F1 Jupiter, and a differential scanning calorimeter (power compensation
DSC) Perkin Elmer DSC8500 LAB SYS (N5340501) equipped with a Liquid N;
controller CRYOFILL (N534004).
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Experimental Part

e Melting points were measured in a bloc Kofler apparatus from Reichert or in a B-545
apparatus from Biichi and are uncorrected.

e Column chromatographies were performed with commercial silica gel (SDS or Fluka)
of 35-70 um grain size.

e Thin-Layer Chromatography (TLC) was performed using 0.25 mm plates (Alugram

Sil G/UV254).
Several methods were used to visualize the spots:
- Irradiation under a LED UV-light (UV254), using a VILBER LOURMAT® lamp, VL-
4LC model.
- Staining thin-layers under acid solution of para-anisaldehyde or vanillin in
ethanol 96%.
- Staining thin-layers under basic solution of KMnO4 in water.

e Contact angle measurements: the hydrophobic/oleophobic tests performed were
the measurement of the contact angle of a water droplet (4uL), olive oil (4uL) and
hexadecane droplet (4pL) deposited on top of each fabric or glass. This experiments
were carried out in Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona (ICMAB)
installations with a Contact Angle Measuring System DSA 100 from KRUSS which is
located in physico-chemical laboratory (humidity control).

e Electron microscopy: TEM images and EDX were performed at University of Ottawa
Heart Institute using FEI Tecnai G2 F20 TEM. SEM images and EDX for colored
fabrics were performed at Universitat Autonoma de Barcelona using MERLIN FE-
SEM. SEM images for microbicidal fabrics with Antibio@AgNPs dispersed were
performed at ICN2 using FEI Magellan 400L SEM High Resolution SEM.

e Powder X-Ray diffraction experiment were performed at Universitat Autonoma de
Barcelona Servei de Difraccio de raigs X using Philips XPert powder diffractometer.

e X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) measurements were performed at ICN2
with a Phoibos 150 analyzer (SPECS GmbH, Berlin, Germany)) in ultra-high vacuum
conditions (base pressure 5E-10mbar) with a monochromatic aluminium Kalpha X-
ray source (1486.74eV). ). The energy resolution as measured by the FWHM of the
Ag 3d5/2 peak for a sputtered silver foil was 0.58 eV.
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e The colorimetric measurements were made on a Minolta Reflectance

Spectrophotometer CM-3600d, d / 8 measurement geometry, with sound D65,

observer 100 and small measurement area.

Others:

Be careful when drying organic solvents with fluorinated chains compounds solved
in it. Foams are formed.

When required, experiments were carried out with standard high vacuum and
Schlenk flask techniques under N, or Ar atmosphere using dry solvents, which were
degassed by the freeze-and-thaw method and cannula or syringe-transferred.

Dry solvents were obtained from two instruments: PureSolv (Innovative
Technologies: THF, CH,Cl, and pentane)

Other dry solvents were prepared using standard methods: all the amines and
anilines used, DMF, toluene were distilled over CaH,. Acetone was distilled over
K,COs;. When needed, deuterated NMR solvents such as CDCl; was dried by
distillation over CaH2.

In this work some of the compounds prepared were already described in the
literature. Therefore, only the physical and/or spectroscopic data necessary for

their identification are presented.
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13.2 Synthesis of indigo, 1
13.2.1 Approach A

2M NaOH o) H
AE o
0°C N

72% H o o

In a 10 mL round bottom flask, o-nitrobenzaldehyde (0.50 g, 3.3 mmol, 1 eq.), acetone
(2.50 mL, 33.1 mmol, 10 eq.) and water (2.50 mL) were added. After mixing, a solution
of 2M NaOH (2.50 mL, 4.4 mmol, 1.35 eq.) was added. The mixture was let stirring for
5 minutes. The dark blue solid was filtered out, washed with H,0 and EtOH. Obtaining
0.482 g of a blue solid (1), 72% yield.

13.2.2 ApproachB

o o}
0 H
)\ OH O
Q n-BuLi I NO: @f\)‘\
—» :
THF anh. -78°C to r.t. NO,
-78°C 0
o
2 M NaOH
O
O]
N
H o

In a 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, acetone (0.048 mL, 0.6 mmol, 1 eq.)

and 5 mL of THF anh. were added. The set-up was cooled down to -78°C, then n-Buli
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(0.40 mL, 0.6 mmol, 1 eq.) was added stepwise and carefully. The mixture was let
stirring for 5 minutes. Then a solution of o-nitrobenzaldehyde (0.10 g, 0.6 mmol, 1 eq.)
in 2 mL of THF anh. was added over the mixture. The mixture was let stirring until
room temperature and a solution of 2M NaOH was added. The indigo was formed. The
dark blue solid was filtered out, washed with H,0 and EtOH. Obtaining 0.28 g of a blue
solid (1), 83% vyield.

13.3 Synthesis of 5-(dodecyloxy)-2-nitrobenzaldehyde, 40a

(o) c|:12H25 (o]
HO K,CO3 o
H + I—C12H25 —_— H
DMF anh.
NO, 60°C NO,
V)
13 42a 89% 40a

In a 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)
(0.20 g, 1.2 mmol, 1eq.), K,CO3 (0.80 g, 6 mmol, 5eq) and 6 mL of DMF anh. were
added. The mixture was stirred and 1-iodododecane (42a) (0.43 mL, 1.8 mmol, 1.5 eq.)
was added. All the set up was warmed up to 60°C and let stirred for 12 h. Then, K,CO;
was filtrated and the organics were evaporated. The final product was purified through
chromatographic column from 95/5 to 90/10 (Hex/EA), obtaining 0.244 g of a yellow
solid (40a), 89% vyield.

o]

19 17 1 13 11 9 0561
7 H

18 16 14 12 10 8
4 NO2
3 2

m. p.: 73.60 °C

Re: 0.30 (hexane/EA 95:5). IR ATR (U, ecm™): 2917, 2848, 1742, 1662, 1577, 1489, 1289,
1233.
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'H NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 10.51 (s, H;, 1H), 8.18 (d, Hs, J = 9.1 Hz, 1H), 7.33
(d, He, J = 2.8 Hz, 1H), 7.15, (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, Ha, 1H), 4.12 (t, Hs, J = 6.5 Hz, 2H), 1.85
(quint, J = 6.5 Hz, 2H), 1.55 — 1.24 (m, 18H), 0.90 (t, J = 6.5 Hz, 4H).

3¢ NMR (63 MHz, €DCls) & (ppm): 189.1 (C;), 164.1 (Cs), 134.8 (C1), 127.7 (Cs), 119.3
(C4), 114.1 (C), 69.8 (Cg), 32.3 (Co), 30.2 — 29.3 (C1p, 15), 29.3 (C16), 26.2 (C17), 23.1 (C13),
14.5 (Cyo).

MS (ESI+): HRMS calcd for C1oH1sNO, [M+Na']: 358.1989, found: 358.1980.

13.4 Synthesis of 4,5-bis(dodecyloxy)-2-nitrobenzaldehyde,

41a
o 0
K,CO
HO H 23 C42H250
+ |—C12H25 _— H
DMF anh.
HO NO, 60°C C12H250 NO,

41a

In a 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 4,5-dihydroxy-2-nitrobenzaldehyde (44)
(0.10 g, 0.5 mmol, 1 eq.), K,CO3 (0.38 g, 2.5 mmol, 5eq) and 3 mL of DMF anh. were
added. The mixture was stirred and 1-iodododecane (42a) (0.37 mL, 1.15 mmol, 2.3
eq.) was added. All the set up was warmed up to 60°C and let stirred for 12 h. Then,
K,COs was filtrated and the organics were evaporated, obtaining 0.298 g of a yellow

solid (41a), 100% vyield.

0
1 15 13
1945 V46 218 2212 W40 2 5 05 81
7 H
AN N NN NN
30 28 24 O™ 4 2°NO2
31 29 27 26 25 23 22 21 20 3

Re: 0.65 (hexane/EA 80:20). IR ATR (U, em™): 2915, 2848, 1677, 1515, 1342, 1282,
1219.
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m. p.: 70-73°C

'H NMR (250 MHz, CDCl;) & (ppm): 10.43 (s, Hy, 1H), 7.58 (s, Hs, 1H), 7.38 (s, He, 1H),
4.14 (t, J=6.5 HZ, Hg, 20, 4H), 1.98-1.71 (m, Hg, 21, 4H), 1.57-1.10 (m, Hlo_lg, 22-30, 36H),
0.89 (t, J=6.5 HZ, H19,31, 6H)

3¢ NMR (101 MHz, CDCl5) & (ppm): 188.9 (C;), 154.2 (C4), 153.3 (Cs), 144.6 (C5), 126.3
(C1), 111.7 (C), 109.2 (C3), 70.9 (Cg), 70.2 (Czo), 32.9 (Cy, 21), 30.9 = 29.6 (Cy0.16, 22-28),
26.9 (Cy7,29), 23.7 (Cis,30), 15.1 (Cy9, 31).

MS (ESI+): HRMS calcd for C3:Hs3sNOs [M+Na']: 542.3816, found: 542.3807.

13.5 Synthesis of 5-((4-butoxy-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl)oxy)-
2-nitrobenzaldehyde, 52

. 0 (( O\H/N\\(CI

H O N ! Collidine N\FN o
’ NI N — o)
NO, Z THF anh. \©\)LH
Cl r.t.
43 51 52

In @ 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)
(0.10 g, 0.6 mmol, 1 eq.), 1.00 mL of THF anh. 51 (0.194 g, 0.9 mmol, 1.5 eq.), and
Collidine (0.10 mL, 1.5 mmol, 2.5eq) were added. The mixture was let stirring for 7 h at
room temperature. Then, the THF was evaporated and extractions with acid aqueous
phase and ethyl acetate were done. Organics were dried and evaporated and a
chromatographic column (Hex:Et,0, 1:1) was carried out, obtaining 0.162 g of a brown

oil (52), 77% vyield.
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0
14 12 7
SO N 06 2
13 11 Y \lﬁ 1 H
Na_N NO
\|/9 5o 3N
Cl

Re: 0.48 (Hex:Et,0, 1:1).

'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 10.46 (s, Hi, 1H), 8.27 (d, J = 8.9 Hz, Ha, 1H 1H),
7.79 (d, J = 2.6 Hz, Hy, 1H), 7.58 (dd, J = 8.9, 2.7 Hz, Hs, 1H), 4.43 (t, J = 6.6 Hz, H11, 2H),
1.77 (quin, J = 7.4 Hz, Hyy, 2H), 1.45 (sextet, J = 7.4 Hz, Hy3, 2H), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, Hya,
3H).

3¢ NMR (91 MHz, CDCl;) & (ppm): 187.8 (Cy), 174.5 (C1o), 173.4 (Cg), 172.1 (Cs), 156.1
(Ce), 147.8 (C3), 134.3 (C,), 127.8 (Ca), 127.4 (Cs), 123.6 (C5), 71.0 (C11), 31.2 (C12), 19.81
(Ci3), 14.5 (Cya).

MS (ESI+): HRMS calcd for C14H13CIN,Os [M+Na*]: 407.0729, found: 407.0725.
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13.6 Synthesis of
nitrobenzaldehyde and 5,5'-((6-butoxy-1,3,5-triazine-2,4-
diyl)bis(oxy))bis(2-nitrobenzaldehyde), 53 and 54

Experimental Part

5-((4,6-dibutoxy-1,3,5-triazin-2-yl)oxy)-2-

O0__N__O
\_\_ ~ \“/ Y ~ N\
N_~2N o
e 1.
N D—cl \©\)LH
>_ o NO,
~ >'10\(:6LH €O, .
cle N NO, DMF anh. i o. N. .0 i
1o IS S S ¢ R O
N\f" O,N *( NO,
o) o)
jj ) W\
51 54

In @ 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)
(0.10 g, 0.6 mmol, 1 eq.), K,CO3 (0.38 g, 3 mmol, 5eq) and 3 mL of DMF anh. were
added. The mixture was stirred and a mixture of compounds 50 and 51 (0.15 g) was
added. All the set up was warmed up to 60°C and let stirred for 10 h. Then, K,CO3 was
filtrated and the organics were evaporated. The crude was purified through a
chromatographic column (Hex:Et,0, 1:1) and two products were obtained, 0.054 g of a

white solid (5,3 70% yield) and 0.078 g of a white solid (54, 82% yield).

(0]
14 7
010N
\/\/ 2 2/ H
\

1615

17
18

Re: 0.65 (hexane/Et,0 1:1). IR ATR (U, em™): 2962, 1695, 1576, 1525, 1336, 1214,
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'H NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 10.47 (s, Hy, 1H), 8.24 (d, J = 8.8 Hz, Hg, 1H), 7.80
(d, J = 2.6 Hz, H5, 1H), 7.57 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, Hs, 1H), 4.40 (t, J = 7.4 Hz, H11 15, 4H),
1.75 (quin, J = 7.4 Hz, H1y 16, 4H), 1.46 (sextet, J = 7.4 Hz, His, 17, 4H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz,
H1a, 18, 6H).

3C NMR (91 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 188.1 (Cy), 174.4 (Cq, 10), 173.1 (Cg), 156.8 (Cg), 147.4
(C3), 134.3 (Cy), 127.7 (C4), 127.5 (Cs), 123.8 (C7), 69.9 (Ci4, 15), 31.5 (C12,16), 19.9 (Ca3,17),
14.7 (C14, 15)-

MS (ESI+): HRMS calcd [M+NH']: 391.1612, found: 391.1615.

(0] ; (0]
12
13_J1_040_N 0.6 2
Hﬂj@/ and 1 H
NS N
O,N"¢5 16 17 W/g 5 . 3 NO,
(0]
19]18

21
Re: 0.5 (hexane/Et,0 1:1). IR ATR (U, em™): 2924, 1696, 1575, 1526, 1335, 1212.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 10.44 (s, Hy 14, 2H), 8.24 (d, J = 8.9 Hz, Hy, 16, 2H),
7.77 (d, J = 2.6 Hz, H7, 1, 2H), 7.57 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, Hs, 17, 2H), 4.37 (t, J = 7.2 Hz, Hys,
2H), 1.75 (quin, J = 7.2 Hz, Hie, 2H), 1.43 (sextet, J = 7.2 Hz, Hyo, 2H), 0.93 (t, J = 7.2 Hz,
Haa, 3H).

3C NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 187.9 (Cy), 174.7 (Co), 173.4 (Cg, 10), 156.2 (Ce, 11),
147.7 (Cs, 15), 134.2 (Cy, 13), 127.8 (C4, 16), 127.4 (Cs, 17), 123.6 (C7, 12), 70.8 (Cys), 31.26
(C19), 19.8 (Cx0), 14.6 (C21).

MS (ESI+): HRMS calcd [M+NH"]: 484.1099, found: 484.1105.
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13.7 Synthesis of 2-chloro-4,6-bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
tridecafluorooctyl)thio)-1,3,5-triazine and 2,4,6-
tris((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctyl)thio)-
1,3,5-triazine compound with 2-chloro-4,6-
bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctyl)thio)-
1,3,5-triazine, 56b and 56b,

J/('36':13
X i
cl A
HS N SN AN
DIPEA N N
N _ DIPEA D L
| S N S S N S
P THF anh
c1I” >N el CeFi13 0°C H H H H
CeF13 CeF13 CeF13 CeF13
47 55b 56b 56b,

In a 50 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine (47) (0.28
g, 1.2 mmol, 1 eq.), 15 mL of THF anh. and DIPEA (0.80 mL, 4.6 mmol, 3 eq.) were
added. The mixture was cooled down to 0°C. Then a solution of
3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctane-1-thiol (55b) (1.00 g, 2.0 mmol, 1.7 eq.)
and 15 mL of THF anh. were added, dropwise, through an addition funnel. The reaction
was let stirring for 3 h. The organics were evaporated. The resdiue was purified by a
flash chromatography on silica-gel (95:5, hexane:Et,0) and 1.01 g of a white solid were
obtained, corresponding to a mixture of compounds 56b and 56b;, 76%. Via “*C-NMR

was observed that there was a mixture of compounds di- and tri-substituted.
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13.8 Synthesis of 5-((4,6-bis(dodecylthio)-1,3,5-triazin-2-
yl)oxy)-2-nitrobenzaldehyde, 57a

(o) 0
Cl_N__S
HO 7 CqHas _S._N__O
H \Nﬁ N Coliidinepipea  C12H2” Y2 H
* Y . NN NO
NO, S THF anh. \Sr 2
CizHas 30°C to 50°C CioHas”
43 56a 57a

In a 25 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)
(0.360 g, 2.2 mmol, 1 eq.), 5 ml of THF anh., 2-chloro-4,6-bis(dodecylthio)-1,3,5-
triazine (56a) (1.10 mL, 2.6 mmol, 1.2 eq.), and collidine (0.42 mL, 3.3 mmol, 1.5 eq.)
were added. The mixture was stirred at 30 °C. After 7 h, 0.80 mL of DIPEA were added
into the mixture, the set up was warmed up to 50 °C, and let stirring overnight.
Extractions with acidic agueous solution (1.2 M) in CHCIl; were done. The organics were
dried and evaporated. A brown solid was obtained (57a), 1.104 g. After recristalization

with Et,0, we obtained 0.883 g of pure 57a, 65% vyield.
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m. p.: 75.87°C

Re: 0.65 (hexane/AcOEt 1:1). IR ATR (U, cm™): 2918, 2849, 1703, 1494, 1401, 1256,
1214,

'H NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 10.48 (s, Hy, 1H), 8.24 (d, J = 8.9 Hz, H,, 1H), 7.80
(d, J = 2.6 Hz, Hy, 1H), 7.56 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, Hs, 1H), 3.06 (t, J = 7.4 Hz, H1y 23, 4H),
1.67 (quin, J = 6.8 Hz, H1z 24, 4H), 1.42 — 1.15 (M, His, 210433, 36H), 0.90 (¢, J = 6.8 Hz,
H2z, 34, 6H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & (ppm): 187.9 (Cy), 184.9 (Co 10), 167.9 (Cs), 156.8 (Ce),
147.3 (C3), 134.2 (C,), 127.5 (C4), 123.8 (C5), 32.9 (C1y, 23), 31.6 (C12, 16), 30.7 — 30.3 (Cys.
18,17-30), 30.1 (C1g,31), 29.8 (Cy0,32), 23.7 (Cy1,33), 15.1 (Cyy, 34).

MS (ESI+): HRMS calcd for C34HsaN404S; [M+NH']: 647.3659, found: 647.3639.

229



Experimental Part

13.9 Synthesis of 5-((4,6-bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
tridecafluorooctyl) thio)-1,3,5-triazin-2-yl)oxy)-2-
nitrobenzaldehyde, 57b

Cl (o)
XL, R YL
N/)\S Nﬁ/N NO,

HO
H 57b
NO,

THF anh

CeF13 50°C CeF13
I o J
X 1
43 NribN w tj:
7 7
S/l\N/l\S ?\1 N S
CsFi3 CeF13 CeF13 CsFi3

56b, 56b,
In @ 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)

(0.065 g, 0.4 mmol, 1 eq.), 1 mL of THF anh., 2-chloro-4,6-bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
tridecafluorooctyl) thio)-1,3,5-triazine (56b) (0.80 g, 0.5 mmol, 1.2 eq.), and DIPEA
(0.10 mL, 0.6 mmol, 1.5 eq.) were added. The mixture was warmed up to 50°C and let
stirring for 5 h. Organics were evaporated and the solid was dissolved in CHCls, then
extractions with acidic aqueous phase were done and the organics were dried and
evaporated. A chromatographic column was carried out (1:1, Hex:Et,0) and 0.327 g of

a white solid corresponding to pure 57a were obtained, 84 % vyield.
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e F RFRF . @
17 15 X 1311830 _N_ _O
F™18 516 X 14 X 12 ’h/se 21H
FFFFFF N _N
Yo 5 % 3 NG
S
F. 20]"°
FA21
F 22 F
;u”;
F
2625F
FT°F
F

m. p.: 111.75°C
Re: 0.64 (hexane/Et,0 6:4). IR ATR (U, cm™): 1740, 1525, 1487, 1183, 1138.

'H NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 10.47 (s, Hy, 1H), 8.26 (d, J = 8.8 Hz, Ha, 1H), 7.78
(d, J = 1.3 Hz, Hy, 1H), 7.54 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, Hs, 1H), 3.28 (t, J = 7.2 Hz, Hyy, 19, 4H),
2.72-2.33 (m, le, 20, 4H)

3C NMR (91 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 187.8 (Cy), 183.9 (Co, 10), 168.3 (Cg), 156.3 (Cg), 147.7
(Cs), 134.4 (Cy), 127.8 (C4), 127.3 (Cs), 123.7 (C7), 32.2 (t, Jer = 22.4 Hz, Cyy, 10), 22.6 (Caz,

20)-

S NMR (235 MHz, CDCls) & (ppm): -81.31 (t, J = 8.7 Hz), -113.76 — -116.38 (m), -
122.37 (s), -123.36 (s), -123.87 (s), -126.63 (s).

MS (ESI+): HRMS calcd for CasH12F26N404S; [M+NH']: 1000.9812, found: 1000.9802.
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PN
F FFE FF F 3N/JN\ F FFR FF F
FU1 9 7 NS 21 X 23 X 25 X 27 _F
> <y ST SN2 S 20 20X 24K 26 i
F FFFF FFFF F

m. p.: 78.08°C
R¢: 0.72 (hexane/AcOEt 90:10). IR ATR (U, cm'l): 1471, 1183, 1139, 1073.

'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.34 (d, J = 7.2 Hz, Ha 12,20, 6H), 2.65 — 2.46 (m, Hs,

13,21, 6H).

BC NMR (101 MHZ, CDC|3) é (ppm) 180.1 (Cl, 2, 3), 121.3-112.2 (C6—11, 14-19, 22_27) 323 (t,
Jer=21.9 Hz, Cs,13,21), 22.3 (C4, 12, 20)-

SF NMR (235 MHz, CDCl3) & (ppm): -81.32 (t, J = 9.2 Hz), -112.76 — -118.15 (m), -
122.38 (s), -123.39 (s), -123.88 (s), -126.65 (s).

MS (ESI+): HRMS calcd for Co7H15F39N3S3 [M+NH']: 1215.9643, found: 1215.9611.

232



Experimental Part

13.10Synthesis of 2-nitro-5-
((perfluorophenyl)methoxy)benzaldehyde, 59

60 °C
100%
58 43

In @ 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, 5-hydroxy-2-nitrobenzaldehyde (43)
(0.20 g, 1.2 mol, 1 eq.) was solved in 2 mL of DMF anh. Then sodium hydride (0.047 g,
1.2 mmol, 1 eq.) was added. The mixture was stirred until no H, bubbles were
observed. Subsequently, 1-(bromomethyl)-2,3,4,5,6-pentafluorobenzene (58) (0.27
mL, 1.8 mmol, 1.5 eq.) was added via syringe. The mixture was warmed up to 60°C and
let stirring for 5 h. Then, CHCl; and water were added to the mixture and extractions
were done. The organics were dried with Na,SO4 and evaporated to afford 0.409 g of

white solid (59) afforded, 100% yield.

m. p.: 105-107°C
R¢: 0.36 (hexane/AcOEt 90:10). IR ATR (U, cm'l): 1736, 1587, 1503, 1328, 1244.

'H-NMR (250 MHz CDCl3) & (ppm): 10.52 (s, Hy, 1H), 8.22 (d, J = 9.1 Hz, Ha, 1H), 7.47 (d,
J=2.8 Hz, Hy, 1H), 7.24 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, Hs, 1H), 5.28 (s, Hg, 2H).

13C NMR (91 MHz, CDCls) 5(ppm): 189.1 (Cy), 163.1 (Ce), 148.2-145.4 (Cy4 10), 144.1 (C3),
144.7-136.6 (C11 12 13), 135.2 (Cy), 128.4 (C4), 120.4 (Cs), 114.7 (C7), 109.5 (C), 59.2 (Cs).
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F NMR (235 MHz, CDCl3) & (ppm): -142.37 (dd, J = 21.7, 7.8 Hz), -151.32 (t, J = 20.8
Hz), -161.10 (td, J = 20.9, 7.4 Hz).

MS (ESI+): HRMS calcd for C14HgFsNO, [M+Na']: 370.0109, found: 370.0116.

13.11Synthesis of (E)-5,5',6,6'-tetrakis(dodecyloxy)-[2,2'-
biindolinylidene]-3,3'-dione, 61

41a
© o]
0 C12H,50 H
2’\ OH O
)Ol\ n-BulLi I C1zH250 NO, C12H250
- . I
Tl:';gggh- o -78°C to r.t. C12H,50 NO,
o
2 M NaOH
9 H
C4,H,50 i N g OC42H2s5
C12H250 H OC2H2s
(o)
61

In a 10 mL Schlenk flask under N, atmosphere, acetone (0.014 mL, 0.2 mmol, 1 eq.)
and 3 mL of THF anh. were added. The set-up was cooled down to -78°C, then n-Buli
(0.12 mL, 0.2 mmol, 1 eq.) was added stepwise and carefully. The mixture was let
stirring for 5 minutes. Then a solution of 4,5-bis(dodecyloxy)-2-nitrobenzaldehyde
(41a) (0.10 g, 0.2 mmol, 1 eq.) in 2 mL of THF anh. was added over the mixture. The
mixture was let stirring at room temperature and a solution of 2 M NaOH was added.
The Indigo derivative was formed. The organics were evaporated and the crude was
dissolved in CHsCl. Extractions with H,O and MeOH were done. The organics were

dried and evaporated, affording 0.025 g of a blue-green oil compound (61), 26% yield.
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17 15 13 46_~48 50
19 45 M 16_~ 14 '~ 12 U l [<‘ 36'37 3i. AT
O O 58_~_60_~_62
2 N 32 64
31 30 29 28 27 26 e 24 20074 39 0 53 57 ¥ 59 ¥ 61 63

IR ATR (U, em™): 3307, 2920, 2851, 1615, 1484, 1464, 1295, 1225, 1132.
UV/Vis (CHCI;) A (log €): 297 (4.95), 393 (3.34), 587 (1.13).

'H-NMR (250 MHz CDCl;)  (ppm): 8.65 (s, NH, 1H), 7.15 (s, He, 40, 2H), 6.49 (s, H3, 37,
2H), 4.08 (t, J = 6.5 Hz, Hg s3, 4H), 3.97 (t, J = 6.5 Hz, Hao, a1, 4H), 1.97 — 1.69 (M, Hs, 21, a2,
54, 8H), 1.59 — 1.16 (M, H1g.18, 2230, 43-51, 55-63, 72H), 0.90 (t, J = 6.4 Hz, H19, 31,52, 64, 12H).

3C NMR (91 MHz, CDCl5) & (ppm): 187.7 (C7, 34), 158.8 (Cy, 35), 150.8 (Cy, 36), 145.3 (Cs,
39), 123.6 (Cy, 35), 112.5 (Cg, 20), 95.8 (C3, 37), 70.7 (Cg, 20, 41, 53), 32.9 (Co, 21, 4, 54), 31.99 —

29.5 (Cy0-18, 22-30, 43-51, 55-63), 23.70 (C19, 31, 52, 64)-

MS (ESI+): HRMS calcd for CesH106N,0 [M+H']: 999.8124, found: 999.8092.

13.12Synthesis of 4-((3,5-
bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecylthio) (4-

(dimethylamino)phenyl)methyl)-N,N-
dimethylbenzenamine, 63

22—

7 N\
(o) H \N/
.
2 NbCl5 10 mol%
csF17v\S S/\/Cst _ csFﬂ\/\S S,\/cz,F17
solvent free reaction
68b 19 130 °C 63
44%

235



Experimental Part

A mixture of 68b (1.06 g, 1 mmol, 1 eq.), N,N-dimethylaniline, 19, (380 mL, 3 mmol, 3
eq.) and NbCls (0.003 g, 0.1 mmol, 0.1 eq.) was heated at 130 °C for 16 h. The mixture
was cooled to room temperature and AcOEt (10 mL) was added followed by SiO,. The
volatiles were evaporated under vacuum and the resulting residue was purified by
column chromatography in silica gel (gradient from hexane/AcOEt 95:5 to 80:20)

furnishing a pale green solid (0.56 g, 44% yield) of 63.

M, = 55-56 °C.

Rf = 0.35 (hexane/AcOEt 80:20). IR (ATR) (u, cm™): 2857, 2801, 1704, 1562, 1198,
1145,

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.16 (t, J = 1.6 Hz, 1H, Ha), 7.01 (d, J = 1.6 Hz, 2H,
H,), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, 4H, H;7), 6.68 (d, J = 8,7 Hz, 4H, Hyg), 5.32 (s, 1H, His), 3.12 —
2.97 (m, 4H, Hs), 2.92 (s, 12H, Hyo), 2.46 —2.20 (m, 4H, He).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & (ppm): 149.2 (Cyo), 148.0 (C;), 135.2 (Cs), 131.5 (Cye),
129.7 (Cy7), 129.5 (C,), 128.0 (C4), 121.7-106.5 (m, CF,, CF3), 112.5 (Cig), 54.7 (Cys), 40.5
(Cz0), 31.1 (Cgt), 24.6 (Cs, bs).

E_.NMR {*H} (235 MHz, CDCl5) 6 (ppm): -81.34 (t, J = 9.9 Hz, 6F, Fy4), -114.83 (s, 4F,
F;), -121.03 — -124.06 (m, 20F, Fo.13), -126.50 —-127.0 (m, 4F, Fg).

HRMS (ESI+): calcd for C4sHsoF3aN,S, [M+H']: 1287.1537, found: 1287.1553.
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13.13 Synthesis of 2,2'-((((3,5-bis(dodecylthio)
phenyl)methylene)bis (4,1-
phenylene))bis(methylazanediyl))diethanol, 5aa

Os_H \N/\/OH
+
2 NbCl5 10 mol%
C12H25~S SzC12st - -
solvent free reaction
130 °C
0,
68a 67 51% 64a

In a 10 mL Schlenk flask 68a (400 mg, 0.8 mmol, 1.0 eq.), NbCls (21 mg, 0.08 mmol, 0.1
eg.) and 67 (0.69 mL, 4.8 mmol, 6.0 eq.) were introduced under nitrogen atmosphere.
Then the mixture was warmed up to 130°C (at this temperature compound 68a was a
liguid) and maintained during 24 hours. The color was getting dark blue/green and
finally resulted in blue. The mixture was cooled down to room temperature and the
residue was dissolved in 2 mL of AcOEt. SiO, was added into the organics and the
volatiles were evaporated. The resulting crude was purified by column
chromatography using as eluent a gradient of hexane:AcOEt (80:20 to 50:50).

Compound 64a was obtained as a pale green oil (0.32 g, 51% yield).

1 14 117
111315 18

Rs: 0.48 (Hex:AcOEt, 1:1). IR ATR (v, cm™): 2923, 2852, 1612, 1517.
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'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.08 (t, J = 1.5 Hz, 1H, H,), 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 4H,
Ha1 22), 6.89 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H, ¢), 6.73 (d, J = 8.8 Hz, 4H, Has, 24), 5.29 (s, 1H, Hio),
3.79 (t, J = 5.6 Hz, 4H, Hayg), 3.44 (t, J = 5.6 Hz, 4H, H,7), 2.94 (s, 6H, Hyg), 2.86 (t, J = 8.3
Hz, 4H, H), 1.63 (quint, J = 8.3 Hz 4H, Hg ), 1.43 — 1.11 (m, 36H), 0.92 (t, J = 6.6 Hz, 6H).

B3C-NMR (63 MHz, CDCl5) & (ppm): 149.4 (Cys), 147.2 (C1), 138.4 (C3, 5), 133.6 (Cyo),
130.8 (Caz, 21), 127.7 (Cy, 6), 126.2 (C4), 113.0 (Ca3, 24), 60.9 (Cas), 56.5 (C27), 55.7 (C1o),
39.7 (Cy6), 34.2 (C5), 32.8 (Cs), 30.6 (Cs), 30.5 (Cyo), 30.5 (Cy1), 30.4 (C12), 30.3 (Cy3), 30.1
(C1a), 30.0 (C1s), 29.8 (C16), 23.6 (C17), 15.1 (Cyg).

HRMS (ESI+): calcd for CagH78N,0,S, [M+H']: 791.5505, found:791.5577.

13.14 Synthesis of 2,2'-((((3,5-
Bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecyl) thio)phenyl)methylene)bis(4,1-
phenylene))bis(methylazanediyl))diethanol, 64b

OH OH

N NS
o NP QK

2 NbCl5 10 mol%
C8F17\/\s s/\/C8F17 —— C8F17\/\S S/\/C8F17
solvent free reaction
130°C
68b 67 46% 64b

In a 10 mL Schlenk flask compound 68b (500 mg, 4.7-10" mmol, 1.0 eq.), NbCls (13 mg,
4.7-10° mmol, 0.1 eq.) and 67 (0.42 mL, 2.82 mmol, 6.0 eq.) were introduced under
nitrogen atmosphere. Then the mixture was warmed up to 130°C (at this temperature
compound 68b was liquid) and maintained during 24 hours. The color was getting dark
blue/green and finally resulted in blue. The mixture was cooled down to room
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temperature and the residue was dissolved in 2 mL of AcOEt. SiO, was added into the
organics and the volatiles were evaporated. The resulting crude was purified by a
column chromatography using as eluent a gradient of hexane: AcOEt (70:30 to 60:40).

Compound 68b was obtained as a pale green solid (0.29 g, 46% vyield).

FFF FF FFF FFERFFR FFRF

FW WMF
3 9
E S 45S7 MR BX 15K

F FFFFFF FFFFFF F

M,: 113-115°C.
Ry: 0.25 (hexane/AcOEt 50:50). IR ATR (u, cm™): 3308, 2873, 2360, 1611, 1361, 1066.

'H-NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 7.17 (s, 1H, Ha), 7.01 (s, 2H, H, ¢), 6.95 (d, J = 8.5
Hz, 4H, Has, 20), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 4H, Ha1 22), 5.32 (s, 1H, Hi7), 3.81 (t, J = 5.4 Hz, 4H,
Hag). 3.45 (t, J= 5.4 Hz, 4H, H,s), 3.09-3.04 (m, 4H, H5), 2.95 (s, 6H, Ha4), 2.37-2.32 (m,
4H, Hs).

B3C-NMR (90 MHz, CDCl5) & (ppm): 148.7 (Cy3), 147.7 (C1), 135.4 (Cs, 5), 132.0 (Cys),
129.8 (Cy0), 129.3 (C2,6), 127.7 (C4), 121.8-106.8 (m, CF,, CF3), 113.0 (Ca1 22), 60.11 (Cag),
55.5 (Cys), 54.7 (C17), 38.7 (Caa), 31.5 (t, Jer= 22.1 Hz, Cg), 24.5 (C7).

1SE-NMR (235 MHz CDCl;) & (ppm): -81.39 (t, J = 10.0 Hz, 6F, F15), -114.68 (s, 4F, Fo), -
122.44 (bs, 12F, F10.12), -123.29 (bs, 4F, F13), -123.77 (bs, 4F, F14), -126.68 (bs, 4F, Fys).

HRMS (ESI+): calcd for CgsHs7F34N,0,S, [M+H']: 1347.1748, found: 1347.1755.

239



Experimental Part

13.15Synthesis of 4,4'-((3,5-
bis(dodecylthio)phenyl)methylene)bis(N-(2-((4,6-
dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)oxy)ethyl)-N-methylaniline),
65a

1) nBuL.i/ THF anh.

2) cyanuric chloride / THF anh.
63%

64a 65a

In a 10 mL Schlenk flask under nitrogen atmosphere compound 64a (150 mg, 0.2 mol,
1.0 eq.), THF anh. (5 mL) and n-Buli (1.6 M (hexane), 248 ul, 0.4 mmol, 2.1 eq.) were
slowly and carefully introduced at 0°C. This solution A was stirred for 5 minutes. In a 10
mL Schlenk flask, under nitrogen atmosphere, cyanuric chloride (47) (209 mg, 1.2
mmol, 6.0 eq.) and THF anh. (5 mL) were introduced (solution B). Solution A was slowly
added via syringe over solution B. After 16 h at room temperature the reaction was
finished. SiO, was added to the reaction mixture and the volatiles were evaporated.
The resulting crude was purified by a chromatographic column using as eluent a
gradient of hexane: AcOEt (90:10 to 80:20). Compound 65a was obtained as a green
solid (0.13 g, 63% vyield).
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151718

Re: 0.58 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (u, cm™): 2924, 2853, 1612, 1541, 1254, 1052.
UV/Vis (CHCI3) A (log €): 439 (3.55), 626 (4.30).

'H-NMR (250 MHz CDCls) 8(ppm): 7.06 (t, J = 1.5 Hz, 1H, Ha), 6.98 (d, J = 8.7 Hz, 4H,
Ha1 22), 6.87 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H, ¢), 6.67 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Has, 24), 5.28 (s, 1H, Hio),
4.66 (t, J = 5.8 Hz, 4H, Hag), 3.76 (t, J = 5.8 Hz, 4H, H,7), 3.03 (s, 6H, Hyg), 2.85 (t, J = 7.3
Hz, 4H, H;), 1.61 (quint, J = 7.3 Hz, 4H, Hg), 1.46 — 1.21 (m, 36H, Ho.17), 0.90 (t, J = 6.5
Hz, 6H, Hys).

3C-NMR (63 MHz CDCl3) 8(ppm): 173.5 (Cze), 171.9 (Cs0), 147.7 (Czs), 147.1 (Cy), 138.5
(Cs,5), 133.5 (Ca0), 131.1 (Cay, 22), 127.7 (Ca, 6), 126.2 (Ca), 112.7 (Ca3, 24), 68.4 (Cas), 55.7
(C1s), 51.9 (C27), 40.1 (Cag), 34.2 (C), 32.9 (Cg), 30.6 (Co), 30.6 (C1o), 30.5 (C11), 30.5 (C12),
30.3 (C13), 30.2 (Cy4), 30.0 (Cys), 29.8 (Cs6), 23.6 (C17), 15.1 (Cyg).

HRMS (MALDI+): calcd for CssH76ClsNgO,S, [M+H"]: 1085.4287, found: 1085.4360.
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13.16 Synthesis of 4,4'-((3,5-
bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecyl) thio)phenyl)methylene)bis(N-(2-
((4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)oxy)ethyl)-N-
methylaniline, 65b

Cl Cl

NJ\N
L\

OH

(o]
=

S
Cl N O 0~ "N “Ci

Asv<n
1) n-BuLi/ THF anh. N O O NS

O 2) cyanuric chloride / THF anh.
CSF17\/\S s/\/C8F17 66%
CsF17\/\s s/\/CsFﬂ

64b 65b

In @ 10 mL Schlenk flask under nitrogen atmosphere compound 64b (200 mg, 0.1
mmol, 1.0 eq.), THF anh. (5 mL) and n-Buli (1.6 M (hexane), 196 ul, 0.2 mmol, 2.1 eq.)
were slowly and carefully introduced at 0°C. This solution A was stirred for 5 minutes.
In a 10 mL Schlenk flask, under nitrogen atmosphere, cyanuric chloride (47) (166 mg,
0.6 mmol, 6.0 eq.) and THF anh. (5 mL) were introduced (solution B). Solution A was
slowly added via syringe over solution B. After 36 h at room temperature the reaction
was finished. SiO, was added to the reaction mixture and the volatiles were
evaporated. The resulting crude was purified by a chromatographic column using as
eluent a gradient of hexane: AcOEt (90:10 to 80:20). Compound 65b was obtained as a
green solid (0.16 g, 66% yield).
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Rs: 0.38 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (u, cm™): 2928, 1612, 1541, 1302, 1200, 1145,
1051. UV/Vis (CHCI3) A (log €): 430 (2.13), 633 (3.14).

'H-NMR (400 MHz CDCls) & (ppm): 7.16 (s, 1H, Ha), 7.00 (s, 2H, H, ¢), 6.96 (d, J = 8.3 Hz,
4H, Hig 20), 6.73 (d, J= 8.3 Hz, 4H, Hay 23), 5.32 (s, 1H, Hi7), 4.67 (t, J = 5.7 Hz, 4H, Hag).
3.76 (t, J= 5.7 Hz, 4H, Hys), 3.09-3.04 (m, 4H, Hy), 3.03 (s, 6H, H,a), 2.41-2.28 (m, 4H,
Hs).

3C-NMR (100 MHz CDCl3) & (ppm): 172.6 (C27), 170.9 (Cas, 20), 147.4 (Ca3), 146.7 (Cy),
135.5 (Cs, 5), 132.4 (C1s), 130.1 (Ci9 20), 129.1 (Cy, 6), 127.6 (C4), 112.7 (C1, 22), 120.0-
108.2 (m, CF,, CF3), 67.2 (Ca6), 54.7 (C17), 51.2 (Ca5), 39.3 (Caa), 31.5 (t, Jer = 22.0 Hz, Cg),
24.5 (C;).

®E_.NMR (235 MHz CDCl;3) §(ppm): -81.30 (t, J = 10.0 Hz, 6F, Fy¢), -114.74 (bs, 4F, Fs), -
122.40 (bs, 12F, F1o.12), -123.24 (bs, 4F, F13), -123.73 (bs, 4F, F14), -126.62 (bs, 4F, F1s).

HRMS (MALDI+): HRMS calcd for CsiH3sClsF3aNg0,S; [M+H']: 1641.0457, found:
1641.20.
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13.17 Synthesis of 4,4'-((4-((4,6-bis(dodecylthio)-1,3,5-triazin-
2-yl)amino)phenyl)methylene) bis(N,N-dimethylaniline),
66a

/N N~
| |
/N N\
999 X
N° N DIPEA O
L "
O C12H25—S N S-C12H25 THF anh NH
reflux
NH, |
C12H25\S)\N/)\S/C12H25
72 56a 66a

In @ 10 mL Schlenk flask under nitrogen atmosphere, a mixture of 72 (144 mg, 0.4
mmol, 1 eq.), 56a (0.18 mL, 214 mg, 0.4 mmol, 1 eq.) and DIPEA (0.12 mL, 0.6 mmol,
1.6 eq.) in 2 mL of THF anhydrous was refluxed for 38 h. After that time, the reaction
mixture was cooled down and SiO, was added. The solvent was evaporated under
vacuum very carefully and the resulting crude was purified by column chromatography
(gradient from hexane/AcOEt 90:10 to 80:20), affording 66a as a blue oil (0.20 g, 60%

yield).
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R¢: 0.50 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (v, cm'l): 2920, 2851, 1607, 1492, 1238, 795.

'H-NMR (360 MHz CDCl3) 8(ppm): 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hig), 7.19 (s, 1H, NH), 7.13 (d,
J=8.5Hz, 2H, Hy7), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Hy1), 6.71 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Hy,), 5.40 (s, 1H,
Hig), 3.12 (t, J = 7.4 Hz, 4H, Hy,), 2.96 (s, 12H, Hy4), 1.75 (quin, J = 7.4 Hz, 4H, Hy1), 1.50
—1.41 (m, 4H, Hyp), 1.33 (s, 32H, Hy9), 0.93 (t, J = 6.6 Hz, 6H, H;).

3C-NMR (63 MHz CDCls) 8(ppm): 161.9 (Cia13), 149.9 (Cp3), 142.1 (Cis), 136.4 (Cro),
133.7 (C1s), 130.8 (Cp1), 130.6 (Cy7), 121.1 (Cig), 113.5 (Cpa), 55.4 (Cio), 41.7 (Caa), 32.9
(C12), 31.1 (C11), 30.6 (C10), 30.6 (Cs.g), 30.6 (C7), 30.5 (Cg), 30.3 (Cs), 30.2 (Ca), 29.9 (C3),
23.6 (Cy), 15.1 (Cy).

MS (MALDI+): HRMS calcd for CsgH76NgS, [M+H]: 825.5573, found: 825.5646.

13.18 synthesis of N-(4-(bis(4-
(dimethylamino)phenyl)methyl)phenyl)-4,6-
bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecylthio)-1,3,5-triazin-2-amine, 66b

Q™
C

|
_N

* N“SN ,
)l\ ’)\ THF anh NH
NH, 65% NSN
72 56b CsF17H20H2C\S)\N/)\S,CHchzchﬂ
66b

In @ 10 mL Schlenk flask under nitrogen atmosphere, a mixture of 72 (232 mg, 0.7

mmol, 1.5 eq.), 56b (478 mg, 0.5 mmol, 1 eq.) and DIPEA (0,12 mL, 0.7 mol, 1.5 eq.) in
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THF anh. was refluxed for 16 h. After that time the reaction mixture was cooled down
and SiO, was added. The solvent was evaporated under vacuum very carefully and the
resulting crude was purified by column chromatography (gradient from hexane/AcOEt

90:10 to 80:20), affording 66b as a bluish solid (0.40 g, 65% vyield).

N

J
N

I

FRFF FF FFF NTSN FFF FF FF F

N"11810 s X6 X 4 X 2
FFFFFFFF FFFFFFFF

M, = 163-165 °C.

R¢ = 0.45 (hexano/AcOEt 80:20). IR (ATR) (u, cm™): 2793, 1613, 1598, 1517, 1496,
1199, 1146.

'H-NMR (360 MHz, CDCl3) 6 8(ppm): 7.39 (d, J = 7.1 Hz, 2H, Hys), 7.11 (d, J = 7.1 Hz, 2H,
Hi4), 7.00 (s, 1H, NH), 6.97 (d, J = 7.6 Hz, 4H, H1o), 6.66 (d, J = 7.6 Hz, 4H, Hy), 5.34 (s,
1H, Hy7), 3.37-3.20 (m, 4H, Hyg), 2.91 (s, 12H, H,,), 2.68-2.38 (m, 4H, Ho).

13C-NMR (91 MHz, €DCls) 8(ppm): 161.0 (Cy5, 11), 149.0 (Cz1) , 142.2 (Cye), 134.6 (Cys),
132.5 (Cy3), 129.9 (Cy9), 129.8 (Cy5), 120.6 (C14), 112.5 (Cyp), 105-115 (C-F), 54.5 (Cy7),
40.7 (Cy2), 31.7 (t,J = 21.6 Hz, Cs), 21.1 (Cyo).

®E_.NMR 'H decoupled (235 MHz, CDCl3) §(ppm): -81.22 (t, J = 10.0 Hz, 6F, F;), -114.58
—-115.14 (m, 4F, Fg) -121.88 —-124.09 (m, 20F, F,.6), -126.37 —-126.83 (m, 4F, F).
HRMS (ESI+): calcd for CagHsaF3aNgS, [M+H']: 1381.1816, found: 1381.1781.
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13.19Synthesis of 3,5-bis(dodecylthio)benzaldehyde, 68a

DIPEA

DPPF
+ H\S,C12H25 .
CyoHos
Br Br toluene anh. 127725~g
reflux

N, atm.
69 55a 89 % 68a

S’C12H25

In @ 10 mL Schlenk flask Pd(dba), (24 mg, 0.04 mmol, 0.01 eq.), 1,1'-ferrocenediyl-
bis(diphenylphosphine), DPPF (44 mg, 0.08 mmol, 0.02 eq.) and 4 mL of anhydrous
toluene were introduced under nitrogen atmosphere. Then compound 69 (1.00 g, 3.8
mmol, 1.0 eq.) was added into the mixture and stirred. Once compound 69 was
dissolved, N,N-diisopropylethylamine, DIPEA (1.6 mL, 9.1 mmol, 2.4 eq.) and thiol 55a
(2.04 mL, 8.4 mmol, 2.2 eq.) were added and the mixture was heated to reflux. After
12 h the reaction mixture was quenched with 2 mL of water and extracted with AcOEt
(3x4 mL). The organic phase was dried with Na,SO, and filtered. Then SiO, was added
to the filtrate and the volatiles were evaporated. The resulting crude was purified by a
chromatographic column using as eluent mixtures of hexane:AcOEt (98:2). Compound

68a was obtained as a yellow solid (1.73 g, 89% vyield).

M,: 43-45°C.

Rs: 0.58 (hexane/AcOEt 98:2). IR ATR (u, cm™): 2918, 2848, 1692, 1565, 1463, 1376,
1210.
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'H-NMR (250 MHz, CDCls) & (ppm): 9.93 (s, 1H, His), 7.54 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H, ¢), 7.43
(t,J = 1.7 Hz, 1H, Ha), 3.05 — 2.93 (t, J = 7.5 Hz, 4H, H;), 1.67 (m, 4H, Hg), 1.52 — 1.39 (m,
4H, Ho), 1.28 (s, 32H, H10.17), 0.90 (t, J = 6.6 Hz, 6H, H1g).

13C.NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 192.5 (Cio), 140.9 (Cs s), 138.1 (C1), 133.5 (Ca),
126.6 (Cs, &), 34.0 (C;), 32.9 (Cs), 30.6 (Cs, 16, 11), 30.5 (Caz), 30.4 (Caz), 30.3 (Cua), 30.1
(C1s), 29.8 (Cy6), 23.6 (C17), 15.1 (Cg).

Elemental analysis: calcd for C3;Hs40S,. C%: 73.45, H%: 10.74, found: C%: 73.22, H%:
11.17.

13.20Synthesis of 3,5-bis((3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecyl)thio) benzaldehyde, 68b

Pd(dba), Os_H
. DIPEA

H. g~ CsF17 DPPF
Br Br > CgFira N A~-CsF17
S S
toluene anh.
69 55¢ reflux 68b
N, atm.
93 %

In a 10 mL Schlenk flask Pd(dba), (6 mg, 0.01 mmol, 0.01 eq.), DPPF (12 mg, 0.02 mmol,
0.02 eq.) and 1 mL of anhydrous toluene were introduced under nitrogen atmosphere.
Then, compound 69 (262 mg, 1 mmol, 1.0 eq.) was added into the mixture and stirred.
Once compound 69 was dissolved, DIPEA (0.38 mL, 2.2 mmol, 2.2 eq.) and compound
55¢ (0.59 mL, 2.0 mmol, 2.0 eq.) were added and the mixture was heated to reflux.
After 12h the reaction mixture was quenched with 2 mL of water and extracted with
AcOEt (3x3 mL). The organic phase was dried with Na,SO,4 and filtered. Then, SiO, was
added to the filtrate and the volatiles were evaporated. The resulting crude was
purified by a chromatographic column using as eluent a gradient of hexane:AcOEt

(99:1 to 95:5). Compound 68b was obtained as a white solid (0.99 g, 93% yield).
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M,: 86-87°C.
Re: 0.51 (hexane/AcOEt 90:10). IR ATR (u, cm™): 3056, 2842, 1696, 1567, 1197, 1145.

'H-NMR (360 MHz, CDCl;) 8(ppm): 9.98 (s, 1H, Hy7), 7.68 (s, 2H, Ha, ), 7.52 (s, 1H, Ha),
3.25-3.20 (m, 4H, H5), 2.49-2.39 (m, 4H, Hg).

B3C-NMR (90 MHz, CDCl;) §(ppm): 190.6 (C17), 137.9 (Cs 5), 137.7 (C4), 133.9 (C4), 127.9
(C,6), 121.8-106.8 (complex absorption, CF,, CFs), 31.4 (m, Cg), 24.3 (C).

E_.NMR {*H} (235 MHz CDCl;) §(ppm): -81.36 (t, J = 10.0 Hz, 6F, Fy), -114.68 (bs, 4F,
Fo), -122.43 (bs, 12F, F1o.12), -123.27 (bs, 4F, F13), -123.75 (bs, 4F, F1a), -126.69 (bs, 4F,
F1s).

HRMS (ESI*): calcd for Cy7H1,F340S, [M+Na']: 1084.9679, found: 1084.9668.
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13.21synthesis of  4,4'-((4-nitrophenyl)methylene)bis(N, N-
dimethylaniline), 71

| |
(0] H \N/ /N N\
NbCl; 10 mol%
N

solvent free reaction O
0, 130 °C
81% NO,
70 19
71

A mixture of nitrobenzaldehyde, 70, (755 mg, 5.0 mmol, 1 eq.), N,N-dimethylaniline,
19, (1.9 mL, 15 mmol, 3 eq.) and NbCls (135 mg, 0.5 mmol, 0.1 eq.) was heated at
130°C for 2 h under N, atm. Afterwards, the reaction mixture was cooled to room
temperature and diluted in AcOEt (20 mL) and H,0 (20 mL). The aqueous layer was
extracted with AcOEt (3 x 10 mL) and the combined organic layers were dried over
MgSO, anh. and concentrated. The crude adsorbed over SiO, was purified by column
chromatography (eluted with hexane/AcOEt 80:20) affording 71 as a yellow solid (1.52
g, 81% yield).

M, = 179-180 °C (lit**: 181-182 °C; lit"": 184-185 °C).

Rf = 0.30 (hexane/AcOEt 80:20).

'H-NMR (400 MHz, cDCl;) 8 (ppm): 8.11 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hs), 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H,),
6.95 (d, J = 8.6 Hz, 4H, H), 6.67 (d, J = 8.6 Hz, 4H, Hg), 5.45 (s, 1H, Hs), 2.93 (s, J = 4.7
Hz, 12H, Hyo).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) & (ppm):153.5 (Cy), 149.3 (Co), 146.2 (C4), 130.9 (Cg), 130.1
(C7), 129.8 (C,), 123.4 (C3), 112.5 (Cg), 54.9 (Cs), 40.6 (C1o).
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13.22Synthesis of 4,4'-((4-aminophenyl)methylene)bis(N,N-
dimethyl aniline), 72

| |
adYdN aeUdn
Pd/C 10 mol %

THF anh
100%

NOZ NHZ

71 72

A suspension of 72 (257 mg, 0.7 mmol, 0.68 mmol) and Pd/C (45 mg, 15% weight) in
EtOH absolute (15 mL) was stirred for 2 h under H, atm. Then, the mixture was filtered
through a pad of celite and evaporated. The crude *H-NMR reveals 100% conversion
and no by-products, yielding 72 as a white solid (0.23g, 100% yield). Compound 72 was

used directly without any further purification.

2a, 2b,

M, = 135-137 °C (lit™ : 142-144 °C).

R¢ = 0.30 (hexane/AcOEt 80:20).

'H-NMR (250 MHz, CDCl;) & (ppm): 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 4H, H;), 6.91 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
H,), 6.66 (d, J = 8.8 Hz, 4H, Hg), 6.59 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3), 5.27 (s, 1H, Hs), 2.90 (s, 12H,
Hio).

13 NMR (100 MHz, CDCl5) & (ppm): 148.8 (Cs), 144.1 (C4), 135.6 (C1), 133.5 (Cg), 130.1
(C7), 129.8 (C,), 114.9 (C3), 112.5 (Cg), 54.1 (Cs), 40.7 (Cyo).
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13.23 Synthesis of 4-((3,5-
bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecylthio)(4-
(dimethylamino)phenyl)methyl)-N,N-
dimethylbenzenaminium chloride, 73

| \ \
_N N__ s ’@\ o
AL - or

—_—

THFanh.

C8F17\/\S O S/\/CBF" CsF17\/\S O S/\/CsF17

63 73

A mixture of 63 (200 mg, 0.15 mmol, 1 eq.) and DDQ (53 mg, 0.2 mmol, 1.4 eq.) in THF
anh. (2 mL) was stirred for 1 h. The volatiles were eliminated under vacuum and the
resulting residue was dissolved in MeOH (25 mL) and 3 drops of conc. HCl were added.
The mixture was heated to reflux for 1 h and then it was cooled down to room
temperature. Then, SiO, was added and concentrated under vacuum. The purification
by column chromatography (gradient from CH,Cl,/MeOH 100: to 90:10) afforded 73 as

an intense green solid (0.12 g, 60% yield).

FFF FF FF F FFF FF FFF

S 3°s 7
F 4 5 9 1 13 F

F FFFFFF FFFFFF F

M, = 100-103 °C.
R¢ = 0.25 (CH,Cl,/MeOH 95:5)..IR (ATR) (u, cm™): 2918, 2851, 1583, 1359, 1196, 1168,
1145,
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UV/Vis (CHCl5) A (log €): 500 (3.63), 636 (4.63).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 7.52 — 7.47 (m, 1H, Hy), 7.35 (d, J = 9.0 Hz, 4H,
His), 7.09 (d, J = 1.6 Hz, 2H, H,), 6.97 (d, J = 9.0 Hz, 4H, Hy7), 3.36 (s, 12H, Hy), 3.21 —
3.12 (m, 4H, Hs), 2.53 = 2.34 (m, 4H, He).

13C-NMR (91 MHz, €DCl3) 6 (ppm):173.6 (Cys), 157.0 (Cy), 141.6 (Cy7), 140.4 (Cy), 137.3
(Cs), 132.0 (Cy6), 131.4 (C,), 127.0 (C4), 120.4 — 104.0 (m, CF,, CF3), 114.2 (Cyg), 41.1
(Cz0) , 31.4 (Cg), 24.3 (Cs).

®E_.NMR (235 MHz, CDCl;) & (ppm): -80.84 (t, J = 10.0 Hz, 6F, F14), -113.83 — -114.46
(m, 4F, F5), -121.40 — -123.48 (m, 20F, Fq.13), -125.91 —-126.51 (m, 4F, Fg).

HRMS (ESI+): calcd for Ca3H31CIF34N,S; [M*]: 1285.1380, found: 1285.1383.

13.24 Synthesis of N-(4-((4-((4,6-bis(dodecylthio)-1,3,5-triazin-
2-yl)amino)phenyl)(4-
(dimethylamino)phenyl)methylene)cyclohexa-2,5-dien-1-
ylidene)-N-methylmethanaminium chloride, 74a

I k cl
_N N N ZNJ
A AL
O 1) DDQ O

2) HCI, EtOH reflux NH
I A
N™~N
0 PPN
Cy2Has \S)\N/)\S/C12H25 Ci2Hzs g AN\ P N g-Cr2H2s

74a

66a

In a 10 mL round bottom flask, DDQ (40 mg, 0.16 mmol, 1.5 eq.) was added to a
solution of 66a (90 mg, .1 mmol, 1 eq.), in THF anhydrous (1 mL) under N, atm.

forming a deep blue solution. After it was stirred for 90 minutes at room temperature,
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the reaction mixture was poured onto a short column containing aluminium oxide.
Elution with CH,Cl,/MeOH 90:10 gave a blue residue after the evaporation of volatiles
(with extreme caution). The crude was treated with 50 mL of EtOH containing 3 drops
of HCl conc. and refluxed for 1 h. Afterwards, it was added SiO, and the solvent
evaporated with caution under vacuum  The resulting crude was purified by column
chromatography (eluted with CH,Cl,/MeOH (9:1)) affording 74a as a blue oil (0.078 g,
87% yield).

Rs: 0.25 (90:10 DCM:MeOH). IR ATR (u, cm™): 2920, 2850, 1579, 1485, 1354, 1163.
UV/Vis (CHCI3) A (log €): 261 (3.67), 491 (3.45), 614 (3.87).

H-NMR (360 MHz CDCl3) 8(ppm): 9.24 (s, 1H, NH), 8.09 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hyg), 7.37 (d,
J = 8.5 Hz 4H, Hy,), 7.31 — 7.25 (m, 2H, H7), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 4H, H,1), 3.35 (s, 12H,
Haa), 3.15 (t, J = 6.9 Hz, 4H, Hy,), 1.82 — 1.69 (m, 4H, Hyy), 1.51 — 1.39 (m, 4H, Hyo), 1.25
(s, 32H, Ha.s), 0.88 (t, J = 6.3 Hz, 6H, Hy).

3C-NMR (63 MHz CDCl5) 8(ppm): 181.7 (C13), 179.0 (C1s), 162.0 (C14), 157.5 (Cp3), 146.2
(C1g), 141.8 (C21), 137.9 (C17), 134.1 (Cyo), 128.1 (Cys), 120.7 (Cyg), 114.3 (C12), 41.8 (Caa),
32.9 (C12), 31.9-30.3 (C11.3), 23.7 (Cy), 15.1 (Cy).

HRMS (MALDI+): calcd for CsoH75NgS, [M+H']: 823.5489, found: 823.5480.
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13.25 synthesis of N-(4-(bis(4-
(dimethylamino)phenyl)methyl)phenyl)-4,6-
bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,10-
heptadecafluorodecylthio)-1,3,5-triazin-2-amine chloride,
74b

| Lk cr

aeVen geVen
O 1) DDQ O

2) HCI, EtOH reflux

NH NH
NN NJQN
| |
C8F17H2CH2C\SJ\N/J\SICHZCHZC8F17 CBF17H20H20*SJ\N/J\S/CHZCHZC8F17
66b 74b

In a 10 mL round bottom flask, DDQ (24 mg, 0.11 mmol, 1.5 eq.) was added to a
solution of 66b (100 mg, 0.07 mmol, 1 eq.), in THF anh. (1 mL) under N, atm. forming a
deep blue solution. After it was stirred for 1 h at room temperature, the reaction
mixture was poured onto a short column containing aluminium oxide. Elution with
CH,Cl,/MeOH (90:10) gave a blue residue after the evaporation of volatiles (with
extreme caution). The crude was treated with 50 mL of EtOH containing 2 drops of HCI
conc. and refluxed for 1 h. Afterwards, it was added SiO, and the solvent evaporated
with caution under vacuum. The resulting crude was purified by column
chromatography (eluted with CH,Cl,/MeQOH) affording 74b as a deep blue solid (0.099
g, 97% yield).
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RFFRFFR FFF FFF FF FF F

7 5 1 _F
8 6 X 4 N 2
FFFFF FFF FFFFF FFF

F.

M, = 166-167 °C.

R¢ = 0.30 (CH,Cl,/MeOH 90:10). IR (ATR) (v, cm™): 3377, 2920, 1618, 1507, 1361, 1175,
1143,

UV/Vis (CHCl5) A (log €): 500 (4.04), 610 (4.93).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;/CD;0D 90:10) &(ppm): 7.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H14), 7.30 (d, J
= 7.4 Hz, 4H, Hy), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H, His), 6.81 (d, J = 7.4 Hz, 4H, Hys), 4.09 (s, 12H,
Ha2), 3.32-3.19 (m, 4H, Hyo), 2.58-2.40 (m, 4H, Ho).

13C_.NMR (91 MHz, CDCl;/CD;0D 90:10) &(ppm): 179.4 (Cy1), 177.9 (C17), 161.0 (Cpa),
156.5 (Cy1), 144.1 (C6), 140.5 (Cig), 136.5 (Cis), 133.6 (Cig), 126.8 (Ci3), 119.5 (Cia),
119.0 - 106.0 (Cy.g), 112.9 (Ca0), 40.2 (Ca3), 31.2 (t, J = 20.5 Hz, Cs), 20.7 (C1o).

>E_.NMR (235 MHz, CDCl;/CD;0D 90:10) §(ppm): -81.22 (t, J = 10.0 Hz, 6F, F;), -114.58
—-115.14 (m, 4F, Fg) -121.88 —-124.09 (m, 20F, F,.), -126.37 —-126.83 (m, 4F, F-).
HRMS (ESI+): calcd for CagH33CIF3aN6S; [M']: 1379.1660, found: 1379.1680.

References:

NO2 1a) Monatsh Chem, 2011, 142, 495. 2b) Synth. Commun., 1997, 27, 3823. c) Tet.
Lett., 2010, 51, 2370.

NH2 1a) Kim, Junwoo; Macromolecular Research 2008, 16, 81. 2b) Chemwasche

Berichte, 1990, 11, 2207
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13.26 Synthesis of N,N-didodecylaniline, 75

NH, C12H25~N/C12H25
K,CO4
, 21=CqzHas > ©
DMF anh.
120°C
73 42a 100 % 75

In a 50 mL Schlenk flask under N, atmosphere, K,CO3 (4.42 g, 47.5 mmol, 2 eq.), aniline
(73) (1.46 mL, 23.8 mmol, 1 eq.), 10 mL of DMF anh., and 1-iodododecane (42a) (15.11
mL, 89.1 mmol, 3.75 eq.) were added. The mixture was warmed up at 120°C and
stirred overnight. Extractions with CH,Cl, and water were done. A flash
chromatographic column was done eluted with hexane, affording 9.08 g of a yellow-

brown liquid (75), 100 % vyield.

'H NMR (250 MHz, CDCl;) & (ppm): 7.36 — 7.15 (m, Ha, s, 2H), 6.70 (m, Hy 5 3, 3H), 3.31
(t, J=7.5Hz, Hy 1o, 4H), 1.74 — 1.53 (M, Hg 20, 4H), 1.46 — 1.23 (m, Hg.17 21-29, 13H), 0.96
(t, J=6.4 HZ, ng, 30, 6H)

13C NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 149.18 (Cg), 130.16 (Cy, 3), 116.05 (Cy), 112.67 (Cs 5),
52.06 (C7, 19), 32.94 (Cg, 20), 30.90 - 30.08 (M, Cog.14, 2126), 28.26 (Cys, 27), 28.22 (Cys, 23),
23.71 (C17, 29), 15.11 (Cyg 30).

Zou, Q., Wang, C., Smith, J., Xue, D. and Xiao, J., Chem. Eur. J., 2015, 21, 9656—9661.
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13.27 Synthesis of 4,4'-((4-bromophenyl)methylene)bis(N,N-
didodecylaniline), 76

912H25 ?12H25
N N
H 0 C12H25~Nzc12H25 CqoH25” “Cy2Has
NbCl; 10 % mol
. o
120°C
69 % O
Br
74 75 Br
76

In a 50 mL Schlenk flask under Ar/N, atmosphere, 4-bromobenzaldehyde (74) (0.2 g,
1.1 mmol, 1 eq.), N,N-didodecylaniline (75) (2.83 g, 6.6 mmol, 6 eq.), and NbCls (10 %
mol) were added. The mixture was warmed up at 120°C and stirred for 6 h. Afterwards

a chromatographic column with a gradient of hexane (100) to Hex: Et,O (98:2) was

performed, affording 0.71 g of an brown oil (76), 69 % yield.

Re: 0.54 (hexane/AcOEt 98:2). IR ATR (U, cm™): 2924, 2853, 1593, 1516, 1467
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'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.39 (d, J = 8.4 Hz, H,, 3, 2H), 7.06 (d, J = 8.4 Hz, Ha,
5, 2H), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, Ho 10, 30 40, 4H), 6.57 (d, J = 8.8 Hz, Hi1 12, a1, a2, 4H), 5.29 (s, Hy,
1H), 3.24 (t, J = 7.6 Hz, Hia, 27, 44 56, 8H), 1.69 — 1.48 (m, Has 25 45, 57, 8H), 1.43 — 1.23 (m,
H16-24, 28-36, 46-54, 58-66, 72H), 0.92 (t, J = 6.8 Hz, Hys, 37, 55,67, 12H).

3C NMR (91 MHz, CDCl;) & (ppm): 147.56 (Ci3, 43), 145.97 (Cg), 132.15 (Cg, 35), 132.01
(Cy, 3), 131.59 (C4, 5), 130.93 (Cy, 10, 39, 40), 120.48 (C1), 112.35 (Cy4, 12, 41, 42), 55.36 (C7),
52.10 (Ci4, 26, 44, 56), 32.92 (Cys, 27, 45, 57), 30.88 — 30.23 (C16.21, 28-33, 46-51, 48-63), 28.30 (Cy2, 34,

52,64), 28.21 (Cy3, 35,53, 65), 23.69 (Cas, 36, 54, 66), 15.12 (Cys, 37, 55, 67)-

MS (ESI+): HRMS calcd for Cs7H11BrNg [M+H™]: 1025.8160, found: 1025.8097.

13.28 Synthesis of 4-((9-mercaptononyl)thio)benzaldehyde, 78

v o Pd(dba), o
DPPF
DIPEA H
. HSCgHgoSH -
toluene anh. TR Vg g T
reflux
Br 75 %
77
75 8

In a 10 mL two necked round bottom flask under Ar atmosphere, DPPF (0.0034 g,
0.026 mmol, 0.02 eq.), Pd(dba), (0.008 g, 0.013 mmol, 0.01 eq.), 1 mL of toluene anh.,
nonane-1,9-dithiol (77) (1.42 mL, 6.5 mmol, 5 eq.), and DIPEA (0.46 mL, 2.6 mmol, 2
eg.) were added. Then the mixture was vigorous stirred and warmed up to toluene
reflux temperature. Once the mixture was boiling, a solution of 4-bromobenzaldehyde
(75) (0.250 g, 1.3 mol, 1 eq.) in 2 mL of toluene anh. was added dropwise into it
through a pressure equalizing dropping funnel (1 drop every 3-4 seconds). When the

addition was finished, the mixture was let stirring under reflux for 90 minutes.

259



Experimental Part

Extractions with water were done. Organics were dried and evaporated. A
chromatographic column was carried out using as eluent a gradient from hexane to

Hex:Et,0 (1:1), affording 1.2 g of a yellow oil (78), 75 % vyield.

SH

Rs: 0.28 (hexane:Et,0, 80:20). IR ATR (U, cm™): 2920, 2850, 1696, 1590, 1461, 1215,
1089, 812.

'H NMR (360 MHz, CDCl;) & (ppm): 9.92 (s, Hy, 1H), 7.76 (d, J = 8.5 Hz, Hs 4, 2H), 7.35
(d, J = 8.5 Hz, Hs, ¢, 2H), 3.01 (t, J = 7.2 Hz, Hg, 2H), 2.68 (t, J = 7.2 Hz, SH, 1H), 2.52 (q, J
= 7.2 Hz, Hig, 2H), 1.77 — 1.52 (m, Hg, 15, 4H), 1.52 — 1.24 (m, Hig, 14, 12H).

3C NMR (91 MHz, CDCl3) & (ppm): 192.13 (Cy), 148.03 (C5), 134.02 (C,), 130.94 (Cs, 4),
127.20 (Cs ), 40.05 (Cs), 34.90 (Cys), 32.70 (Cya), 30.43 — 29.12 (Cs, 13), 25.55 (Cy).

MS (ESI+): HRMS calcd for C16H240S; [M+H']: 297.1341, found: 297.1333.
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13.29Synthesis of N-(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
tridecafluorooctyl)aniline and N,N-
bis(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctyl)aniline, 81

and 82
NH2 K2003 H\N/C2H4CGF13 CGF13CZH4~N/C2H4CGF13

I-C2H4C6F13 >
DMF anh. @ N @
120°C
73 42c
81 82

In a 25 mL Schlenk flask under N, atmosphere, K,CO3 (1.11 g, 8 mmol, 2 eq.), aniline
(73) (0.365 mL, 4 mmol, 1 eq.), 5 mL of DMF anh., and 1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-
tridecafluoro-8-iodooctane (42c) (3.83 mL, 14.7 mmol, 3.75 eq.) were added. The
mixture was warmed up at 120°C and stirred overnight. Then 1.2 eq. of
1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6-tridecafluoro-8-iodooctane (42c) were added and the mixture
was stirred for 9 h. Extractions with CH,Cl, and water were done. A flash
chromatographic column was done with a gradient of hexane (100) to Hex: Et,0 (9:1),

obtaining 0.583 g of a non-color oil, 81 (19% yield) and 1.229 g of a non-color oil, 82

(70 % vyield).
RFRFRF . s RFRFRF
Fua Xa12.440 8 16 K18 20 {22 F
E 1311 9 N 17192 F
F FFFF 6 FFFF F
4 5
2 3
1

not stable

Rs: 0.72 (Hex: Et,0 (9:1))

'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.36 — 7.30 (m, H, 3, 2H), 6.88 — 6.82 (m, H1, 1H),
6.76 —6.68 (m, H4, 5, 2H), 3.73-3.65 (m, H7' 15, 4H), 2.49-2.30 (m, Hg, 16, 4H)

3C NMR (91 MHz, CDCl3) & (ppm): 146.60 (Cs), 130.93 (Cy, 3), 119.19 (C1), 113.54 (Cy, 5),
44.20 (Cy 15), 29.61 (Cg 16).
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F NMR (235 MHz, CDCl3) & (ppm): -81.28 (t, J = 9.2 Hz, Fg 17), -111.43 — -117.67 (m,
F10,18), -122.34 (s, F11,19), -123.33 (s, F12,20), -123.86 (F13,21), -126.60 (F14,2,).

13.30Synthesis of N-methyl-N-(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
tridecafluorooctyl)aniline, 83

H\N’C2H4C6F13 \N’C2H4C6F13
Mel
+ NaH —_—
DMF anh
55 %
81 83

In a 10 mL Schlenk flask under Ar/N, atmosphere, 5 mL of DMF anh., N-
(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctyl)aniline (1.5 g, 3.4 mmol, 1 eq.), and NaH
(0.15 g, 5.1 mmol, 1.5 eq.) were added at 0°C. The mixture was stirred for 15 minutes
then NaH (0.25 mL, 6.1 mmol, 1.8 eq.) was added into the reaction. The mixture was
let stirring for 12 h while it warmed up to room temperature. The organics were
evaporated and dissolved in CH,Cl,. Extractions with water were done, the organics
were dried and evaporated and a chromatographic column was done (Hex:Et,0, 95:5),

obtaining 0.557 g of a non-color oil (83), 55% yield.

FRFF FF F

7 15
F FFFF Gf

4 5

2 3

1
Rs: 0.47 (Hex:Et,0, 95:5). IR ATR (U, ecm™): 2925, 1601, 1506, 1234, 1190, 1143.

'H NMR (250 MHz, CDCl5) & (ppm): 7.42 — 7.20 (m, H,, 3, 2H), 6.86 — 6.68 (m, Hy 4 s,
3H), 3.93 — 3.59 (m, H, 2H), 2.57 — 2.21 (m, Hg, 2H).
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3C NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 148.96 (Cs), 130.50 (Cy, 3), 118.20 (C1), 113.31 (Cy, 5),
49.26 — 42.72 (C;), 39.17 (Cys), 30.27 — 24.76 (Cs).

F NMR (235 MHz, €DCl;) & (ppm): -81.31 (t, J = 8.6 Hz), -113.76 — -116.38 (m), -
122.37 (s), -123.36 (s), -123.87 (s), -126.63 (s).

MS (ESI+): HRMS calcd for C1sH12F13N [M+H']: 454.0835, found: 454.0849.

13.31Synthesis of 4,4'-((4-((9-((4-
methoxybenzyl)thio)nonyl)thio)phenyl)methylene)bis
(N,N-dimethylaniline), 86

| |
/N N\
e L

\N/
. NbCl5 10 % mol O
e
SCgH18S, o 120°C SCgyH45S
\
o_
85 19 86

In a 10 mL Schlenk flask under Ar/N, atmosphere, 4-((9-((4-
methoxybenzyl)thio)nonyl)thio) benzaldehyde (85) (0.073 g, 0.2 mmol, 1 eq.), N,N-
dimethylaniline (19) (0.07 mL, 0.6 mmol, 3 eq.), and NbCls (5 mg, 0.02 mmol, 0.1 eq.)

were added. The mixture was warmed up at 120°C and stirred for 15 h. Then, a
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chromatographic column (Hex:Et,0, 6:3) was performed, affording 0.034 g of yellow-

green oil (86), 68% of yield.

N24

Rs: 0.27 (hexane/AcOEt 70:30). IR ATR (U, cm™): 2926, 2852, 2360, 1611, 1595, 1512,
1202.

'H NMR (360 MHz, CDCl;) & (ppm): 7.26 — 7.20 (m, His.2, 4H), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, Hs, 6,
2H), 7.00 (d, J = 8.7 Hz, Hag, 27, 34 35, 4H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, Hs, 4, 2H), 6.69 (d, J = 8.7 Hz,
Has, 29, 36, 37, 4H), 5.35 (s, H1, 1H), 3.82 (s, Has, 3H), 3.68 (s, Ha7, 2H), 2.94 (s, Ha1, 32, 39, 40,
12H), 2.92 — 2.84 (m, Hg, 2H), 2.45 —2.39 (m, Hig, 2H), 1.72 — 1.22 (m, He.1s, 14H).

3C NMR (91 MHz, CDCl5) & (ppm): 159.49 (Cp3), 149.96 (Csg, 35), 144.26 (C,), 134.83
(C25, 33), 133.58 (C7), 131.36 — 130.39 (m), 129.89 (S), 114.81 (C21, 22), 113.48 (ng, 29, 36,
37), 56.24 (s), 55.49 (s), 41.69 (s), 36.61 (s), 34.86 (s), 32.25 (s), 30.35 — 29.63 (m).
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MS (ESI+): HRMS calcd for CaoHs2N,0S; [M+H']: 641.3594, found: 641.3580.

13.32Synthesis of 4-vinylbenzaldehyde, 92

H_O K2COq H__O
6mol% PPh;
2mol % PdCl,
+ AN >
~ BFK THF/H,0 (9:1)
Br 85°C, 22h _
93
75 92

In a 5 mL Schlenk flask under Ar atm., 4-bromobenzaldehyde (75) (1 g, 5.4 mmol, 1
eq.), potassium vinyltrifluoroborate (93) (0.75g, 5.4 mmol, 1 eq.), PdCl, (0.02 g, 0.1
mmol, 2%), PPh3 (0.084 g, 0.3 mmol, 6%), K,CO3 (2.24 g, 16.2 mmol, 3 eq.) and 2 mL of
THF/H,0 (9:1) were added. The mixture was warmed up to 85 °C and let stirring for 12
h. Afterwards, CH,Cl, was added to the crude and extractions with water were carried
out, the organics were dried and evaporated and a flash chromatographic column was

done (Hex:Et,0, 8:1), obtaining 0.685 g of a yellowish solid (92), 97 % yield
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'H NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 10.00 (s, Hi, 1H), 7.85 (d, J = 10 Hz, Hs, 2H), 7.55 (d,
J=10Hz, Hy, 2H), 6.78 (dd, J = 17.6, 10.9 Hz, He, 1H), 5.92 (dd, J = 17.6, 0.6 Hz, Hy,, 1H),
5.45 (dd, J = 10.9, 0.6 Hz, Hyp, 1H).

3C NMR (63 MHz, €DCls) & (ppm): 192.1 (C1), 143.86 (Cs), 136.29 (C,), 136.18 (Cq),
130.49 (C3), 127.14 (C4), 117.85 (C5).

Molander et. al. I. Org. Chem, 2006, 71, 9681-9686

13.33 Synthesis of 4,4'-((4-vinylphenyl)methylene)bis(N,N-
dimethylaniline), 91

Os_H ~ | I
N /N N\
@ NbCls 10 mol %
+ '
120°C
- 57 % O
92 19

NS

91

In a 10 mL Schlenk flask under Ar atm, 4-vinylbenzaldehyde (92) (0.5 g, 3.8 mmol, 1
eq.), N,N-dimethylaniline (19) (1.4 mL, 11.4 mmol, 3 eq.) and NbCls (0.1 g, 0.4 mmol,
0.1 eq.) were added. The mixture was warmed up to 120 °C and let stirring for 4 h. A
chromatographic column (Hex:Et,0, 8:1) was performed, affording 0.77 g of a yellow

oil (91), 57% vyield.
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'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.35 (d, J = 8.1 Hz, He, 2H), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, Hs,
2H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, Hy, 4H), 6.73 (dd, J = 17.6, 10.9 Hz, Hyy, 1H), 6.71 (d, J = 8.8 Hz,
Hs, 4H), 5.73 (d, J = 17.6 Hz, Hy2a, 1H), 5.40 (s, Hg, 1H), 5.22 (d, J = 10.9 Hz, Hiz, 1H),
2.95 (s, Hy, 12H).

13C NMR (91 MHz, CDCl;) & (ppm): 149.95 (C,), 146.26 (C5), 137.70 (C11), 136.14 (Cyo),
133.65 (Cs), 130.89 (C4), 130.47 (Cs), 126.95 (Cs), 113.98 (C12), 113.50 (Cs), 55.70 (Ce),
41.70 (Cy).

13.34 Synthesis of 9-((4-(bis(4-(dimethylamino)phenyl)methyl)
phenethyl)thio)nonane-1-thiol, 90

aelen Rl

HSCoH;gSH —

+
glycerol O
77 60°C
22%

X SCyH.5SH

91 90

In a 25 mL round bottom flask, 4,4'-((4-vinylphenyl)methylene)bis(N, N-dimethylaniline)
(91) (0.63 g, 0.2 mmol, 1 eq.), 6 mL of glicerol and nonane-1,9-dithiol (77) (1.13 mL, 0.5
mmol, 3 eq.) were added. The mixture was warm up to 60 °C and let stirring overnight.

Extractions with H,0 and CH,Cl, were done. The organics were dried and evaporated.
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A chromatographic column with a gradient of Hex:Et,O (8:1) to Et,0 was performed,

affording 0.21 g of an non-color oil (90), 22% vyield.

Rs: 0.54 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (U, cm™): 2922, 2851, 2370, 2324, 1594, 1515,
1358.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.16 — 7.06 (m, Hg o, 4H), 7.01 (d, J = 8.7 Hz, Ha,
4H), 6.69 (d, J = 8.7 Hz, Hs, 4H), 5.38 (s, He, 1H), 2.94 (s, Hy, 12H), 2.89 — 2.72 (M, H1y 12,
4H), 2.55 (m, H13,21, 4H), 1.61 (m, H14, 20, 4H), 1.38 (m, H15, 19, SH, 11H)

3C NMR (63 MHz, CDCls) & (ppm): 148.90 (C,), 143.43 (C;), 138.06 (Cyo), 132.89 (Cs),
129.86 (C4), 129.35 (Cs), 128.10 (Cs), 112.49 (Cs), 54.62 (Cg), 40.70 (Cy), 36.07 (Cu1),
33.98 (Cy0), 33.62 C12), 32.26 (Cy3), 29.61 (Cis), 29.34 (Cis), 29.13 (Cye), 28.96 (Cyg),
28.83 (C15), 28.30 (C17), 24.59 (Ca1).

MS (ESI+): HRMS calcd for CazHagN,S, [M+H]: 549.3332, found: 549.3326.
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13.354-(bis(4-(dimethylamino)phenyl)methyl)benzaldehyde,
94

Re: 0.45 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (U, ecm™): 2920, 2851, 1696, 1604, 1516, 1347,
1202.

'H NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 9.99 (s, Hyy, 1H), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, Ho, 4H), 7.33 (d,
J = 8.2 Hz, Hg, 4H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, Ha 4H), 6.68 (d, J = 8.7 Hz, Hs, 4H), 5.46 (s, He,
1H), 2.94 (s, Hy, 12H).

3¢ NMR (91 MHz, €DCl5) & (ppm): 193.12 (Cy1), 153.94 (C5), 150.06 (C,), 135.34 (Cyo),
132.54 (Cs), 130.96 (Cg), 130.87 (C4), 130.68 (Cs), 113.56 (C13), 56.16 (Cg), 41.65 (C4).

MS (ESI+): HRMS calcd for C4H26N,0 [M+H"]: 359. 2045, found: 359. 2106.

13.36 1-(4-(bis(4-(dimethylamino)phenyl)methyl)phenyl)-2-((9-
mercaptononyl)thio) ethanol, 95
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Re: 0.33 (hexane/AcOEt 80:20). IR ATR (U, ecm™): 3489, 2922, 2851, 1611, 1516, 1345,
1201.

'H NMR (360 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.28 (d, J = 8.1 Hz, He, 2H), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, Hs,
1H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, Ha, 4H), 6.68 (d, J = 8.6 Hz, Hs, 4H), 5.38 (s, He, 1H), 4.73-4.70
(M, Hiz, 1H), 2.93 (s, H 15, 12H), 2.75-2.70 (m, Hyy, 2H), 2.57-2.51 (m, Hys, 1. 4H), 1.62-
1.58 (M, Hus 20, SH, 5H), 1.38-1.30 (M, Hys.16, 10H),

3¢ NMR (91 MHz, CDCl5) & (ppm): 148.85 (Cy,), 145.08 (C5), 139.90 (Cy), 132.65 (Cs),
129.82 (C4), 129.34 (Cg), 125.53 (Cs), 112.46 (C3), 71.54 (Cy1), 54.63 (Cs), 41.88 (Cyy),
40.66 (Cy), 33.92 (Cy0), 32.05 (Cy3), 29.55 (C14), 29.27 Cys), 29.04 (Cys), 28.91 (Cy6), 28.69
(C15) 28.24 (Cy7), 24.54 (Ca1).

MS (ESH’) HRMS calcd for C34H4sN,0S; [M+H+]Z 565. 3208, found: 565. 3255.

13.37Synthesis of 4-(3-((9-mercaptononyl)thio)propyl)-2-
methoxyphenol, 96

o = o
- + HSCiHysSH @ —0 3 7 SCy2H25SH
glycerol
HO HO

80°C

Eugenol 77 96
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In a 25 mL round bottom flask, eugenol (0.5 g, 3.0 mmol, 1 eq.), 77 (1.3 mL, 9.0 mmol,
3 eq.) and 6 mL of glycerol were added. The mixture was warmed up to 80 °C and let

stirring for 3h.

Extractions were done with Et,O and water. Then, the organics were dried and

evaporated.

The resulting crude was putified by a chromatographic column using as eluent a
mixture of 2:1 (Hex:Et,0), affording 0.76 g of a white solid (96), 85 % yield, and 10 % of

a white solid 97.

m. p.: 78.5-79.2°C

Rs: 0.43 (hexane/Et,0 2:1). IR ATR (u, cm™): 3429, 2919, 2850, 2571, 1602, 1524, 1466,
1426, 1352, 1240, 1201, 1123, 1032, 796.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.84 (d, J = 8.2 Hz, Hy, 1H), 6.71 — 6.66 (d+s, Ha s,
2H), 5.57 (s, OH, 1H), 3.88 (s, Hy, 3H), 2.66 (t, J = 7.5 Hz, Hg, 2H), 2.58 — 2.46 (m, Hio 11,
16, 6H), 1.88 (quint, J = 7.5 Hz, He, 2H), 1.60 (m, His, 15, 4H), 1.44 — 1.25 (m, He.13, SH,
11H).

13C_NMR (63 MHz, CDCls) & (ppm): 147.3 (C,), 144.6 (Cs), 134.4 (Ce), 121.9 (Cs), 115.1
(Ca), 111.9 (C1), 56.8 (C5), 35.4 (Ca), 34.9 (C1z), 33.0 (Cy), 32.3 (C1o), 32.3 (Co), 30.6 (Caa),
32.3 (Caa), 30 (Cy6), 29.9 (C15), 29.8 (C13), 29.2 (Cy7), 25.5 (Cyo).

HRMS (ESI+): calcd for Ci9H3,0,S, [M+H']: 379.1736, found: 379.1733.
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13.384,4'-((nonane-1,9-diylbis(sulfanediyl))bis(propane-3,1-
diyl))bis(2-methoxyphenol), 97

m. p.: 92.2-94°C

Rs: 0.32 (hexane/Et,0 2:1). IR ATR (u, cm™): 3516, 2921, 2851, 1609, 1518, 1456, 1435,
1272,1217, 150, 1029 857.

'H-NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 6.85 (d, J = 7.8 Hz, H; 1H), 6.70 (d, J = 7.8 Hz, Ha s,
2H), 5.57 (s, OH, 1H), 3.89 (s, Hy, 3H), 2.67 (t, J = 7.5 Hz, Hg, 4H), 2.52 (m, Hio, 11, 8H),
1.98 — 1.83 (quint, J = 7.5 Hz, Ho, 4H), 1.65 — 1.48 (m, H1,,4H), 1.38-1.30 (m, Ho.11, 10H).

13C_NMR (101 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 147.3 (C,), 144.6 (C3), 134.4 (Cg), 121.9 (Cs), 115.1
(C4), 111.9 (Cy), 56.8 (C), 35.42 (Cs), 33.07 (C11), 32.37 (Ci0), 30.60 (Cys), 30.32 (Cia),
30.10 (Ci3), 29.82 (C1a).

HRMS (ESI+): calcd for CooH4404S, [Na®]: 543.2575, found: 543.2573.
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13.39Synthesis of diethyl 2-(((3-chloro-4-
fluorophenyl)amino)methylene)malonate, 102

0O O
L L o o\
F. o JN0) |
j@\ * o o "
cl NH, | 120°C
(o) 2h
k 100% cl
F
104 103 102

In a 25 mL round bottom flask, 104 (1.46 g, 10 mmol, 1 eq.) and 103 (2.16 g, 10 mmol,
1 eq.) were added. The mixture was warmed up to 120 °C and let stirring for 2h. Then
the mixture was cooled down to r.t. and the EtOH formed was evaporated. A brown

liquid corresponding to 102 was obtained, 3.16 g, 100%.

O O

13
8
1 /10\0%50/\14
7

NH

4
3 5

c1, Y7 ®
F

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 10.96 (d, J = 13.4 Hz, NH, 1H), 8.36 (d, J = 13.4 Hz,
H,, 1H), 7.18 (s, Hs3, 1H), 7.14 (d, J = 8.8 Hz, Hg, 1H), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, Hs, 1H), 4.33 -
4.14 (m, HlO, 13, 4H), 1.36-1.29 (m, H11, 14, 6H)

13C-NMR (91 MHz, CDCl5) & (ppm): 168.8 (Co), 165.3 (C1), 155.2 (d, Jcr = 248.4 Hz, Cy),
151.55 (Cy), 136.10 (d, Jc.r = 3.2 Hz, Cy), 122.18 (d, Jc.r = 19.2 Hz, C;), 119.07 (C3), 117.5
(d, Jer=22.8 Hz, Cg), 116.7 (d, J = 7.0 Hz, Cs), 94.5 (Cg), 60.44 (Cyp), 60.2 (Cy3), 14.3 (Cy1),
14.10 (C1a).

Koga, H., Itoh, A., Murayama, S., Suzue, S., Irikura, T., J. Med. Chem., 1980, 23, 1358-

1363
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13.40Synthesis of ethyl 7-chloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate, 101

J. Med. Chem, 1980, 23, 1358-1363

/\OJ\ElLO/\ (o) (o)

NH & ————— |

diphenylether Cl N
reflux H
cl 83%
F
102 101

In a 25 mL round bottom flask, 102 (3.16 g, 10 mmol, 1 eq.) and 50 mL of diphenyl
ether were added. the mixture was warmed up to reflux. After 3 h, the mixture was
cooled down to r.t. and the white solid was filtered and washed with benzene. A

colorless solid (101) was obtained, 2.1 g, 83 % yield.

(o) (o)
Fo1 6 & . 11
9 100/\
2 | 12
Cl N® 7
34H

'H-NMR (360 MHz, CDCl3/TFA) & (ppm): 9.35 (s, Hy, 1H), 8.35 (d, Jur = 5.9 Hz, Hs, 1H),
8.30 (d, Jy.r = 7.8 Hz, He, 1H), 4.66 (g, J = 7.2 Hz, Hyq, 2H), 1.52 (t, J = 7.2 Hz, H1,, 3H).

Koga, H., Itoh, A., Murayama, S., Suzue, S., Irikura, T., J. Med. Chem., 1980, 23, 1358-

1363
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13.41Synthesis of ethyl 1-allyl-7-chloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate, 100

(o] (o) E
F K,CO o
| o\ . ¢\/Br 2CO; :@\)‘])(
N B Cl N
H

Cl DMF
90°C
90% l

101
100

In @ 10 mL Schlenk flask under Ar atmosphere, ethyl 7-chloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate (101) (0.5 g, 1.9 mmol, 1 eq.), allyl bromide (0.81 mL,
3.5 mmol, 5 eq.), K,CO3 (0.65 g, 1.7 mmol, 2.5 eq.) and 5 mL of DMF anh. were added.
The mixture was warmed up to 90 °C and let stirring over night. After 12h, the mixture
was cooled down and extractions with CH,Cl, were done. The organics were dried and

evaporated affording 0.51 g of 100 as a brown solid, 90 % vyield.

*H-NMR (360 MHz, CDCls) & (ppm): 8.44 (s, Hy, 1H), 8.20 (d, Jur = 9.0 Hz, He, 1H), 7.48
(d, Jur = 5.6 Hz, Hs, 1H), 6.08 — 5.89 (m, H4, 1H), 5.42 (d, J = 10.5 Hz, Hisp, 1H), 5.21 (d,
J=17.2 Hz, Hisa, 1H), 4.79 (d, J = 4.5 Hz, His, 2H), 4.38 (g, J = 7.1 Hz, Hyy, 2H), 1.40 (t, J =
7.1 Hz, Hy,, 3H).

13C-NMR (91 MHz, €DCl5) & (ppm): 172.71 (Cs), 165.09 (Cyo), 155.41 (d, J.r = 250.8 Hz,
C1), 149.28 (C5), 135.66 (C4), 129.94 (C14), 129.12 (d, Jer = 5.9 Hz, Cs), 127.08 (d, Jer =
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20.7 Hz, C,), 119.89 (C3), 118.76 (Cys), 113.98 (d, Jer = 22.9 Hz, Cg), 110.95 (Cg), 61.05
(C11), 56.04 (C13), 14.33 (C12).

Koga, H., Itoh, A., Murayama, S., Suzue, S., Irikura, T., J. Med. Chem., 1980, 23, 1358-

1363

13.42 Synthesis of ethyl 7-chloro-6-fluoro-1-(3-((9-
mercaptononyl)thio)propyl)-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-
3-carboxylate, 105

F
HSCoHig8H —— 3
CI NH ' 110°C ci T\L

SCgH,gSH

100 77 105
In a 10 mL round bottom flask, ethyl 1-allyl-7-chloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate (100) (650 mg, 2.1 mmol, 1 eq.), 77 (0.91 mL, 4.2 mol,
2 eq.) and 40 mL of glycerol were added. The mixture was warmed up to 110 °C and let
stirring overnight. Then, extractions with CH,Cl, and H,O were done, the organics were
dried and evaporated. The crude icture was purified by a chromatographic column (9:1

Et,0:CH,Cl,), obtaining 200 mg of a yellow solid (105), 35 % yield.

Cl 4 N 7
3
13 14
17 19 21 23
18 SANAANSH
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m. p.: 152-154 °C

Rs: 0.47 (hexane/Et,0 9:1). IR ATR (u, cm™): 3095, 2987, 1693, 1607, 1527, 1469, 1379,
1290, 1170, 1032, 899, 800.

'H-NMR (360 MHz, CDCl;) & (ppm): 8.50 (s, H7,1H), 8.19 (d, Ju.e = 9.0 Hz, He, 1H), 7.67
(d, Jur = 5.7 Hz, H3, 1H), 4.42 — 4.27 (m, Hay, 13, 4H), 2.60 - 2.48 (M, Hys 16, 24, 6H), 2.15
(quin, J = 7.2 Hz, H14, 2H), 1.64 — 1.53 (M, H17 23, 4H), 1.39 = 1.22 (M, H1s.22 12, SH, 14H).
13C-NMR (91 MHz, CDCl3) & (ppm): 172.6 (Cs), 164.9 (C1o), 155.3 (d, Jer = 252,1 Hz, Cy),
149.3 (C7), 135.3 (C4), 129.3 (d, Jer = 6.4 Hz, Cs), 127.1 (Jer = 20.0 Hz, C;), 118.2 (C3),
114.1 (d, Jer = 22.8 Hz, Cg), 110.7 (Cg), 60.9 (Cy11), 52.2 (Cy3), 33.9 (Cy3), 32.3 (Cye), 29.4
(C14), 29.2 (C17), 29.0 (Cys), 28.9 (Caa), 28.7 (Ca0), 28.5 (Ca1), 28.2 (Cyg), 27.7 (Cys), 24.5
(C22), 14.3 (Cpa).

HRMS (ESI+): calcd for Cy4H33CIFNOsS, [Na']: 524.1467, found: 524.1459

13.43 Synthesis of 7-chloro-6-fluoro-1-(3-((9-
mercaptononyl)thio) propyl)-4-oxo-1,4-dihydro quinoline-
3-carboxylic acid, 98

- O O O O
SRR s o'
—_—
cl N reflux Cl N
KL 100% KL
105 98
In a 100 mL round bottom flask, 25 mL of a 2M HCI solution is added over 200 mg (0.4

mmol)of 105. The mixture was warmed up to reflux and let stirring overnight. Then,

the mixture was cooled down to r.t. and extractions with chloroform were done. The
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organic phases were dried and evaporated affording 0.178 g of a yellowish solid (98),

100% yield.
(o] (o)
Fu s s
9 10 OH
2 I
(o] N7 7

3
11 12
15 17 19 21

NN
14 16 18 20 22

m. p.: 183-184 °C
IR ATR (u, cm™): 3437, 2923, 2851, 1613, 1518, 1348.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.88 (s, H,, 1H), 8.21 (d, Ju.r = 8.5 Hz, He, 1H), 7.93
(d, -IH—F =5.6 HZ, H3, 1H), 4.52 (bS, H11, 2H), 2.66 - 2.46 (m, H13, 14, 22, 6H), 2.21 (bS, H12,
2H), 1.72 = 1.49 (m, His, 21, 4H), 1.44 — 1.20 (m, Hig.20, SH, 11H).

3C-NMR (91 MHz, CDCls) & (ppm): 177.1 (Cs), 166.3 (C10), 155.78 (d, Jc. ¢ = 253.7 Hz,
Cy1), 149.09 (C;), 135.95 (C4), 129.17 (d, Je. ¢ = 20.5 Hz, C,), 126.53 (d, Jc.f = 6.6 Hz, Cs),
119.22 (Cs), 113.21 (d, Jc - r = 23.0 Hz, Cg), 108.63 (Cg), 53.24 (Cy1), 33.9 (Ca1), 32.36
(C1a), 29.38 (C12), 29.23 (Cys), 29.00 (Cy3), 28.85 (Cy1), 28.72 (Cis), 28.50 (Cyo), 28.32
(C17), 28.18 (Cyg), 28.12 (Cy0), 24.53 (C20).

HRMS (ESI+): calcd for C2,H,9CIFNOsS, [Na']: 496.1157, found: 496.1154.
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13.44 Synthesis of  4-(3-((9-((4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-
yl)thio)nonyl) thio)propyl)-2-methoxyphenol, 106

cl
o CI _N._Cl _0O SCAHAS }“‘\<
- SCqHysSH R DIPEA sHigS— N
NN — Ho N=(
HO THF 106 o
96 cl -20C
47 36%

In @ 100 mL Schlenk flask under Ar atmosphere, cyanuril chloride (0.28 g, 1.4 mmol,
1.26 eq.), DIPEA (0.3 mL, 1.8 mmol, 1.67 eq.) and 30 mL of THF anh. were added. The
mixture was cooled down at -20°C. Over this mixture a solution of 4-(3-((9-
mercaptononyl)thio)propyl)-2-methoxyphenol (0.38 g, 1.1 mmol, 1 eqg.) and 60 mL of
THF anh. were added dropwise. The addition time was 5 hours and the reaction was
stirred for 1h. Afterwards, the THF was dried and evaporated. The residue was purified
by a chromatographic column using as an eluent a gradient of a mixture of Hex:Et,0
(3:1 to 1:1). The chromatographic column made long tails of the final product, so it was
a tedious purification. A white solid was obtained corresponding to 106, 143 mg, 36 %

yield.

1 8 11 17 1 N N
10 13 15 9 )\\ Il 21

2 6

7.0 SN NS SN Nl
3 9 12 14 16 18 20

HO 5

m. p.: 62-63.5°C
Re: 0.45 (hexane/Et,0 3:1). IR ATR (u, cm): 2928, 2854, 1517, 1469, 1268, 1243, 844.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 6.84 (dd, J = 7.1, 1.3 Hz, Hy, 1H), 6.71 — 6.66 (d+s,
Ha, s, 2H), 5.51 (s, OH, 1H), 3.89 (s, Hy, 3H), 3.18 (t, J = 7.2 Hz, Hys, 2H), 2.66 (t, Hg, J =
7.2 Hz, 2H), 2.55 - 2.48 (m, Hig 11, 4H), 1.88 (quin, J = 7.2 Hz, He, 2H), 1.74 (quin, J = 7.2
Hz, Hig, 2H), 1.57 (quin, J = 7.2 Hz, H1y, 2H), 1.48 — 1.19 (m, Hy3.17, 10H).

3C-NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 186.6 (Cao), 170.0 (C21), 146.3 (C,), 143.7 (C3), 133.5
(Ce), 121.0 (Cs), 114.1 (C4), 111.0 (Cy), 55.8 (C7), 34.4 (Cs), 32.1 (C1s), 31.4 (Cyo), 31.4
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(C11), 31.12 (Gy), 29.6 (C12), 29.2 (Cug), 29.1(Cy3), 28.8 (Cy7), 28.8 (Cia), 28.5(Cis),
28.3(Cys).

HRMS (ESI+): calcd for C3,H31CI,N30,S; [Na']: 526.1127, found: 526.1112.

13.45Synthesis of ethyl 7-chloro-1-(3-((9-((4,6-dichloro-1,3,5-
triazin-2-yl)thio)nonyl)thio)  propyl)-6-fluoro-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline-3-carboxylate, 107

o o 0O o
F
[ [
cl N + \ﬁ N DIPEA cl N
NN ——— >
Y THF
(o] 0°C
NZ IN
105 47 107 Cl)\\NJ\CI

In @ 100 mL Schlenk flask under Ar atmosphere, cyanuril chloride (0.046 g, 12 eq.),
DIPEA (0.06 mL, 0.3 mmol, 1.5 eq.) and 10 mL of THF anh. were added. The mixture
was cooled down to -0°C. Over this mixture a solution of ethyl 7-chloro-6-fluoro-1-(3-
((9-mercaptononyl)thio)propyl)-4-oxo-1,4-dihydroquinoline-3-carboxylate (0.1 g, 0.15
mmol, 1 eq.) and 50 mL of THF anh. was added dropwise. The addition time was 5
hours and the reaction was stirred for 1h. Afterwards, the organics were evaporated,
extractions with CH,Cl, were done. The organics were dried and evaporated. Then,
acidic extractions were done, affording without further purifications a pure non-color

liquid characterized as 107, 0.197 g, 100 % vyield.
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IR ATR (v, cm™): 2927, 2854, 1722, 1612, 1516, 1467, 1265, 1241.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.46 (s, Hs, 1H), 8.12 (d, Jur = 9.1 Hz, Hg, 1H), 7.65
(d, Ju.r = 5.7 Hz, Hs, 1H), 4.35 - 4.27 (m, Hy 13, 4H), 3.13 (t, J = 7.5 Hz, Hy4, 2H), 2.62 —
2.58 - 2.47 (M, His 16, 4H), 2.15 - 2.09 (M, Hya, 2H), 1.74 — 1.44 (M, Hiy 17 23, 7H), 1.44 —
1.13 (M, Hig.22, 10H).

3C-NMR (63 MHz, CDCl3) & (ppm): 186.4 (Czs), 172.4(Cio), 169.7 (Cze), 164.6 (Cs), 155.2
(d, Jer = 250,7 Hz, C3), 149.2 (C;), 135.2 (C4), 129.1 (d, Jer = 5.7 Hz, Cs), 126.9 (d, Jer =
20.1 Hz, C,), 118.2 (C3), 114.0 (d, Je.r= 22.7 Hz, C¢), 110.4 (Cg), 60.7 (C11), 52.2 (Cy3), 32.2
(C24), 30.9 (Cys), 29.3 (Cs6), 29.0 (C1a), 28.9 (C17), 28.7 (Ca3), 28.6 (Cis), 28.4 (Cp2), 28.3
(C10), 28.1 (Cz1), 27.7 (Ca0), 14.2 (C1a).

HRMS (ESI+): calcd for Cy7H3,CI3FN4O5S; [Na®]: 671.0858, found: 671.0846.

13.46Cotton fabric modification with an antibacterial
derivative

For each antibiotic derivative we carried out the next protocol:

A cotton fabric piece (3x3 cm) was washed under reflux in a water solution of soap and
K,CO; for 3h. Then the cotton fabric was dried and sunken in a 1M NaOH solution for
1h. The piece of cotton fabric was then washed with anhydrous acetone and dried.

Finally the fabric was added in a multireactor tube with a 0.23%W/M solution of the
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molecule to be anchored (the antibiotic derivative) in 10 mL of anhydrous THF. The set

up was let under reflux for 3 days.

13.47 Nanoparticles preparation

All the nanoparticles were prepared following the methodology explained below

(example for the preparation of TAM@NPs)

TAM
TAM
| | TAM
g O @ ™ F/J_/J—/-
S.38
AgNO; + NaBH, + »  TAMNAAA~A~A~S-BR-S TAM
S 1S
THF S
TAM
SCgH,gSH
oThe TAM
90
TAM
TAM@AgNPs

In a 250 mL erlenmeyer, 90 (0.155 g, 0.3 mmol, 1 eq.) and 50 mL of THF were added.
Then a solution of AgNOs (49 mg, 0.3 mmol, 1 eq.) in 6 mL of water was added. Over
this mixture a solution of NaBH, (36 mg, 0.9 mmol, 3.2 eq.) was added dropwise (1
drop every 10 seconds). The mixture was let stirring. After 3h, the solution was dried
(evaporating part of THF, but not all, in order to avoid the agglomeration of
nanoparticles in water). Then chloroform was added. Afterwards, a extraction with
water was done and the organic phase was dried with Na,SO4 anh. and evaporated.
The red wine solid afforded was washed with diethyl ether obtaining 0.154 g of
TAM@AgGNPs.
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13.48 Permanent dyeing of a cotton fabric with the reactive
dyes 65a and 65b. Preparation of an hydrophobic-
coloured cotton fabric

We took six pieces of commercial cotton fabric from a 100% cotton T-shirt which were
first washed with liquid soap, rinsed with distilled water and then dried at 105° for
three days. The activation of the cotton pieces was carried out by sinking them in a 0.1
M of NaOH aqueous solution for 30 minutes and then rinsed with acetone (4x5mL).
The staining process was carried out in a multireactor tube of 40 mL, by immersion of

activated cotton fabrics in two different conditions:

e Stained cotton fabric A (3x3 cm): A piece of cotton fabric was immersed in a
solution of 0.02 g of compound 13a (0.23% weight) in 9 mL of THF anhydrous
and refluxed during 3 days. Afterwards DDQ (6 mg, 2.38-:10 mol) and 3 drops
of HCl cc. were added into the reactor. All the mixture was refluxed again for
1h.

e Stained cotton fabric B (3x3 cm): A piece of cotton fabric was immersed in a
solution of 0.02 g of compound 13b (0.23% weight) in 9 mL of THF anhydrous
and refluxed during 3 days. Afterwards DDQ (6 mg, 2.38-10” mol) and 3 drops
of HCl cc. were added into the reactor. All the mixture was refluxed again for

1h.

e Blank experiment: A piece of cotton fabric was inmersed in a solution of 9 mL

of THF anh. at reflux durin 3 days.
After the whole staining process, the pieces of cotton fabric were washed with THF

(2x2 mL) and stored in an oven (105°C) for further hydrophobic and oleophobic

measurements.
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13.49LB Broth with agar (Lennox) for agar plates preparation

Components
15g/L Agar

10g/L Tryptone

5 g/L Yeast Extract
5 g/L NaCl

General description

Lennox LB was one of the most common microbial growth medium used for the
cultivation of E. coli and other bacteria strains. The addition of agar provides a solid
medium for microbial growth in the form of colonies.

Reconstitution

Add 35 g powder in 1 L of ultrapure WFI or milli Q water, then add a stirrer bar to the
bottle. Heat to boiling while stirring to dissolve powder. Once dissolved, transfer the
half of the content into other autoclaved 1 L bottle. Close both bottles and send them

to autoclave, use wet cycle for this. Note that once the LB agar solution has solidified

this cannot be used anymore. Prior pouring the LB agar, allow it to cool to = 40 °C

while stirring and pour into petri dishes and allow to solidify at room temperature. If
desired, antibiotics can be added just before start the pouring of the plates when

antibiotic resistant strains were being used.

13.50LB Broth (Lennox) cell culture medium

Components
10g/L Tryptone

5 g/L Yeast Extract
5 g/L NaCl

General description
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Lennox LB was one of the most common microbial growth medium used for the

cultivation of E. coli and other bacteria strains.

Reconstitution

Resuspend 20g powder in 1L of milli Q water add a stirrer bar to the bottle. Once
dissolved, transfer the half of the content into other autoclaved 1 L bottle. Close both
bottles and put autoclave tape on the cap and send them to autoclave, use wet cycle
for this. It was recommended to split the LB medium into 50 mL falcon tubes to avoid
contamination of the medium. Always when working with LB keep clean your
workstation and wear personal protection. The use of flame was recommended if large
volume of experiments and different bacteria strains will be carried out. If desired,

antibiotics can be added after LB has been autoclaved.

13.51Protocol for streaking bacteria and overnight cultures

Materials

Streaking bacteria

PCR tubes containing the bacteria strain
Sterile 10 uL micropipet tips
LB agar plates, it could content antibiotics depending of the chosen bacteria (see

Micro-01)

Overnight cultures

Sterile disposable 15 mL falcon tubes or sterile glass tubes
100 % LB medium (see Micro-02)

1.0 mL sterile tips

Procedure

Streaking bacteria

Take 10 pL of the bacteria suspension, prior vigorous mixing with a vortex, and streak

that on the agar plate, using a zigzag movement. Put the agar plate in the 37°C
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incubator upside down and incubate for 18h. Note that some strains need longer

incubation times or different temperatures.

Overnight cultures

After single colonies have grown on the agar plate, a single colony must be taken with
either a loop or a 10 pL tip and resuspended into 2.0 mL of 100% LB agar. Put the

culture in the orbital shaker and let it grow for other 18h.

Protocol for Freezing Bacteria

Materials

Glycerol for Molecular Biology (99%).

2.0 mL sterile freezing vials.

Overnight bacteria culture in 100 % LB.

General description

This protocol works for most of gram positive and gram-negative bacteria strains.
However, if you were using a new bacteria strain, please consult the protocols with
your provider before using this protocol. Note that some bacteria strains do better in a

50% glycerol-freezing medium.

Procedure
Prepare a 12.5 % glycerol solution (e.g., 1.25 mL Glycerol + 8.75 mL sterile H20) mix
and put 1.8 mL of this solution in the cryo vials. Then, add 0.2 mL of the overnight

culture to each vial tight the lid and gently vortex it. Put the vials into the -80°C freezer.

Note: No more than 0.2 mL of an overnight culture of bacteria should be frozen for 1.8

mL of glycerol.
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13.52 Collection spectra
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'H-NMR (250 MHz, CDCl;), 40a
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ESI-MS, 40a
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'H-NMR (250 MHz, CDCl5), 41a
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13C.NMR (90 MHz, CDCl3), 52
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53

IR (ATR) v (cm™), 53
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 53
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ESI-MS, 53
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 54
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ESI-MS, 54
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 56b;
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FL.NMR (235 MHz, CDCl3), 56b,
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'H-NMR (360 MHz, CDCl3), 57a
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ESI-MS, 57a
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 57b
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F_NMR (235 MHz, CDCl3), 57b
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 59
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9F_.NMR (235 MHz, CDCl5), 59
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 61
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UV-Vis (CHCI3) A (nm), 61
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'H-NMR (400 MHz, CDCls), 63
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E.NMR 1H decoupled (235 MHz, CDCl;), 63
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'H-NMR (250 MHz, CDCl3), 64a
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DEPT (91 MHz, CDCls), 64a
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IR (ATR) v (cm™), 64b
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 64b
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DEPT (91 MHz, CDCl5), 64b
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ESI-MS, 64b
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IR (ATR) v (cm™), 65a
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'H-NMR (250 MHz, CDCl), 65a
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DEPT (91 MHz, CDCl3), 65a
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'H-NMR (400 MHz, CDCls), 65b
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DEPT (91 MHz, CDCl5), 65b
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IR (ATR) v (cm™), 66a
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'H-NMR (360 MHz CDCl;), 66a
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DEPT (91 MHz, CDCl3), 66a
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IR (ATR) v (cm™), 66b
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E_NMR 'H decoupled (235 MHz, CDCl;), 66b
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'H-NMR (250 MHz, CDCl), 68a
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'H-NMR (360 MHz, CDCl;), 68b

9.97
7.69
76

1400

1300

1200

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

T T T T T T T T
105 100 95 9.0 85 80 45 4.0

5.0
f1 (ppm}

13C.NMR (90 MHz, CDCl;), 68b

190.62
137.96
137.71
133.84
—127.95

X
\

SRR REEIREY
S e
|
|
i
I
I
T

3161
3137
3111
—2435

L
AN

LUl
1

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110( }00 90 80
1 (ppm;

345

50000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000




Experimental Part

DEPT (91 MHz, CDCl5), 68b
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ESI-MS, 68b
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'H-NMR (400 MHz, CDCl), 73
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FL.NMR (235 MHz, CDCl5), 73
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IR (ATR) v (cm™), 74a
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'H-NMR (360 MHz, CDCl3), 74a
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ESI- MS, 74a
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IR (ATR) v (cm™), 74b
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UV-Vis (CHCI3) A (nm), 74b
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 75
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 76
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 78
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ESI-MS, 78
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13C.NMR (90 MHz, CDCl;), 82
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'H-NMR (250 MHz, CDCl5), 83
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F_.NMR (235 MHz, CDCl;), 83
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 86
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HSQC (400 MHz, CDCls), 86
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 92
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13C.NMR (63 MHz, CDCl3), 92
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 91
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 90
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 94
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 95
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 96
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HSQC (400 MHz, CDCls), 96
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 97
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'H-NMR *°F decoupled (400 MHz, CDCl), 102
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HSQC (400 MHz, CDCl5), 102

Lo
F10
20
F30
F40
50
. 60
L 70
80
L9
L 100
L 110
— L - 120
130
- 140
. L 150

T T T T T T T T T T T T T T

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05
f2 (ppm)

400

f1 (ppm)



0O o
F J
o)
)@ﬁ)L
Cl N
H

101

Experimental Part

'H-NMR (360 MHz, CDCl5/TFA), 101

—9.35
8.36
8.34
8.31
8.29

{

4.69
4.67
4.65
4.63

&

154
1.52
1.50

<t

$

0.96~,
0.99"

g 4

401

10 9 8 7
Chemical Shift (ppm)

17000

16000

15000

[ 14000

13000

12000

11000

10000

9000

8000

[ 7000

- 6000

5000

4000

3000

2000

1000

-1000

Intensity



Experimental Part

Cl

'H-NMR (360 MHz, CDCls), 100
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13C.NMR (90 MHz, CDCl;), 100
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'H-NMR (360 MHz, CDCls), 105
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HSQC (400 MHz, CDCls), 105
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'H-NMR (250 MHz, CDCls), 98
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HSQC (400 MHz, CDCls), 98
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'H-NMR (250 MHz, CDCl;), 106
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Experimental Part

3C-NMR (63 MHz, CDCl5), 107
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AgNPs characterization
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TAM@AgNPs
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FQ@AgNPs
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