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Introduccion

1. Quimica supramolecular y receptores moleculares

Después de muchos afios en que los quimicos centraron su atencion casi de forma
exclusiva en el estudio de las interacciones entre atomos, con la idea de obtener nuevas
moléculas, hace algun tiempo comenz6 a adquirir interés el estudio de las interacciones
moleculares y con ello un nuevo campo denominado Quimica Supramolecular. Se puede
datar su origen en los trabajos pioneros de Jean-Marie Lehn, quien hacia el afio 1969
inicio sus investigaciones en compuestos de inclusion y criptandos, sobre la base de la
idea del “reconocimento molecular” que le condujeron a obtener el Premio Nobel en
Quimica en el afio 1987 junto con Donald J. Cram y Charles J. Pedersen. Lehn defini6 la
Quimica Supramolecular como “la quimica de los enlaces intermoleculares”, o también

como “quimica de las moléculas”,' y abri6 un nuevo campo en el que confluyen los

!'J. M. Lehn, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 27, 89-112.
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intereses de muchas disciplinas de la Quimica como Inorganica, Organica, Quimica-
Fisica, etc., y de otras ramas de la ciencia como Ciencia e Ingenieria de Materiales,
Bioquimica, Nanotecnologia, etc., debido a multiples aplicaciones encontradas y
postuladas para este tipo de compuestos.” Para lograr preparar tales especies se necesita
disponer de dos tipos de “bloques de construccién”, (a) sustratos: iones metalicos o
compuestos de coordinacion con posiciones labiles y geométricas bien definidas y (b)
receptores: ligandos disefiados con geometria y numero de posiciones de enlace

adecuados, capaces de coordinar al sustrato.

El primer paso en el disefio de un receptor molecular es definir el sustrato para el
cual se va a utilizar. En el caso de que sea un metal catidnico, hay que tener en cuenta su
tamafo, densidad de carga y dureza. En cambio, en la complejacion de aniones es
necesario tener en cuenta mas factores debido a que su geometria en muchos de los casos
no es esférica. Asi, influyen factores como la forma, la carga y la presencia de atomos de
hidrégeno que puedan formar enlaces por puentes de hidrogeno. En el caso de cationes y
aniones organicos, se requieren receptores con regiones hidrofilas e hidréfobas, mientras
que en el caso de moléculas neutras debe carecer de determinados grupos, como grupos

polares, que puedan interaccionar fuertemente con el sustrato.

El siguiente paso es el diseflo de los puntos de union del receptor, los cuales deben
complementarse con los del sustrato. Todos ellos se agrupan en una estructura organica de
tamafio adecuado al sustrato. Su distribucion debe ser tal que estén unos puntos lo
suficientemente alejados de otros para minimizar repulsiones, pero a la vez deben estar lo
suficientemente juntos para interaccionar simultaneamente con el sustrato. Los complejos
mas estables se obtienen cuando el receptor posee una estructura preorganizada para
recibir al sustrato. En este caso la union es irreversible. Este tipo de complejacion es ideal,
por ejemplo, en la eliminacién de sustancias toxicas de aguas contaminadas. Cuando la
unioén sustrato-receptor es menos firme, sus aplicaciones son importantes en el campo del

transporte de moléculas o como sensores quimicos.

2J. W. Steed, J. L. Atwood, Supramolecular Chemistry, John Wiley & Sons: Chichester, UK, 2000.
pg: 19-30.
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Desde hace varios afios se han utilizado procedimientos sintéticos de arquitectura
molecular, obteniéndose reactivos muy innovadores que forman complejos selectivos
receptor-analito (host-guest), cuando las especies implicadas se complementan en forma,
dimensiones (geometria) y grupos enlazantes (energia). Desde entonces se ha sintetizado
un gran numero de moléculas receptoras de cationes (iones metalicos, amonio, bipiridinio,
...) y en menor numero de aniones (iones haluro, sulfato, fosfato, sulfuro, carboxilatos, ...)
o de moléculas neutras (dioxido de carbono o de azufre, halometanos e hidrocarburos
aromaticos,...). Este es el campo de moléculas receptoras con topologias especiales, con
cavidades hifrofilicas bidimensionales (como los poliéteres macrociclicos) o
tridimensionales (ligandos macrobiciclicos como los criptandos o los esferandos) o con
cavidades lipofilicas (como los cicloalcanos, los calixarenos, los cavitandos, los
criptofanos o las ciclodextrinas). El gran esfuerzo que representa la obtencion de estas

moléculas ha sido aplicado, en parte, en la construccion de sensores quimicos.

Por otra parte, la quimica supramolecular se ha desarrollado en los ultimos
cuarenta anos como la quimica mas alla de la molécula. A partir de la investigacion sobre
las bases del reconocimiento molecular, ha explorado la utilizacion de la informacion
molecular en la programacion de los sistemas quimicos hacia los procesos de auto-
organizacion que suceden sobre la base del disefio o mediante la seleccion de sus
componentes. El area ha experimentado un desarrollo extraordinario en el punto de
conexion triple entre la quimica, la biologia y la fisica y ha dado lugar a una cantidad
extraordinaria de articulos de revision, niimeros especiales de revistas y libros.” La
quimica molecular ha desarrollado en los tultimos doscientos afios una gran cantidad de
procedimientos para la creacion de moléculas cada vez mas sofisticadas y materiales a
partir de atomos unidos mediante enlaces covalentes. Mas alla de la quimica molecular, la
quimica supramolecular busca la construccion de sistemas quimicos funcionales muy
complejos a partir de componentes mantenidos juntos mediante fuerzas intermoleculares.
Se han desarrollado numerosos receptores moleculares capaces de unirse selectivamente a

sustratos especificos a través de interacciones no covalentes. Estos receptores realizan

3 (a) J. M. Lehn, Chem. Soc. Rev., 2007, 36, 151-160. (b) C. M. Drain, I. Goldberg, I. Sylvain, A.
Falber, Top. Curr. Chem. 2005, 245, 55-88.
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reconocimiento molecular que se basa en la informacion molecular que llevan las especies
que interaccionan. Por ejemplo, receptores funcionalizados apropiados pueden efectuar
catalisis supramolecular y procesos de transporte selectivos. El control que dan los
procesos de reconocimiento permite el desarrollo de dispositivos funcionales tanto
moleculares como supramoleculares, definidos como sistemas integrados, funcionalmente
ensamblados a partir de componentes disefiados apropiadamente, que realizan una accioén
concreta (fotoactivos, electroactivos, ionoactivos, etc.). Asi, la contribucion de la quimica
supramolecular a las ciencias quimicas ha sido la implementacion del concepto de
informacion molecular y de los sistemas quimicos programados para obtener el control de
la organizacion de la materia, tanto de forma estructural como dindmica, dando lugar a
que la quimica sea una ciencia de la informacion molecular a través de procesos de
reconocimiento molecular que operan mediante patrones de interacciéon (conjuntos de
enlaces de hidrogeno, secuencias de grupos donadores y aceptores de electrones, centros
de coordinacion de iones metalicos, etc.). La obtencion del reconocimiento molecular
optimo se basa en que los pares de receptor y substrato presenten complementariedad en la
geometria y en las interacciones, por lo que deben ser disefiados de forma apropiada,
utilizando los disefios de auto-organizacion desarrollados por la quimica supramolecular.
La auto-organizacion es el proceso fundamental que ha dado lugar a la generacion de
materiales complejos, y puede ser controlado mediante el disefio de los componentes y de
las interacciones a que dan lugar. Asi, la informacion molecular guardada en el esqueleto
covalente puede ser leida a nivel supramolecular a través de patrones especificos de
reconocimiento que dan lugar a sistemas quimicos programados, de gran interés en ciencia
e ingenieria supramolecular. Estos a su vez permiten la obtencion de materiales
funcionales supramoleculares avanzados, como sistemas poliméricos supramoleculares,

vesiculas lipidicas, ensamblajes supramoleculares en estado so6lido y cristales liquidos

(Figura 1).*

* (a) J. Barbera, O. A. Rakitin, M. B. Ros, T. Torroba, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37 296-299. (b)
S. Basurto, S. Garcia, A. G. Neo, T. Torroba, C. F. Marcos, D. Miguel, J. Barbera, M. B. Ros, M.
R. de la Fuente, Chem. Eur. J. 2005, 11, 5362 — 5376.
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samblaje

Figura 1: Autoensamblaje de moléculas en un cristal liquido discético

El disefio de sistemas autoorganizados programados proporciona una aproxima-
cién original a la nanociencia y la nanotecnologia. En particular, la generacion de arqui-
tecturas supramoleculares bien definidas de tamafio nanométrico a través de autoorgani-
zacion representa un medio de llevar a cabo ingenieria y procesado de nanomateriales y
constituye una alternativa a los procesos de nanofabricacién y nanomanipulacion. En este
caso se utiliza la generacion espontanea pero controlada de las superestructuras y
dispositivos deseados a partir de unidades de construccion disefiadas especificamente para
una funcion. De entre estos sistemas programados de base supramolecular, el grupo de
trabajo en que se realiza esta Tesis Doctoral estd interesado en el desarrollo de lo que se
denominan sondas fluorogénicas para su utilizacion en sensores quimicos, donde el
proceso de reconocimiento estd acoplado a un proceso de sefializacion.’ Un sensor
quimico esta formado por dos partes: un elemento de reconocimiento molecular que
interactiia selectivamente con un determinado componente de la muestra y un elemento
instrumental formado basicamente por un “transductor” de la sefial producida cuando se
reconoce la molécula (Figura 2). Ambas partes pueden encontrarse fisicamente separadas
o integradas en el transductor. Este, segiin el caso, convierte sefiales primarias de
reconocimiento (eléctricas, Opticas, etc.) en sefiales secundarias, normalmente de campo
eléctrico. Esta configuracion tan simple de reconocimiento y transduccion es la que ha
permitido el disefio de una instrumentacion con caracteristicas practicas e innovadoras en

el campo del analisis quimico.

3 (a) J. S. Wilson: "Sensor Technology Handbook", 2005, Elsevier Inc., Oxford. (b) P. Griindler:
"Chemical Sensors: An Introduction for Scientists and Engineers". 2007, Springer, Berlin-
Heidelberg.
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MUESTRA

Figura 2: Diagrama esquematico del funcionamiento de un sensor quimico. El sistema de
reconocimiento o receptor (R) sdlo reconoce un componente de la muestra. La sefial proveniente
del proceso de reconocimiento se convierte en una sefial eléctrica mediante el transductor (T); esta
sefial es amplificada y condicionada en (A) y posteriormente procesada y presentada en forma
digital (P). El receptor puede interactuar con el analito mediante mecanismos fisicos, quimicos o
biologicos.

El aspecto fundamental de este disefio es la generacion de una sefal
suficientemente intensa entre el sustrato (analito) y un receptor selectivo de éste (elemento
de reconocimiento molecular). Cuanto mas sencillo y confiable sea el proceso de
reconocimiento, mas lo sera el dispositivo resultante. Los demas aspectos asociados al
proceso y al sensor como la conversion (transduccion) de las sefales primarias en otras
sefales mas idoneas para su procesamiento, transmision o almacenaje, son igualmente
importantes, pero ya poseen un tratamiento mucho mas desarrollado y efectivo gracias a
los continuos avances de la micro- y optoelectronica. Los sensores quimicos se utilizan
para la deteccidbn monitorizada de especies quimicas, y son necesarios en muchas
disciplinas, no solo en la quimica sino también en la biologia, en la medicina clinica o en
las ciencias medioambientales.® Un ejemplo caracteristico es el estudio de la quimica
celular, donde se necesita conocer los mecanismos que hacen trabajar a las células. Asi,
los sensores de biomoléculas como neurotransmisores, glutamato y acetilcolina, glicina,
aspartato y dopamina, NO y ATP, son muy utiles. En el mismo sentido, es necesario
desarrollar sensores para iones metdlicos (Na", K*, Ca*") que estan relacionados con
procesos biologicos como la transmision nerviosa, la contraccion del musculo o la
regulacion de la actividad celular. En el campo de las ciencias medioambientales, se sabe

que los derivados de mercurio (muy especialmente MeHg"), plomo y cadmio son toxicos

1. Basabé-Desmonts, D. N. Reinhoudt, M. Crego-Calama, Chem Soc. Rev. 2007, 36, 993-1017.
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para los organismos vivos y su deteccion en el medio ambiente es muy conveniente. Por
otra parte, los sensores de explosivos y armas quimicas estan siendo investigados para la
deteccion de minas y agentes de guerra quimica.” Con la guerra al terrorismo, la necesidad
de sensores quimicos y bioldgicos precisos y fiables, que trabajen en tiempo real, ha
aumentado enormemente. Finalmente, la deteccion quimica permite el estudio y control de
los procesos quimicos desde el laboratorio a la escala industrial, y juega un papel
importante en la industria alimentaria para el control de la calidad y seguridad de los
alimentos. Existen muchos tipos de moléculas organicas de gran importancia para las que
no existen sensores quimicos que las detecten, por lo que es importante expandir el campo
de los analitos que pueden ser detectados y cuantificados. En el caso de biomoléculas, la
naturaleza proporciona un gran nimero de interacciones especificas que pueden ser usadas
para la creacion de biosensores, sin embargo hay un gran nimero de moléculas que no son
facilmente detectables, por lo que se deben disefiar nuevas sondas fluorogénicas
especificas. La fluorescencia es uno de los mecanismos de transduccion mas potentes para
informar de un proceso de reconocimiento quimico.® La fluorescencia es un tipo de
emision radiativa que presentan compuestos con caracteristicas especiales. La luz de
ciertas longitudes de onda puede ser selectivamente absorbida por una sustancia de
acuerdo a su estructura molecular. La absorcion de la energia de la luz ocurre cuando un
foton incidente promueve la transicion de un electron de un estado de menor a mayor
energia. Las moléculas con electrones en compuestos aromaticos usualmente absorben luz
cerca del UV (150400 nm) o en la zona del visible (400—750 nm). Posteriormente los
electrones excitados pierden esta energia absorbida. Esta desactivacion puede ocurrir por
distintos mecanismos: relajacion vibracional, conversion interna, conversion externa,

cruce entre sistemas, fosforescencia y fluorescencia (Figura 3).

7 (a) S. L. Hoenig: "Compendium of Chemical Warfare Agents", 2007 Springer Science, New York.
(b) R. L. Woodfin: "Trace Chemical Sensing of Explosives". 2007, Wiley, New York.

¥ (a) J. R. Lakowicz, “Principles of Fluorescence Spectroscopy”, 3* Edition, Kluwer
Academic/Plenum Publishers, 2006. (b) D. A. Skoog, F. J. Holler, T. A. Nieman, “Principios de
Analisis Instrumental”, Ed: McGraw-Hill, 5* Ed. (c) B. Valeur “Molecular Fluorescence”, Ed:
Wiley-VCH, 2002. (d) A. Sharma, S. G. Schulman “Introduction to fluorescence spectroscopy”
New York, Ed:John Wiley, 1999. (e) George G. Guibault, Ed., "Practical Fluorescence", New
York, Marcel Dekker, 2™ ed, 1990.
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Figura 3: Diagrama de Jablonski

El tiempo de vida de la fluorescencia y la eficiencia cuantica son probablemente
las caracteristicas mas importantes de los fluoroforos. Para moléculas altamente
fluorescentes, como rodamina B y fluoresceina, el rendimiento cuantico alcanza la unidad.
Sin embargo, la emision siempre sera de menor energia en promedio que la energia
absorbida, debido a la relajacion vibracional. El cambio en la energia del foton causa un
cambio en el espectro de fluorescencia hacia longitudes de onda mas amplias, respecto al
espectro de absorcion. Este fendmeno observado por G. G. Stokes en 1852 se denomina
desplazamiento de Stokes. Existen gran numero de técnicas espectroscopicas o
microscopicas basadas en el tiempo de vida, la anisotropia, la transferencia de energia o la
intensidad de emision de sondas fluorescentes. Estas técnicas son muy sensibles, permiten
incluso la deteccion de moléculas aisladas, y pueden ser miniaturizadas o automatizadas.
La integracion de sondas moleculares fluorescentes en dispositivos da lugar a los sensores
quimicos. Las sondas moleculares suelen ser también denominadas quimiosensores,’ y se
definen como compuestos de origen abidtico que complejan de forma reversible a analitos

dando como resultado un cambio en la sefial fluorescente, y constituyen las unidades

?S. K. Kim, D. H. Lee, J.-I. Hong, J. Yoon, Acc. Chem. Res. 2009, 42 , 23-31.
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activas de un sensor. En muchos casos, el disefio de materiales indicadores se ha basado
en la preparacion de nuevos receptores mas que en la existencia de nuevas sondas
fluorogénicas, de las que existe un numero muy limitado. El disefio clasico de un
indicador fluorescente se compone de dos partes, un receptor responsable del
reconocimiento molecular del analito y un fluor6foro responsable de la sefializacion del
evento. Hay tres estrategias principales para el disefio de indicadores moleculares
fluorescentes en disolucion. La primera da lugar a sondas fluorescentes intrinsecas, que
son moléculas fluorescentes donde el mecanismo para la transduccion de la sefalizacion
comprende la interaccion del analito con un ligando que es parte del sistema 7 del
fluor6foro. La deteccidn se produce por la perturbacion de la transferencia de carga
fotoinducida del grupo dador al grupo aceptor conjugado cuando uno de los dos actua

como receptor (Figura 4)

— * Des. al azul "-.,._

el e— | Despl. al
e,

roio
N CF;
(o) X\ N
/w 3 D A N/\\O
O \O m ...Q@(}

\__/ R |

Figura 4: Quimiosensores basados en la transferencia de carga fotoinducida

La segunda consiste en sondas fluorescentes extrinsecas, en las que el fragmento
receptor y el fluor6foro estan unidos covalentemente pero son electronicamente
independientes. En este caso, se pueden sintetizar diferentes moléculas receptoras que
después son unidas quimicamente a un fluordéforo para construir la sonda detectora.
Debido a la union covalente a través de un espaciador, ambas partes estan espacialmente
muy proximas por lo que la interaccion del analito con el receptor induce un cambio el

entorno quimico del fluoréforo, e induce asimismo un cambio en su fluorescencia.
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Habitualmente el cambio en la sefial fluorescente suele suceder mediante la inhibicion de
la transferencia electronica fotoinducida de un dador en el receptor a un aceptor en el
fluordforo (Figura 5)

hv e

LuMO -‘— LuMO
HOMO s HOMO -H- HOMO

FLUORGFORO RECEPTOR FLUORGFORO RECEPTOR
EXCITADO LIBRE EXCITADO COMPLEJADO

Figura 5: Quimiosensor basado en la transferencia electrénica fotoinducida

Cuando una sonda fluorogénica contiene dos fluoréforos y la distancia entre ellos
se ve afectada por la complejacion de un analito, el reconocimiento de este analito puede
ser detectado por la diferencia de la fluorescencia entre el mondémero y el excimero, dando

lugar a los llamados quimiosensores basados en excimeros (Figura 6).

+5

Emision del monomero Emision del excimero

Figura 6: Quimiosensor basado en excimero

La tercera estrategia es la llamada del conjunto quimiosensor, que se basa en un
ensayo competitivo en que un conjunto receptor-fluoroéforo es selectivamente disociado
por adicion de un analito competitivo capaz de interaccionar eficientemente con el
receptor dando lugar a una respuesta detectable del fluordforo. Esta estrategia se lleva a
cabo mediante desplazamiento del fluor6foro e insercion del analito (Figura 7) o a la

inversa mediante reaccion quimica provocada por el analito, dando lugar a los llamados
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dosimetros quimicos (Figura 8).

+O —»ffé\+<)

Figura 7: Aproximacion del desplazamiento

H--0-E0

Figura 8: Aproximacion del dosimetro quimico

Después de la produccion de un indicador fluorescente, el siguiente paso para la
fabricacion de un sensor quimico es normalmente la preparacion de material detector
mediante la incorporacion del indicador a un soporte sélido. Hasta ahora la aproximacion
mas comin para la inmovilizacion del quimiosensor era la incorporacion mediante mezcla
fisica del material detector a una matriz polimérica, lo que tiene muchos inconvenientes de
falta de homogeneidad e inestabilidad, lo que da lugar a falta de reproducibilidad, por lo
que no se suele incorporar a instrumentos comerciales. Se han desarrollado otros
materiales en que los componentes del sistema detector estan confinados direccionalmente
en un espacio fisico, por ejemplo inmovilizados covalentemente en una superficie o
formando agregados surfactantes. Un gran nimero de materiales como particulas de silica,
superficies de vidrio y oro, nanoparticulas, peliculas de Langmuir-Blodgett, vesiculas o
liposomas han sido combinados con muchos receptores quimicos con el fin de crear
materiales fluorescentes sensibles. Por otra parte, los materiales sol-gel comprenden un
gran numero de materiales compuestos organicos-inorganicos que tienen en comun que se
preparan a baja temperatura de manera parecida, mediante la hidrolisis de precursores y
condensacion posterior. Las sondas fluorescentes pueden ser incorporadas facilmente
dando lugar a aplicaciones como sensores muy potentes. Entre éstos, los solidos
mesoporosos basados en silica, que son estructuras ordenadas con forma de panal de
abejas, preparados mediante surfactantes y quimica sol-gel dirigida, pueden ser

funcionalizados en la matriz inerte y constituyen soportes adecuados para la insercion
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10

covalente de las sondas fluorogénicas (Figura 9).

Figura 9: Sélido mesoporoso funcionalizado y ampliacién de su estructura interna.

1.1. Diseiio de unidades receptoras para los distintos tipos de sustratos
1.1.1. Deteccion de cationes

La deteccion de cationes es de gran interés en campos como el estudio de los
procesos biologicos, medicina, quimica oceanografica, medioambiente, etc. Existen
numerosos métodos analiticos para la deteccion de cationes, como la fotometria de llama,
la espectrometria de absorcion atomica, electrodos sensibles a iones, etc., pero en general
son caros y requieren muestras preparadas especificamente que no pueden monitorizarse
de forma continua. Sin embargo, los métodos basados en sensores quimicos, en especial
de tipo cromogénico, proporcionan grandes ventajas, sobre todo porque los cambios de

color pueden ser detectados a simple vista.

El proceso de reconocimiento mas sencillo es aquel en el que el sustrato presenta

forma esférica. Esto comprende tanto a los cationes metalicos (alcalinos, alcalinotérreos,

10 (a) S. Basurto, T. Torroba, M. Comes, R. Martinez-Manez, F. Sancenén, L. Villaescusa, P.
Amords, Org. Lett. 2005, 7, 5469-5472. (b) R. Martinez-Mafiez, F. Sancenén, Chem. Rev. 2003,
103, 4419-4476. (c) R. Casasus, M. D. Marcos, R. Martinez-Maiiez, J. V. Ros-Lis, Juan Soto, L. A.
Villaescusa, P. Amoros, D. Beltran, C. Guillem, J. Latorre, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 8612-
8613. (d) M. Comes, M. D. Marcos, R. Martinez-Maiiez, M. C. Millan, J. V. Ros-Lis, F. Sancenén,
J. Soto, L. A. Villaescusa, Chem. Eur. J. 2006, 12, 2162-2170. (e) R. Casasus, E. Aznar, M. D.
Marcos, R. Martinez-Mafiez, F. Sancenon, J. Soto, P. Amor6s, Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45,
6661-6664. (f) A. B. Descalzo, R. Martinez-Mafiez, F. Sancenén, K. Hoffmann, K. Rurack,
Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 5924-5948. (g) R. Casasts, E. Climent, M. D. Marcos, R.
Martinez-Maiiez, F. Sancendn, J. Soto, P. Amords, J. Cano, E. Ruiz, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130,
1903-1917. (h) M. Comes, M. D. Marcos, R. Martinez-Mafiez, F. Sancendn, J. Soto, L. A.
Villaescusa, P. Amords, Chem. Commun. 2008, 47, 3639-3641.
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metales de transicion, etc.) como a los aniones de los halogenos. Desde el descubrimiento
de los éteres corona en 1967 por Charles J. Pedersen,'' descubrimiento por el que le fue
otorgado el Premio Nobel en Quimica en el afio 1987,'* el desarrollo de estos sistemas
como unidades receptoras de cationes ha sido de gran importancia. Actualmente, la gran
mayoria de los sensores que se disefian para el reconocimiento de cationes se basan en

este tipo de estructuras.

Los éteres corona son macrociclos muy flexibles, que presentan varios atomos de
caracter donador en su estructura. Consisten basicamente en derivados ciclicos con un
determinado nimero de atomos de oxigeno (o dadores blandos, como N, S, etc) separados
por unidades organicas, generalmente grupos -CH,CH,-. La selectividad de estas
estructuras frente a los distintos cationes depende de diversos factores como la relacion de
tamafios entre la cavidad receptora y el cation, numero de atomos dadores, distancia entre
los atomos dadores, solvatacion del cation y el ligando, asi como el radio i6nico, carga,
dureza o ntimero de coordinacion del cation. Asi, por ejemplo el éter 15-corona-5 (1)
presenta un tamafio optimo para el cation sodio (Figura 10). A partir del estudio de los
éteres corona se han disefiado multitud de estructuras para el reconocimiento de cationes,"*
como los coronandos, que comprenden todo tipo de éteres y heteroéteres corona, muy
utilizados en quimica de reconocimiento de cationes y moléculas neutras,” como el

1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano (ciclam)'® (2), que puede coordinarse con cationes

''C. J. Pedersen, J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 7017-7036.
12.C. I. Pedersen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 27, 1021-1027.

" G. W. Gokel, Crown Ethers and Cryptands, (Ed.: J. F. Stoddart), The Royal Society of
Chemistry: Cambridge, UK, 1991.

' Gokel, G. W.; Leevy, W. M.; Weber, M. E. Chem. Rev. 2004, 104, 2723-2750.

" (a) C. Y. Chen, C. T. Cheng, C. W. Lai, P. W. Wu, K. C. Wu, P. C. Chou, Y. H. Chou, H. T.
Chiu, Chem. Commun. 2006, 263-265; (b) M. Licchelli, A. O. Biroli, A. Poggi, Org. Lett. 2006,
8, 915918; (¢) T. D. James, S. Shinkai, Chem Commun. 1995, 1483-1485;
(d) L. Nuiiez, R. D. Rogers, J. Coord. Chem. 1993, 28, 347-354; (e) J. D. Owen, J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 2 1983, 407-415; (f) M. Baruah, W. Qin, R. A. L. Vallée, D. Beljonne, T. Rohand,
W. Dehaen, N. Boens, Org. Lett. 2005, 7, 4377-4380.

'® (a) 1. Lukes, J. Kotek, P.Vojtisek, P. Hermann, Coord. Chem. Rev. 2001, 287, 216-217,
(b) B. P. Hay, R. D. Hancock, Coord. Chem. Rev. 2001, 212, 61-78.
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r1: 2 :2 2 2 2 2+ 1 coe .7 .
metalicos como Co™", Ni*", Cu*", Zn*", Cd*" y Hg*,"” permitiendo la deteccion de cationes

de los metales de transiciéon,' o los podandos, que consisten en poliéteres de cadena
abierta” (3), muy flexibles pero que poseen menor afinidad por los cationes que los

correspondientes ligandos ciclicos (Figura 10).
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Figura 10.

Posteriormente se han descrito multitud de receptores, como quelatos (5),
macrobiciclos (criptandos) (4) y derivados de calixareno (6, 7), mostrados en la figura 10.
La necesidad de multiples centros de enlace es debida a la debilidad de las interacciones

que presentan los receptores con los analitos. En general, se considera que una cavidad

'7 (a) A. Bianchi, M. Micheloni, P. Paoletti, Coord. Chem. Rev. 1991, 110, 17-113; (b) M. Meyer,
V. Dahaoui-Gindrey, C. Lecomte, R. Guilard, Coord. Chem. Rev. 1998, 178, 1313-1405;
(¢) L. Fabbrizzi, M.Licchelli, P. Pallavicini, D. Sacchi, Supramol. Chem. 2001, 13, 569-582.

' (a) S. H. Kim, J. S. Kim, S. M. Park, S-K. Chang, Org. Lett. 2006, 8, 371-374; (b) P. Ceroni, V.
Vicinelli, M. Maestri, V. Balzani, S. Lee, J. Heyst, M. Gorka, F. Vogtle, J. Organomet. Chem.
2004, 689, 4375-4383.

1 G. Gokel, O. Murillo, Comprehensive Supramolecular Chemistry, (Eds.: J. L Atwood, J. E. D.
Davies, D. D. MacNicol, F. Vogtle), Pergamon: Oxford, 1996, vol. 1, 1-33.
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complejante es selectiva para un cation que tenga su mismo tamafio, pero en realidad un
éter corona, por ejemplo, puede complejar un cation mas grande o mas pequefio de lo
esperado. Asi, el diametro de la cavidad del éter 15-corona-5 es 1.7-2.2 A, que
corresponde al sodio, cuyo diametro idnico es de 1.8 A. La constante de estabilidad para
este cation es de log K = 3.24 en metanol. Sin embargo, en el caso del potasio (didmetro
i6nico de 2.32 A) la constante de estabilidad es mayor: log K = 3.43 por lo que el éter 15-
corona-5 compleja al K™ con mas fuerza que al Na“. Lo que ocurre es que debido a que el
potasio es demasiado grande para la cavidad del éter, y el nimero de 4&tomos donadores es
insuficiente, se forma un complejo de tipo sandwich. De la misma forma, el sodio es
eficazmente complejado por el éter 12-corona-4 (Figura 11a). Si el cation es demasiado
grande, la cavidad complejante puede replegarse alrededor del cation, si ésta es
suficientemente flexible. Un buen ejemplo de esto es la complejacion de K con el éter
dibenzo-30-corona-10 (Figura 11b), en el que el receptor adopta una disposicion plegada

alrededor del cation.?®

Figura 11.

Un ejemplo tipico de este tipo de receptores es el que se recoge en el Esquema 1,
donde el poliéter de cadena abierta 8 reconoce selectivamente el Ca*".*' La unidad de
sefializacion esta formada por un grupo escuaridina, sistema que se utiliza de forma

habitual en la sintesis de sensores y dosimetros quimicos.

2 E. C. Constable, “Coordination Chemistry of Macrocyclic Compounds”, Oxford Chemistry
Primers, Oxford Science Publication, 1999.
A, Ajayaghosh, E. Arunkumar, Org. Lett. 2005, 7, 3135-3138.
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iy O 0 — Léio ocH, H3C + \(\/o OCH;
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Esquema 1: Reconocimiento de Ca** por el poliéter 8.

En la sintesis de éteres corona tipo lazo es habitual partir de aza-éteres corona,
donde uno o varios atomos de oxigeno se sustituyen por atomos de nitrogeno. Estos
atomos permiten introducir en la estructura del sensor las cadenas laterales tipicas de estos
derivados, las cuales contribuyen a mejorar la coordinacion de los cationes, asi como
permiten introducir grupos cromogénicos o fluorogénicos como unidades de sefalizacion
en el disefio del sensor. La molécula de la Figura 12 es un derivado del diaza-18-corona-6,
donde se ha introducido dos cadenas laterales simétricas que contienen grupos quinolina,
que permiten la deteccion de Zn** en medios acuosos. En el derivado 9 se produce un
aumento de la fluorescencia tras el reconocimiento del catiéon. El proceso de coordinacion
esta asociado con la desprotonacion del grupo sulfonamida lo que provoca el aumento de

la fluorescencia en disolucion.”

CO,Et
EtOzC—\_O O—-/— 2

Figura 12

2 G. Xue, J. S. Bradshaw, N. K. Dalley, P. B. Savage, R. M. Izatt, L. Prodi, M. Montalti, N
Zaccheroni. Tetrahedon. 2002, 58, 4809-4815.
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Los criptandos son analogos de los éteres corona en las tres direcciones del
espacio. Su nombre hace referencia a su capacidad para encapsular a los cationes,
mejorandose notablemente su selectividad, debido a que se produce un reconocimiento
esférico del metal.” El criptando més sencillo es el [2.2.2]criptando (4) para el
reconocimiento de K™ (Figura 13). En general, estos tipos de sistemas son maés selectivos
frente a diferentes cationes que los correspondientes éteres lazo, pero presentan cinéticas

mas lentas, ya que es més dificil la entrada del cation dentro de la estructura del criptando.

<\

N N/

<—0 = o—)

\——/

(0] (0]
L~
O O

Figura 13

Los calixarenos son una clase de macrociclos formados por la condensacion de
fenilos sustituidos en posicion para- con formaldehido. Presentan forma coénica, y
recuerdan a la de una copa, de ahi su nombre (del griego calix crater, un tipo de recipiente
griego en forma de copa). Existe gran cantidad de publicaciones y revisiones a cerca de
los calixarenos y su papel dentro de la Quimica Supramolecular,” sobre todo como
ligandos de cationes metalicos.” Son candidatos idoneos para la extraccion de diferentes
cationes metalicos, gracias a los grupos complejantes que presentan (atomos de oxigeno,
nitrégeno, etc.). También pueden comportarse como moléculas para el transporte de
sustancias, debido a la capacidad de organizacion espacial que presentan en presencia de
diferentes agentes quelantes como éteres, ésteres, amidas y sus analogos, cetonas,

derivados de amonio, alquenos, aminoacidos o heterociclos.

2 J. M. Lehn. Supramolecular Chemistry: Concepts and Perspectives, VCH: Weinheim, 1995.

* (a) C. D. Gutsche. Calixarenes, Monographs in Supramolecular Chemistry, Series, (Ed.: J. F.
Stoddart), Royal Society of Chemistry, Cambridge: 1989; (b) Calixarenes. A Versatile Class of
Maacrocyclic Compounds (Eds.: J. Vicens, V. Béhmer), Kluwer Academic Publishers: Dordrecht,
1991; (c¢) V. Bohmer. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 713-744; (d) C. D. Gutsche,
Calixarenes Revisited, Royal Society of Chemistry: Cambridge, 1998.

% (a) Calixarenes 2001 (Eds.: Z. Asfari, V. Bohmer, J. Harrowfield, J. Vicens), Kluwer: Dordrecht,
The Netherlands, 2001; (b) C. Wieser, D. B. Dieleman, D. Matt. Coord. Chem. Rev. 1997, 165,
93-161; (c) A. T. Yordanov, D. M. Roundhill. Coord. Chem. Rev. 1998, 170, 93-124.
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Un ejemplo es el descrito por J. O. Dalbavie et al. (Figura 14) *® Este calixareno
forma complejos con diferentes cationes de los metales de transicion de estequiometrias
varias (10 y 11). Asi, con Cu” y Cu®" forma complejos mononucleares de estequiometria
1:1, mientras que en presencia de Ni’", Co”" y Zn*" los complejos formados son de

estequiometria 1:2.

11

Figura 14

Los sensores redox de tetratiafulvaleno (TTF)*’ para cationes metalicos
constituyen un grupo muy desarrollado.” La coordinacion de un catién en una cavidad
cercana a un TTF conduce a una alteracion de la capacidad donadora de electrones de esta
unidad, debido al efecto inductivo ejercido por el cation coordinado. Becher y col. han
realizado la sintesis de derivados ciclicos de TTF tipo 12*° que son receptores de cationes
alcalinos que dan sefial solamente en presencia de un exceso muy grande del cation del
metal, probablemente por falta de comunicacion electronica entre el receptor y la unidad

de TTF, donde se localiza la densidad de la carga (Figura 15).

% J. 0. Dalbavie, J. B. Regnouf-de-Vains, R. Lamartine, M. Perrin, S. Lecocq, B. Fenet. Eur. J.

Inorg. Chem. 2002, 901-909.

27 (a) M. B. Nielsen, C. Lomholt, J. Becher, Chem. Soc. Rev., 2000, 29, 153—-164; (b) N. Martin, J.
L. Segura, Angew. Chem., Int. Ed., 2001, 40, 1372-1409; (c) M. R. Bryce, J. Mater. Chem., 2000,
10, 589-598.

2 p_D. Beer, P. A. Gale, G. Z. Chen, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 1999, 1, 1897-1909.

» (a) T. K. Hansen, T. Jorgensen, P. C. Stein, J. Becher, J. Org. Chem., 1992, 57, 6403-6409;
(b) T. Jorgensen, T. K. Hansen, J. Becher, Chem. Soc. Rev., 1994, 23, 41-51.
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Figura 15: Sensores quimicos de cationes basados en la estructura TTF.

Se han descrito otros receptores que incorporan una unidad de éter-corona
conectada a dos posiciones vecinales de TTFE,* y también presentan respuestas
electroquimicas moderadas a la coordinacion de cationes metalicos. Tales observaciones
subrayan la importancia del disefio molecular y el papel crucial de la conexion entre el
elemento redox-activo de la unidad coordinante y de la unidad indicadora. Asi, los
derivados bis-substituidos de éter-corona-TTF 13°' afinidad alta para muchos cationes en
cantidades estequiométricas. La selectividad con respecto al i6n del metal depende del
tamafio o la naturaleza dura o blanda de los sitios de interaccion. El primer ejemplo de
receptores basados en TTF con un receptor aciclico fue descrito por Bryce y col. (14)
(Figura 16).** El compuesto 14 muestra una buena selectividad para Ag* de acuerdo con la

teoria de Pearson. El TTF-podando 15> muestra en cambio una buena afinidad para Pb*".

%S, G. Liu, L. Echegoyen, Eur. J. Org. Chem., 2000, 1157-1163.

' F. Le Derf, M. Mazari, N. Mercier, E. Levillain, G. Trippé, A. Riou, P. Richomme, J. Becher, J.
Garin, J. Orduna, N. Gallego-Planas, A. Gorgues, M. Sall¢, Chem.—-Eur. J., 2001, 7,
447-455.

32 B. Johnston, L. M. Goldenberg, M. R. Bryce, R. Kataky, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 2000,
189-190.

33 (a) J. Lyskawa, F. Le Derf, E. Levillain, M. Mazari, M. Sallé, L. Dubois, P. Viel, C. Bureau, S.
Palacin, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 12194-12195; (b) J. Lyskawa, F. Le Derf, E. Levillain, M.
Mazari, M. Sallé, Eur. J. Org. Chem., 2006, 10, 2322-2328.
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Figura 16: Sensor quimico de cationes basados en la unidad de TTF.

La unidad de calix[4]areno ha sido utilizada como plataforma adecuada para
generar cavidades de enlace tridimensionales capaces de complejar varios huéspedes con
afinidad alta. En este contexto, se han sintetizado receptores basados en TTF, 16a-b
(Figura 17) y estudiado su capacidad de coordinacion de iones metalicos.’® Estos
receptores poseen una buena afinidad para el cation sodio, ademas, el complejo disodico

pudo ser caracterizado en estado sélido.

16a: n=1
16b: n=2

Figura 17: Receptores bis(calixcorona)tetratiafulvaleno.

Los dosimetros quimicos, al igual que los sensores, pueden utilizarse en la
deteccion de cationes. Un ejemplo de dosimetro quimico es el obtenido para la deteccion
de Fe’" basado en la hidrélisis de una base de Schiff. La bis(cumarinil)imina 17 es
hidrolizada bajo adicion de Fe’* dando lugar a una cumarina altamente fluorescente

(Esquema 2).%

** (a) B. T. Zhao, M. J. Blesa, N. Mercier, F. Le Derf, M. Salle, J. Org. Chem., 2005, 70,
6254-6257. (b) M. J. Blesa, B. T. Zhao, M. Allain, F. Le Derf, M. Sallé, Chem. Eur. J., 2006, 12,
1906-1914.

* W. Lin, L. Yuan, J. Feng, X. Cao, Eur. J. Org. Chem. 2008, 16, 2689-2692.
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COCY ™“rru
BuO (0) ) 0] (0) OBu

17, no fluorescente

l F e3+
oo
BuO [0)

(0]
fluorescente

Esquema 2

Un ejemplo de sensor fluorogénico es el derivado de rodamina B sintetizado por J.

., . 2+ o, 1. .36 . .
Y. Kwon et al. para la deteccion selectiva de Pb™" en acetonitrilo™ El derivado incoloro en
disolucion evoluciona a un derivado de color rosa con la fluorescencia caracteristica de la

rodamina B en presencia del analito (Esquema 3).

Fluorescente

Esquema 3

Con cationes metalicos con actividad redox también puede tener lugar una

trasferencia electronica desde el fluordforo al 16n metalico o viceversa.

El compuesto 18 es un ejemplo de quimiosensor basado en una transferencia
electronica fotoinducida (PET) para deteccion de cationes alcalinos por fluorescencia,

. . . 37
cuyo receptor es una estructura macrociclica, un criptando (Figura 18).

3 J.Y.Kwon, Y. I. Jang, Y. J. Lee, K. M. Kim, M. S. Seo, W. Nam, J. Yoon, J. Am. Chem. Soc.
2005, 127, 10107-10111.

37 A. Prasanna de Silva, H. Q. Nimal Gunaratne, K. R. A. Samankumara Sandanayake, Tetrahedron
Lett. 1990, 31, 5193-5196.
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Figura 18

En este caso, tras la excitacion del fluordforo, un electrén del orbital molecular
ocupado de mayor energia (HOMO), es promocionado al orbital molecular desocupado de
menor energia (LUMO) que permite la transferencia electronica desde el orbital HOMO
del grupo dador de electrones al orbital HOMO del fluoréforo, causando la desaparicion
de la fluorescencia del fluor6foro. Tras la union del cation, el potencial redox del dador es
aumentado por lo que la energia del orbital HOMO del receptor disminuye, en
consecuencia la transferencia electronica no es posible, por lo que se restablece la

fluorescencia.

Una molécula constituida por un éter diazacorona con dos pirenos unidos por los
grupos amina (19) forma un excimero como resultado de la unién de un ion metalico. El
porcentaje monomero/excimero depende fuertemente de la naturaleza del analito. Las
constantes de estabilidad mayores para el complejo fueron obtenidas para el caso de los
cationes K" y Ba®", de acuerdo con el tamafio respecto del diametro del éter corona

(Figura 19).%®

Jd o
B
(O
Q o_ 0
19
Figura 19

¥ K. Kubo, N. Kato, T. Sakurai, Bull. Chem. Soc. Japan 1997, 70, 3041-3046.
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El derivado 20 para la deteccion de cationes alcalinos, cuyo receptor es un
macrociclo, ha sido estudiado por N. B. Sankaran et al®*. La especificidad a cada cation
se basa en la longitud de la cadena que conecta el dador y el aceptor y en la posibilidad de
formacion de un excimero entre el grupo dador y aceptor (n =0, 1, 3, 5). En este derivado
se combinan las propiedades de transferencia de carga fotoinducida (PET) con la
formacion de excimeros.

O

Brgchr

Figura 20

1.1.2. Deteccion de aniones

El interés por la quimica de coordinaciéon de aniones ha aumentado en gran
medida en los ultimos 20 afios. Los aniones estan presentes no sélo en multitud de
sistemas bioldgicos, sino que, ademas, se han convertido en importantes contaminantes
medioambientales por su amplio uso en muchos procesos industriales, asi como en la
agricultura.”” Por ello el disefio de nuevos sensores aniénicos es un campo de gran

importancia, existiendo numerosas revisiones en bibliografia.*’

El disefio de sensores de aniones es mas complicado que en el caso de los

cationes. Hay que tener en cuenta que los aniones son de mayor tamafio que sus

¥ N. B. Sankaran, S. Nishizawa, M. Watanabe, T. Uchida, N. Teramae, J. Mater. Chem. 2005, 15,

2755-2761.

% (a) R. F. Schmidt, G. Thews, Human Physiology, 2nd ed.; Springer-Verlag: Berlin, 1989;
(b) W. J. Marshall, S. K. Bangert, Clinical Chemistry, 5th ed.; Elsevier: Edinburg, 2004;
(c) Ullmann’s Enciclopedia of Industrial Chemistry, 6th ed.; Wiley VCH: New York, 1999.

*! (a) Ver volumen especial sobre reconocimiento de aniones: Coord. Chem. Rev. 2003, 240, 1-226;
(b) R. Martinez-Mafiez, F. Sancenon, J. Fluoresc. 2005, 15, 267-285. P. A. Gale. Chem.
Commun. 2005, 3761-3772; (¢) R. Martinez-Mafiez, F. Sancenon, Chem. Rev. 2003, 103,
4419-4476; (d) C. Suksai, T. Tuntulani, Chem. Soc. Rev. 2003, 32, 192-202; (e¢) P. A. Gale,
Coord. Chem. Rev. 2001, 213, 79-128; (f) P. A. Gale, Coord. Chem. Rev. 2000, 199, 181-233;
(g) P. D. Beer, P. A. Gale, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 486-516; (h) L. Fabbrizzi, M.
Licchelli, G. Rabaioli, A. F. Taglietti, Coord. Chem. Rev. 2000, 205, 85-108.
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correspondientes cationes isoelectronicos, y por ello su relacion carga-radio es menor, lo
que se traduce en que las interacciones electrostaticas son menos efectivas. Por ello,
mientras que es posible la coordinacion de cationes a ligandos multidentados neutros, en
el caso de los aniones es necesario introducir en la molécula receptora grupos cargados
positivamente. Es el caso de los iones K™ y F, representados en la figura 21, donde se
observa que el K es complejado por el éter 18-corona-6 (21), mientras que en el caso del

F es necesaria la introduccion de grupos amonio (22).

+
N- H-N
o™ PN YRS
0 0 \  fNH' THNY )
(&), N E S
0 0 N
o HN N
N/
21 22

Figura 21: Ejemplos de unidades receptoras en quimio-sensores basados
en la formacion de enlaces de hidréogeno con grupos NH.

Ademas, hay que tener en cuenta que los aniones son sensibles al pH y presentan
una amplia variedad de geometrias: esférica, linear, trigonal plana, tetraédrica, octaédrica

u otras estructuras de mayor complejidad (Figura 22).

Esféri Tetraédrica
O F gl-e rllsc? I PO, VO, SO,
» 1, B MoO,%, Se0,%, MnO,"
Q Lineal Octaédrica
N3, CN, SCN", OH" [Fe(CN)gl* -, [Co(CN)e]*-
\ .
o Trigonal plana Otras geometrias complejas
N CO;%, NOy” estructura del ADN de doble hélice
Figura 22: Diferentes estructuras aniénicas.

También es muy importante tener en cuenta el disolvente en el que se va a llevar a
cabo el reconocimiento del anion. En el proceso de solvatacion del anidn las fuerzas
predominantes son de caracter electrostatico, y los disolventes proéticos favorecen la
formacion de puentes de hidrogeno. Asi, un receptor anidonico debe competir con las

interacciones del disolvente, por lo que receptores en los que so6lo intervengan
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interacciones de tipo i6n-dipolo deberan utilizarse en medios aproticos, mientras que los

receptores cargados podran utilizarse en medios proticos.

Los sensores de aniones pueden clasificarse en dos grandes categorias,
considerando el tipo de interacciones no-covalentes que se producen durante el
reconocimiento del anion. Un primer grupo lo constituyen aquellos sensores basados en la
formacion de enlaces de hidrogeno con grupos NH (y que en algunos casos incluyen
también interacciones electrostaticas) y un segundo grupo lo forman aquellos sensores
basados en interacciones metal-ligando. Ademas, existe un tipo especial de sensores que

se basan en el método por desplazamiento, y que incluye ambas categorias.

En los sensores basados en la formacion de enlaces de hidrogeno con grupos NH,
al ser los enlaces de hidrogeno direccionales, es posible el disefio de receptores con
formas especificas que sean capaces de diferenciar los aniones por su geometria o por los
requerimientos necesarios para la formacion de enlaces de hidrégeno en medios no
polares. Estos sistemas incluyen generalmente unidades receptoras con grupos urea,*
tiourea,”” amina,** amida® y pirrol,46 unidas a diferentes unidades de senalizacion
(Figura 23). En el caso de sensores cromogénicos, las unidades de sefializacion mas
frecuentes son grupos azobenceno, nitrobenceno, indoanilina y antraquinona, o grupos con

conjugacion aromatica extendida como quinoxalinas, oxadiazoles y porfirinas, mientras

*2E.J. Cho, B.J. Ryu, Y. J. Lee, K. C. Nam, Org. Lett. 2005, 7, 2607-2609.

# (a) T. Gunnlaugsson, P. E. Kruger, P. Jensen, J. Tierney, H. D. P. Ali, G. M. Hussey, J. Org.
Chem. 2005, 70, 10875-10878; (b) A. P. Davis, J. B. Joos, Coord. Chem. Rev. 2003, 240,
143-156; (c) A. J. Ayling, M. N. Perez-Payan, A. P. Davis, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123,
12716-12717; (d) A. P. Davis, J. J. Perry, R. S. Warham, Tetrahedron Lett. 1998, 39,
4569-4572.

4 (a) J. Hodacova, M. Chadim, J. Zabada, J. Aguilar, E. Garcia-Espaifia, S. V. Luis, J. F. Miravet, J.
Org. Chem. 2005, 70, 2042-2047; (b) R. J. Fitzmaurice, G. M. Kyne, D. Douheret, J. D. Kilburn,
Perkin Trans. 12002, 841-864; (c) J. Raker, T. E. Glass, J. Org. Chem. 2002, 67, 6113-6116.

“ D. Saravanakumar, N. Sengottuvelan, M. Kandaswamy, P. G. Aravindan, D. Velmurugan,
Tetrahedron Lett. 2005, 46, 7255-7258.

% (a) D. Aldakov, M. A. Palacios, P. Anzebacher Jr., Chem. Mater. 2005, 17, 5238-5241;
(b) P. A. Gale, Chem. Commun. 2005, 30, 3761-3772; (c) A. Baeyer, Ver. Dtsch. Chem. Ges.
1886, 19, 2184-2185; (d) P. A. Gale, J. L. Sessler, V. Kral, V. Lynch, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 5140-5141; (e) P. A. Gale, J. L. Sessler, V. Kral, Chem. Commun. 1998, 1-8; (f) P. A. Gale,
P. Anzenbacher Jr., J. L. Sessler, Coord. Chem. Rev. 2001, 222, 57-102; (g) R. Nishiyabu, P.
Anzenbacher Jr., J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 8270-8271.
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que en los sensores fluorogénicos los grupos mas frecuentes se basan en hidrocarburos
aromaticos policiclicos (antraceno, naftaleno, pireno, etc), heterociclos aromaticos

(acridina, diazapirenio, fenantridinio, etc) o complejos con diferentes metales (rutenio,

O
Q0
{L

iridio, osmio, renio).

Figura 23: Ejemplos de unidades receptoras en sensores basados en la formacion de enlaces
de hidrégeno con grupos NH.

En los sensores basados en interacciones metal-ligando los aniones actian como
ligandos coordinandose a distintos cationes metalicos, formando complejos mas o menos
estables, mediante distintos tipos de interacciones. Dichas interacciones pueden ser de tipo
electrostatico o covalentes, dependiendo de las caracteristicas del metal. Por ello, los
complejos metalicos pueden utilizarse como receptores anidnicos.”’ Este tipo de
receptores presenta una serie de ventajas. Una de ellas es que las interacciones que
envuelven un centro metalico son mas fuertes que en otros tipos de receptores donde las
interacciones predominantes son de tipo electrostatico o enlaces de hidrogeno. Ademas, el
receptor metalico puede presentar determinadas preferencias geométricas que permitan

inducir cierta selectividad frente a un determinado anién. Sin embargo, es conveniente

“7P. A. Gale, Coord. Chem. Rev. 2003, 240, 191-221.
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modular el caracter coordinante del metal, por ejemplo bloqueando la mayoria de las
posiciones coordinantes de éste. Dentro de estos receptores caben destacar dos tipos: los

que incluyen en su estructura acidos de Lewis y los que presentan metales de transicion.

Los receptores tipo acido de Lewis incorporan en su estructura atomos como
Hg(Il), Zn(II) y boro (28), donde no estan saturadas todas sus posiciones de coordinacion,
quedando alguna vacante para la coordinacion con el par electrénico del anion.*® También
existen ejemplos en los que se introducen en la unidad receptora metales de transicion
tales como europio (29), terbio, etc, y que aprovechan sus propiedades luminiscentes.

Generalmente se combinan con ciclen, que se utiliza como ligando para la construccion de

(0] _|3+

este tipo de complejos (Figura 24).*

N ,\ H
EtO,C OL\EulNﬁ/ N\(\Ph

1 No- U
N/ \
Ph 1}\11)\/ L N\” o CO,Et
28 H
H,0 29

Figura 24: Ejemplos de cada tipo de unidad receptora.

En general, el disefio de un sensor quimico incluye una subunidad receptora unida
covalentemente a una subunidad que emite una determinada sefial. Ambos componentes
pueden estar unidos entre si directamente o a través de un grupo espaciador. Sin embargo,

existen otros métodos alternativos en el disenio de sensores. Es el caso de los sensores

48 Algunos ejemplos recientes: (a) Y. Kubo, M. Yamamoto, M. Ikeda, M. Takeuchi, S. Shinkai, S.
Yamaguchi, K. Tamao, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 2036-2040; (b) S. Solé, F. P. Gabbai,
Chem. Commun. 2004, 1284-1285; (c) J. D. Hoefelmeyer, S. Solé, F. P. Gabbai, Dalton Trans.
2004, 1254-1258; (d) S. Arimori, M. G.Davidson, T. M. Fyles, T. G. Hibbert, T. D. James, G. I.
Kociok-Kéhn, Chem. Commun. 2004, 1640-1641; (e) Y. Kubo, A. Kobayashi, T. Ishida, Y.
Misawa, T. D. James, Chem. Commun. 2005, 2846-2848; (f) Z. Q. Liu, M. Shi, F. Y. Li, Q. Fang,
Z. H. Chen, T. Yi, C. H. Huang, Org. Lett. 2005, 7, 5481-5484; (g) M. Melaimi, F. P. Gabbai, J.
Am. Chem. Soc. 2005, 127, 9680-9681.

* (a) P. Caravan, J. J. Ellison, T. J. McMurry, R. B. Lauffer, Chem. Rev. 1999, 99, 2293-2352;

(b) D. Parker, J. Yu, Chem. Commun. 2005, 3141-3143; (c) J. Yu, D. Parker, Eur. J. Org. Chem.
2005, 4249-4252; (d) L. Fabbrizzi, F. Foti, A. Taglietti, Org. Lett. 2005, 7, 2603-2606.
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basados en el desplazamiento, en los que las dos unidades no estdn unidas de forma
covalente, sino que forman un complejo de coordinacion. Los avances en este campo han
sido descritos con detalle por Anslyn y col.”” A partir de su trabajo, se han desarrollado
diversos sistemas basados en esta metodologia. Por ejemplo, Schumuck y col. han

disefiado un sistema para la deteccion visual de citrato en medios acuosos (Figura 25).”!

. NH,
H2N\< o
HN

~
HN _
H,N_,
HNTY, Y NH,
NH
H HN N\
N =
(0]
30

Figura 25: Receptor implicado en la deteccion de citrato.

Mencion especial requiere la deteccion del anidn cianuro. La contaminacién por
cianuro en el medio ambiente constituye una preocupacion importante debido a la
toxicidad extrema del cianuro: 0.5-3.5 mg/kg de peso corporal son letales para los seres
humanos, por lo que su concentracion en el agua potable no puede ser mayor que 2 uM
segun a la Organizacion Mundial de la Salud. Por lo tanto, hay una necesidad generalizada
de desarrollar sensores eficaces de anion cianuro. Ros-Lis y col. sintetizaron el fluor6foro
subftalocianina 31, que responde a aniones cianuro, observandose una completa
decoloracion, atribuida a una reaccion quimica con el atomo de boro. En acetonitrilo-agua

(5%) el quimiosensor responde selectivamente a cianuro (Figura 26).

0'S. L. Wiskur, H. Ait-Haddou, J. L. Lavigne, E. V. Anslyn, Acc. Chem. Res. 2001, 963-972.
31 C. Schmuck, M. Schwegmann, Org. Biomol. Chem. 2006, 4, 836-838.
52J. V. Ros-Lis, R. Martinez-Maiiez,J. Soto, Chem Commun., 2005, 5260-5262.
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Figura 26: Sensor quimico selectivo a cianuro.

Badagu y col. han desarrollado sensores de hemicianina solubles en agua con
moléculas de acido borénico que responden a cianuro.”>* En este caso la interaccion con
cianuro provoca una modulacion de la capacidad electron donadora del acido borénico 32,

que da lugar a un aumento significativo en su fluorescencia (Esquema 4).

HO. _OH
Br
AN
N S !
32
SN
|
CN CN
_OH C
HO. Ho\ﬁ,OH NC\—BI,OH NC.. ﬁ/CN
+CN +CN~ +CN
= ‘—_T _—
-CN -CN -CN
R R R R

Esquema 4: Sensor quimico selectivo a cianuro basado en el 4cido borénico.

Chung y col. han aplicado el conocimiento de la reactividad quimica de los

55, 56, 57

derivados fluorescentes del trifluoroacetilo hacia nucleofilos para detectar cianuro

> R.Badugu, J. R. Lakowicz, C. D. Geddes, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 3635-3641.

> R. Badugu, J. R. Lakowicz, C. D. Geddes, Dyes Pigments, 2005, 64, 49-55.

> G. J. Mohr, F. Lehmann, U. W. Grummt, U. E. Spichiger, Anal. Chim. Acta, 1997, 344, 215-225.
%% G. J. Mohr, C. Demuth, U. E. Spichiger, Anal. Chem., 1998, 70, 3868-3873.

" G. J. Mohr, N. Tirelli, U. E. Spichiger, Anal. Chem., 1999, 71, 1534-1539.
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en MeCN.*® Cuando el quimiosensor 33 se expone a cianuro, acetato, fluoruro o
dihidrégeno fosfato el maximo de fluorescencia se modifica, aumentando cinco veces su
valor inicial. La interaccion con cianuro es debida a la estabilizacion del aducto resultante

34 mediante interaccion por un puente de hidrégeno intramolecular (Esquema 5).

| CN™ |
0=S=0 _~— O=§=O
No NJ
1 1
20 (0
NC
CF; 33 CF; 34

Esquema 5: Sensor quimico fluorescente de cianuro.

Tomasulo y col. han disefiado un quimiodosimetro para el anién cianuro basado
en una reaccion irreversible que provoca la apertura del anillo de una oxazina.’” ® En
concreto, un anillo de benzoxazina se fusiona con un fragmento de indolina dando el
derivado 35. Debido a la reaccion con cianuro el anillo de benzooxazina se abre y se

forma un 4-nitrofenilazofenolato cromofoérico 36 (Esquema 6).

35 36

Esquema 6: Sensor quimico de cianuro basado en la apertura de una oxazina.

By, M. Chung, B. Raman, D. S. Kim, K. H. Ahn, Chem.. Commun., 2006, 186-188.
¥ M. Tomasulo, F. M. Raymo, Org. Lett., 2005, 7, 4633-4636.
% M. Tomasulo, S. Sortino, A. J. P. White, F. M. Raymo, J. Org. Chem., 2006, 71, 744-753.
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Los receptores de TTF para aniones son también objeto de gran interés. La unidad
de TTF puede utilizarse para el proceso de reconocimiento de un anion, asi el receptor de
aniones 37 se basa en un derivado de disulfonamida antraceno que incorpora dos unidades
de TTF,”" en que la distancia entre las unidades TTF y el antraceno puede ser modulada a
través de la coordinacion de un anién en el hueco intermedio formado por los enlaces NH
(Esquema 7). En particular, 37 muestra una alta sensibilidad y selectividad hacia i6n

fluoruro, que se caracteriza por un fuerte incremento de la fluorescencia del antraceno.

HN'S\?(;) HN'S\E(;) el RN
2 O ~Nu_HN_©
) ) (G
a

Esquema 7: Receptor de aniones dual 6ptico-electroquimico.

El derivado de TTF 39 exhibe selectividad notable para H,PO, sobre una

amplia gama de aniones (Figura 27), formando un complejo de estequiometria 2:1.

D

H;CS j\)\\N N
= ol
HCSI gl B
} Qp 0
_/"’()

HCS— s s-_H™Q |
To=Cx it
H,cS” S S N |

Figura 27: Compuestos de TTF-amida-piridina para la complejacion de aniones o cationes.

' H. Lu, W. Xu, D. Zhang, C. Chen, D. Zhu, Org. Lett., 2005, 7, 4629-4632.
2 Y. Lu, W. Xu, D. Zhang, D.Zhu, Chem. Commun., 2005, 4777-4779.
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El ajuste de la fuerza, nimero y orientacion de las interacciones entre complejos
basados en puentes de hidrogeno es otro objetivo de considerable interés actual dentro de
la comunidad de quimica supramolecular. En el caso de receptores conteniendo
calix[4]areno se ha observado un mecanismo de complejacion cooperativo del anidén
mediante unidades de acrilamida actuando de forma conjunta. El derivado de calixareno
40 muestra una afinidad buena para H,PO, con una estructura de cono que se vuelve

rigida mediante coordinacion del anion (Figura 28).%

(0 S S SCH;
e =T
0 1% STTS ST >gcm,
» 0A~N
: 0 __
W—O\/I\N/\
; — H O SCH
O N S——S 3
O T~ X
o) S S SCH, 40

Figura 28: Receptor de H,PO, derivado de calixareno.

El nucleo de calix[4]pirrol, que tiene analogia estructural con los calixarenos, ha
sido muy estudiado como receptor de aniones.’* Basado en este esqueleto, Sessler y col.
han sintetizado una serie de TTF—calix[4]pirroles 41-44 (Figura 29) capaces de detectar
aniones haluro. Los cuatro protones NH centrales desempefian un papel critico en esa alta
afinidad por aniones haluro en disolventes organicos.” El receptor 41 muestra afinidades
para aniones X que estan entre las mayores para calix[4]pirroles.”® La metodologia

sintética ha sido adaptada a TTF-oligopirroles basados en meso-octametilcalix[4]pirrol,

63 (a) Q. Y. Zhu, H. H. Lin, J. Dai, G. Q. Bian, Y. Zhang, W. Lu, New J. Chem., 2006, 30,
1140-1144. (b) B. T. Zhao, M. J. Blesa, N. Mercier, F. Le Derf, M. Sallé, Supramol. Chem., 2005,
17, 465-468.

%(a) I. L. Sessler, S.Camiolo, P. A. Gale, Coord. Chem. Rev., 2003, 240, 17-55; (b) C. H. Lee, H.
Miyaji, D. W. Yoon, J. L. Sessler, Chem. Commun., 2008, 24-34.

% K. A. Nielsen, J. O. Jeppesen, E. Levillain, J. Becher, Angew. Chem., Int. Ed., 2003, 42,
187-191.

% C. H. Lee, H. K. Na, D. W. Yoon, D. H. Won, W. S. Cho, V. M. Lynch, S. V. Shevchuk, J. L.
Sessler, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 7301-7306.
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que llevan uno (42), dos (43) o cuatro unidades de monopirrol-TTF®’ (44) y que muestran
fuerte afinidad por aniones haluro. Se observan mayores constantes de asociacion pero
menor selectividad a medida que aumenta el nimero de unidades TTF en la periferia. El
compuesto 44 puede actuar como un receptor para moléculas neutras deficitarias de
electrones como el explosivo 1,3,5-trinitrobenzeno, TNB, que se intercala entre cada par
de unidades de TTF alternadas.®® El proceso de reconocimiento se ve a simple vista
mediante adicidon de cloruro ya que la fuerte afinidad de 44 para ClI cambia el equilibrio,

pasando de color verde a amarillo.

=
>

41 (R=Pent, R'=H) 43 (R=Pro) 44 (R=Pro)
42 (R=Pro, R'=CHj3)

Figura 29: Derivados de TTF-calixpirrol.

1.2. Deteccion de moléculas neutras

La deteccion de analitos neutros mediante sensores quimicos es un tema poco
explorado en comparacion con la deteccion de cationes o aniones. Existen pocos ejemplos
de moléculas que actuen como ligandos e indicadores en el reconocimiento de moléculas
neutras. Entre los mas utilizados se encuentran los éteres corona, las ciclodextrinas o los

calixarenos. El reconocimiento no covalente de este tipo de moléculas se basa en enlaces

7K. A. Nielsen, W. S. Cho, J. Lyskawa, E. Levillain, V. M. Lynch, J. L. Sessler, J. O. Jeppesen, J.
Am. Chem. Soc., 2006, 128, 2444-2451.

% K. A. Nielsen, W. S. Cho, J. O. Jeppesen, V. M. Lynch, J. Becher, J. L.Sessler, J. Am. Chem.
Soc., 2004, 126, 16296-16297.
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de hidrogeno, interacciones de Van der Waals o interacciones de tipo hidrofobico. El
disefio de sensores en estos casos es muy complicado debido a la diversidad de analitos
existentes, de tamafilo mucho mayor que los aniones y cationes inorgéanicos, y a que las
interacciones dominantes son de caracter débil. En la deteccion de moléculas neutras, las
que mayor interés suscitan son biomoléculas como urea (45), aminas, acidos carboxilicos,

hidroquinonas, alcaloides, carbohidratos (46),” aminoacidos™ (47) y péptidos (Figura 30).

COOK
KOOC
COOK
COOK
46 47

Figura 30: Diferentes ejemplos de receptores de moléculas neutras

La forma mas comin de detectar moléculas neutras es mediante dosimetros
quimicos, que implican una reaccion quimica en presencia del analito y permiten
discriminar analitos por su reactividad quimica (nucleofilia, electrofilia). Como
consecuencia de los cambios estructurales que provoca la reaccién con el analito de
interés, se detectan cambios en el color de la disolucion, modificaciones en la absorbancia
en UV-Visible o variaciones en la intensidad emisora fluorescente, lo que permite la
deteccion del analito. En general este tipo de deteccion es util cuando la reaccion quimica
que ocurre es reversible, lo que permite recuperar el reactivo inicial y usarlo repetidas
veces en los analisis. Sin embargo, aunque la reaccion quimica no sea reversible, este tipo

de moléculas es util en la industria, por ejemplo para la obtencioén de papeles o peliculas

% a) T. Zhang, E. V. Anslyn. Org. Lett. 2006, 8, 1649-1652; b) M. Mazik, H. Cavga. J. Org. Chem.
2006, 71, 2957-2963; ¢) M. Mazik, M. Kuschel, W. Sicking. Org. Lett. 2006, 8, 855-858;
d) S. Litvinchuk, N. Sordé, S. Matile. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 9316-9317; e¢) M. Mazik,
W. Radunz, R. Boese. J. Org. Chem. 2004, 69, 7448-7462; f) M. Mazik, W. Sicking. Tetrahedron
Lett. 2004, 45, 3117-3121; g) M. Mazik, H. Cavga, P. G. Jones. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127,
9045-9052.

Y. Fu, H. Li, W. Hu, D. Zhu. Chem. Commun. 2005, 3189-3191.
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de PVC indicadoras, que permitan la deteccion de los analitos de manera muy rapida,
sencilla y sin la necesidad de ninglin aparato.
La formacion de enlaces covalentes reversibles es util para detectar moléculas de
analito cuando da lugar a sefiales Opticas de transduccion.”' Los enlaces pueden ser
estables, dando lugar a una sonda para el analito (quimiodosimetro) o pueden ser
reversibles, de forma que el quimiosensor (cromoreactivo) se puede utilizar para la
monitorizaciéon continua de la sustancia a analizar’>. Ejemplos relevantes de reacciones
quimicas usadas para la evaluacion 6ptica se muestran en el esquema siguiente.”
o R! OH R!
R_<CF + H—N s —~— R ‘ N‘ 5 pH HO Rl o Rl
3 R SIIT;R R-E + I — R-B: I
O OH HO™ “R? (0] 2
R~ + HO-R' === R+0R' 0 o X
CF3 CF3 S‘Rl
CN R| R-N_ || + HS-R' —> R-N
R R! N-R? R?
Y\ oy * BN —>= R o o
2
NC R N 0 HO._R!
NC RI_NH2 + >—Rl —_— I

+ -pl +_l
R—\ ,0° + HN-R' — R— N-R

0 o HO O~

R4 + HO-S, === RS0
H o H O

Esquema 8: Funciones receptoras que pueden utilizarse para reconocer el analito via

formacion de enlace covalente reversible.

1.2.1. Sensores de aminas, diaminas y aminoacidos

El grupo de Wolfbeis ha introducido recientemente sondas selectivas Opticas para
aminas alifaticas primarias que contienen en su estructura el ion pirilio™”. La sonda 2,6-

dimetilpirilio 48 exhibe un maximo de emision de 665 nm. Cuando esta sonda reacciona

"I G. J. Mohr, Anal. Bioanal. Chem., 2006, 386, 1201-1214.

2G. J. Mohr, Chem. Eur. J., 2004, 10, 1083-1090.

3 G. J. Mohr, Sens Actuators B, 2005, 107, 2-13.

™ B. K. Wetzl, S. M. Yarmoluk, D. B. Craig, O. S. Wolfbeis, Angew. Chem., 2004, 116, 5515-
5517.

7 B. K. Hofelschweiger, A. Diirkop, O. S. Wolfbeis, Anal Biochem, 2005, 344, 122-129.
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con aminas, el color azul cambia a rojo con un maximo de emisién de 602 nm. La

reaccion es irreversible por lo que se puede utilizar para cuantificar aminas (Esquema 9).

49
Esquema 9

M. Comes y colaboradores han utilizado una estructura similar, 4-(4-aminofenil)-
2,6-difenilpirilio 50 para la deteccién de aminas alifaticas en solucién acuosa,’® mediante
un cambio de color de magenta a amarillo. Para inducir selectividad en el reconocimiento
se uni6 covalentemente el derivado de pirilio a un material de silica mesoporoso llamado
MCM-41. El sistema poroso favorece la entrada de aminas de cadena media como n-
heptil-, n-octil- y n-nonilamina, mientras que no se producen cambios de color para
aminas con cadenas alquilicas muy cortas o muy largas. El mismo sensor se introdujo en
cavidades de zeolita Beta observandose de nuevo selectividad a aminoalcanos lipofilos

lineales, pero no respuesta frente a aminas voluminosas o hidrofilicas’’ (Figura 31).

| |
o o
l' l-
I I

S S
_ i i

Figura 31

® M. Comes, M. D. Marcos, R. Martinez-Mafiez, M. C. Millan, F. Sancenén, J. Soto, L. A.
Villaescusa, P. Amords, D. Beltran, Adv. Meter., 2004, 16, 1783-1786.

7M. Comes, M. D. Marcos, R. Martinez-Mafiez, M. C. Millan, J. V. Ros-Lis, F. Sancenén, J. Soto,
L. A. Villaescusa, Chem. Eur. J., 2006, 12, 2162-2170.
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El grupo de trabajo ha sintetizado un sensor de aminas que absorbe a otras
longitudes de onda mediante la incorporacion de un derivado de dicianometileno indeno
51 dentro del mesoporo de MCM-417®. En este caso se observa que las particulas del
sensor tienen mas afinidad por aminas de cadena alifatica media. El cambio de color
observado va de morado a naranja palido, con desplazamientos en el maximo de
absorbancia que van desde 554 nm a 445 nm. En este caso, las particulas del sensor son
mas sensibles a aminas con cadenas alquilicas largas, n-nonilamina, n-decilamina y n-

undecilamina, y no dan respuesta a cianuro, hidréxido o cationes (Figura 32).

CN 51
Figura 32

Secor y colaboradores han utilizado un elemento diferente para inducir la
selectividad en el reconocimiento de aminas’® mediante un receptor bifuncional para
diaminoalcanos y aminoacidos relacionados, como ornitina y lisina. Cuando el dimero del
aldehido de quinolona 52 reacciona con diaminopropano se observa un desplazamiento en
el maximo de absorbancia de 440 nm a 470nm, con un aumento de la fluorescencia a 530
nm. La mayor selectividad de 52 se observa para 1,3-diaminopropano, seguido de lisina,

ornitina, 1,5-diaminopentano y 1,4-diaminobutano, formando bis-iminas (Figura 33).

8 S. Basurto, T. Torroba, M. Comes, R. Martinez-Maiiez, F. Sancenon, L. A. Villaescusa, P.
Amords, Org. Lett., 2005, 7, 5469-5472.
" K. Secor, J. Plante, C. Avesta, T. Glass, J. Mater. Chem., 2005, 15, 4073-7077.
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/N N\
So~8
SN o o No~~
52
Figura 33

Tanaka y colaboradores introdujeron un aldehido fluorogénico para la deteccion
de aminoacidos, especialmente, cisteina®®. El derivado de fenantreno fluorescente 53, que
contiene una funcion aldehido reactiva, reacciona con cisteina para formar el derivado de
tiazolidina 54. Como consecuencia de esta reaccion quimica especifica, la fluorescencia
aumenta significativamente. Solo el glutation muestra un pequefio aumento en la
fluorescencia mientras que los otros aminoacidos investigados (metionina, serina, lisina,
prolina, histidina, etc.) no muestran ninguna respuesta. A partir de este uso selectivo, y de
la respuesta irreversible, los autores concluyeron que la tiazolidina 54 en lugar de la
formacion hemiaminal o imonio fue la responsable de la selectividad observada hacia la

cisteina (Esquema 10).

oo g

55

COOH

Esquema 10

Sasaki y colaboradores han utilizado la funcién tricloroacetilo para detectar

. , . 81 . . . . . .
aminoacidos” . Sintetizaron un derivado bifuncional 56, donde el primer grupo
tricloroacetilo fue utilizado para formar un hemiaminal con la funcién amino, mientras

que el segundo reacciona con la funcion carboxilato. El fluoroionéforo 56 muestra un

% F. Tanaka, N. Mase, C. F. Barbas, Chem. Commun., 2004, 1762-1763.
81'S. Sasaki, G. Monma, D. Citterio, K. Yamada, K. Suzuki, Chimia., 2005, 59, 204-208.
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aumento significativo de su fluorescencia cuando se expone a glicina, cisteina y
fenilalanina en disolucioén o colocado en una capa fina de PVC que se pone en contacto

con aminoacidos (Figura 34).

f PPeY
(0) (0)

CF,

CF
3 56

Figura 34

Un indicador para aminas aromaticas, desarrollado por Roland y colaboradores,
consiste en 3,5-dicloro-BODIPY 57 que muestra una reactividad significativa hacia
aminas,”” mostrando cambios de absorbancia y fluorescencia, y que puede ser utilizado

para la deteccion de aminas menos nucleofilicas (Esquema 11).

NH,
y N + —_— / Z N=
/N\B,N \B\'
od % 4 O/NH F F Cl
57 58
Esquema 11

Oguri y colaboradores encontraron que el 2,3-naftalendicarboxaldehido 59 actiia
. . . . . 83
como un reactivo de color selectivo para histamina en ausencia de reductor,”” mostrando

un aumento de la absorbancia. No se observa una formacién de color igual para el caso de

82 T. Rohand, M. Baruah, W. Qin, N. Boens, W. Dehan, Chem Commun., 2006, 266-268; Anal.
Chim. Acta, 2006, 556
$'S. Oguri, A. Mizusawa, M. Kamada, M. Kohori, Anal. Chim. Acta, 2006, 558, 326-331.
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aminoacidos como glicina, alanina, arginina, lisina, triptofano o aminas biogénicas como
cadaverina, putrescina, espermidina o tiramina, mientras que se observaron interferencias
significativas por histidina y serotonina. Los autores también desarrollaron una técnica

para enriquecer la histamina a partir de una muestra retenida en silicagel (Esquema 12).

H,N
CHO
+ /J/ N —— desarrollo de color
CHO N/)

59 H  histamina
Esquema 12

Otro método consiste en el uso de moléculas receptoras colestéricas, por ejemplo
el colesteril ester del acido 4-trifluoroacetilbenzoico 60, el cual es sensible a vapores de
amina.* (Figura 35). Para obtener una pelicula estable del sensor se combind con
polimero dispersado en una pelicula de cristal liquido, que mostré un desplazamiento en el
maximo de reflectancia y un cambio de color de azul a verde en presencia de vapores de
I-butilamina, selectivamente con respecto a dietilamina, debido a que las aminas

primarias interaccionan mejor con el trifluoroacetilo de 60 para formar un hemiaminal.

Figura 35

1.2.2. Deteccion de agentes de guerra organofosforados

En un intento de detectar agentes de guerra organofosforados, Ilhan y
colaboradores desarrollaron un quimiosensor derivado del antraceno, con alta solubilidad
en disolventes polares debido a la introduccion de grupos tetraetilenglicoxilo dentro de su

estructura 61*° que no muestra fluorescencia a causa de la transferencia electronica

¥ N. Kirchner, L. Zedler, T. G. Mayerhéfer, G. J. Mohr, Chem. Commun., 2006, 1512-1514.
% F. Ilhan, D. S. Tyson, M. A. Meador, Chem. Mater., 2004, 16, 2978-2980.
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fotoinducida de la amina al antraceno. La reaccion con diclorotiofosfato, dicloruro
metilfosfonico o cloruro dimetilfosfinico dio lugar a la generacion de fluorescencia verde.

Inmovilizando 61 sobre silica se observa un aumento similar de fluorescencia (Figura 36).

PEG

PEG 61

Figura 36

El grupo de investigacion de David Walt presentd un estudio para la deteccion de
vapores reactivos de un agente organofosforado de guerra por inmovilizacion de la
fluoresceinamina 62 sobre microcapas de polimero®. Esta operacion se basa en el hecho
de que los agentes nerviosos poseen funciones reactivas que inhiben Ia
acetilcolinoesterasa y que esas mismas funciones pueden reaccionar con indicadores
fluorescentes. La fluoresceinamina 62 muestra una fluorescencia débil que aumenta

significativamente mediante reaccion con dietilclorofosfato, (Esquema 13).

O\
NHZ '\P\’O\/
HN
cl 0\
o \/Oxl'),O\/ O
1] 0
OH o
O S
A
HO (0] o O
HO (0] 0O 63
62
Esquema 13

%'S. Bencic-Negale, T. Sternfeld, D. R. Walt, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 5041-5048.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral

41



42

Introduccion

Dale y Rebek utilizaron una reaccion en dos pasos para detectar agentes
nerviosos.’” El sensor 64 no es fluorescente, pero la ciclacion de 64 para formar la sal de
amonio 66 en presencia de dialquilcloro- o fluorofosfatos aumenta la fluorescencia en 22
veces. Los autores también prepararon una dispersion de 64 sobre papel de filtro y

observaron un aumento visible de la fluorescencia cuando se expone a vapores de

(J
O‘ o=t OO (L
géo\/ O

—_— ! —_—
L L

Esquema 14

diisopropilfluorofosfato (Esquema 14).

O
W

N+
HAN
1.2.3. Deteccion de formaldehido

Kawamura y colaboradores desarrollaron un sensor de mano de gas formaldehido
para la deteccion del llamado sindrome del edificio enfermo®. Para esto gotearon
soluciones del reactivo 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol 67 junto con
hidréxido potasico acuoso sobre un filtro de cristal, justo antes de cada medida. Cuando el
filtro que contiene esta mezcla acuosa se expuso a formaldehido acuoso con un flujo de
400 mL/min se observé un color purpura con un maximo de absorbancia en torno a 540
nm, observada a través de un dispositivo con un LED como fuente de luz y un fotodiodo
para la deteccion de luz reflejada. La sensibilidad del dispositivo estuvo en el rango de
0.04-1 ppm y no dio respuesta a interferentes como alcoholes, cetonas, acido acético o
amoniaco en concentraciones hasta 1000 ppm, mientras que se observd una respuesta

menor para acetaldehido y glutaraldehido (Esquema 15).

7T.J. Dale, J. Rebek, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 4500-4501.
8 K. Kawamura, K. Kerman, M. Fujihara, N. Nagatani, T. Hashiba, E. Tamiya, Sens Actuators B,
2005, 105, 495-501.
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NH, N=\
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67 68
Esquema 15

Toda y colaboradores presentaron un sistema portatil para la deteccion continua
de formaldehido gaseoso basado en una reaccion cromogénica. Desarrollaron un sistema
stopped-flow utilizando una unidad depuradora de difusion para enriquecer formaldehido
y después se eluy6 el formaldehido con una disolucion buffer para reaccionar con la 3-
metil-2-benzotiazolona hidrazona 69 y FeCl;, dando un color intenso a 629 nm. El limite

de deteccion fue 0.08 ppb, y el tiempo de medida medio fue de 5 min® (Figura 37).

/
N NH,
g
S 69

Figura 37

Salahuddin y colaboradores han descrito una nueva reaccion quimica para la
deteccion de aldehido basada en la fragmentacion de enlaces oxima de estructuras
cromogénicas/fluorogénicas que tiene lugar a temperatura ambiente’. Sintetizaron
oxiaminas de nitrofenoles (70) y umbeliferonas que reaccionan con aldehidos a pH neutro
para formar oximas (71) que sufren reacciones de fragmentacion (B-eliminacion) en
presencia de catalizador albumina de suero bovino (BSA) para dar aniones fenolato (72)
coloreados o fluorescentes. Como ejemplo, la microvaloracion de O-(4-nitrofenil)-
hidroxilamina (70) con formaldehido en buffer a pH = 7.2, da lugar al aumento
irreversible de la absorbancia a 405 nm en el rango de 1 uM-4mM de formaldehido

(Esquema 16).

% K. Toda, K. I. Yoshioka, K. Mori, S. Hirata, Anal. Chim. Acta, 2005, 531, 41-49.
'S, Salahuddin, O. Renaudet, J. L. Reymond, Org. Biomol. Chem., 2004, 2, 1471-1475.
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Esquema 16
1.2.4. Deteccion de perdxido de hidrogeno

Chang y colaboradores disefiaron una sonda optica de celda permeable para
peroxido de hidrégeno utilizando el 3”,6’-bis(pinacolatoboron)fluorano 73°' que no es
fluorescente a pH = 7 y no absorbe en el visible debido a su forma lactona. Expuesto a
peroxido de hidrégeno sufre la desproteccion hidrolitica de las funciones boronato,
generando una fluoresceina abierta coloreada y fluorescente a 510 nm, excitando a 450
nm. En células vivas 73 es permeable a la membrana y responde a peroxido de hidrégeno

en un rango del orden de los micromoles (Esquema 17).

HO o) [0)
S S 900
o) (0] H,0, Z
-t OH
0 (J
Q (0] 72 73

Esquema 17

Xu 'y colaboradores desarrollaron un quimiosensor disulfonato de
naftofluoresceina 74 en que la fluorescencia y la absorbancia se desplazan hasta cerca del
infrarrojo cercano en la deteccion’. El quimiosensor inicial es una lactona incolora que se
hidroliza en presencia de peroxido de hidrogeno, formando la naftofluoresceina (75)
coloreada y fluorescente con un maximo de fluorescencia a 662 nm (excitacion a 602 nm).
El sensor mostrd una calibracion lineal en el rango de 6 nM - 4 uM de peroxido de

hidrégeno y un limite de deteccion de 81.5 pM en una mezcla DMSO/buffer (1:9) a pH

TM.C.Y. Chang, A. Pralle, E Y. Isacof, C. J. Chang, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 15392-15393.
2 K. Xu, B. Tang, H. Huang, G. Yang, Z. Chen, P. Li, L. An, Chem Commun., 2005, 5974-5976.
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7.4, con buena selectividad, y puede ser utilizado para controlar concentraciones

nanomolares de peroxido de hidrogeno en células vivas (Esquema 18).

HO

(0] (0]
A0 (0 )
S\\ //S,
"oy C QG
hic L cn,

(0]

O % -

Esquema 18

H,0,

Maeda y colaboradores han sintetizado derivados comparables de fluoresceina con
sustituyentes cloro- y fluoro-, por ejemplo el compuesto 76, observando una selectividad y
sensibilidad comparable (5 pmol a 9 nmol de peroxido de hidrogeno), aunque con

aumento de fluorescencia en torno a 524 nm, excitando a 492 nm” (Esquema 19).

F F

o
yo o) 0-
H;C O O
F F
F o F
& (J o
(o 76 77

Esquema 19
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1.2.5. Deteccion de 6xido nitrico y anion nitrito

Una revision dedicada al uso de sensores fluorescentes para especies nitrogeno
reactivas cubre la deteccion de oOxido nitrico, anién peroxinitrito y algunos de sus
derivados en fluidos bioldgicos y no biologicos.”* Como ejemplo representativo, Bru y
colaboradores han utilizado un polimero dopado con 1,2-diaminoantraquinona 78 para

detectar 6xido nitrico y nitrito mediante formacién de triazoles 79.°° Asi, polimerizaron 2-

% H. Maeda, Y. Fukuyasu, S. Yoshida, M. Fukuda, K. Sueki, H. Matsuno, Y. Yamauchi, K.
Yacida, K. Hirata, K. Miyamoto, Angew. Chem., 2004, 116, 2443-2445.

% A. Gomes, E. Fernandez, J. L. F. C. Lima, J. Fluoresc., 2006, 16, 119-139.

% M. Bru, M. 1. Burguete, F. Galindo, S. V. Luis, M. J. Marin, L. Vigara, Tetrahedron Lett., 2006,
47, 1787-1791.
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hidroxietilmetacrilato y etilenglicoldimetacrilato en presencia de 1,2-diaminoantraquinona
para dar capas delgadas de polimero de color rojo y las expusieron a disoluciones acuosas
de oxido nitrico a pH = 7.4, observando que el maximo de absorbancia a 520 nm
desaparecia, formandose un nuevo maximo de absorbancia a 350 nm. Aunque 78 no
estaba unido covalentemente a la matriz polimérica, no se observaron perdidas por
lixiviacion al almacenar la capa en una disolucion de agua tamponada a pH = 7.4 durante
6 meses. Se encontré6 un cambio similar de color para el caso del anion nitrito en una
solucion de acido acético al 1%, dando una correlacion lineal en el rango del limite de

deteccion de 120 uM (Esquema 20).

O NH, O HN-N
O‘O NH2 NO + H202/02 N
NO, + H,0/H* O‘O
o 78 (0] 79

Esquema 20

Zguris y Pishko han desarrollado un hidrogel de poli(etilenglicol) fluorescente
para detectar 6xido nitrico en disolucién acuosa, ® insertando 4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoresceina 80 en la microestructura del hidrogel, utilizando métodos
fotolitograficos sobre sustratos de cristal. La capa de sensor mostré un aumento lineal de
fluorescencia a 515 nm (excitacion a 480 nm) mediante exposicion a 0.5-8 M de 6xido

nitrico en una disolucion de fosfato a pH = 7.4, dando respuesta irreversible (Figura 38).

Figura 38

% J. Zguris, M. V. Pishko, Sens Actuators B, 2006, 115, 503-509.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Introduccion | 47

1.2.6. Deteccion de péptidos y proteinas a través de grupos tiol

Saimaru y colaboradores sintetizaron el quimiosensor no fluorescente 81 para
analizar péptidos y proteinas mediante su reactividad con tioles’’. Por interaccion de 81
con proteinas y péptidos a pH = 9.0, en presencia de una guanidina y un derivado de 4cido
colico, se formaron derivados altamente fluorescentes con maximos de excitacion y
emision a 426 nm y 540 nm, respectivamente. Posteriormente se aislaron proteinas y
péptidos como albiimina de suero bovino, o-lactoalblimina, insulina, calcitonina,
somatostatina y oxitocina via HPLC, seguidas de digestion enzimatica e identificacion de

las proteinas derivatizadas mediante ESI-MS/MS (Esquema 21).

F R‘S
/N\ /N\
- Se R—SH Se
~_/
0=S_ .CH 0= .CH
o N/\I}I 3 d,S\N/\lTI 3
H H
CH; 81 CH; 82
Esquema 21

1.2.7. Deteccion de sacaridos

Se han publicado varias revisiones sobre sensores fluorescentes de sacaridos que
contienen en su estructura boro.”® * ' Generalmente los sensores para sacaridos se basan
en la formacion reversible de un éster ciclico entre el acido borénico receptor unido a la
molécula indicadora y la funcion diol de los sacaridos. La formacion del éster afecta a la
acidez de Lewis del atomo de boro, provocando cambios en la transferencia de carga

interna, en la transferencia foto-inducida del electron o en la transferencia de energia.

7 H. Saimuru, M. Masuda, C. Toriumi, T. Santa, E. Ichikawa, N. Takamura, K. Imai, J. Mater.
Chem., 2005, 15, 2865-2872.

% H. Cao, M. D. Heagy, J. Fluoresc., 2004, 14, 569-584.

% H. Fang, G. Kaur, B. Wang, J. Fluoresc., 2004, 14, 481-488.

1%°S. Shinkai, M. Takeuchi, Biosens Bioelectron, 2004, 20, 1250-1259.
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Badugu y colaboradores han desarrollado una sonda ratiométrica'® en que la
presencia de sacaridos causa una interaccion que favorece la transferencia de carga
intramolecular. La sonda 83 muestra un maximo de absorbancia a 490 nm en tampdn
fosfato a pH = 7.0, que se desplaza a 500 nm en presencia de fructosa, con cambio de
color de amarillo a naranja. La interaccion del acido bordnico con los sacaridos genera
una forma aniodnica de corto periodo de vida que afecta a la capacidad electron-donadora
del grupo amino hacia el grupo nitro, con cambio de color. La sensibilidad para fructosa

fue de 0.2 a 20 mM, mientras que para glucosa fue de 1 a 100 mM (Esquema 22).

O,N NH O,N NH
IR /()H sacaridos 7 (\)/>
N 4 N B 4— N\ , N B\

B.
OH 83 o HO 84
Esquema 22

Trupp y colaboradores han desarrollado una hemicianina 85 que tiene su maximo
de absorbancia a 460 nm y su maximo de emision a 600 nm, y muestra aumentos
importantes en su fluorescencia en presencia de sacaridos en disolucion acuosa a pH
fisiologico.* El aumento méaximo de la sefial de 85 fue de un 86% y se debi6 a su
exposicion a D-fructosa a pH = 7.13. La funcioén N-hidroxietilo del fluoroforo aumenta su
solubilidad en disolucion acuosa y puede ser utilizada para unir el sensor a matrices
poliméricas (Esquema 23). Se ha descrito un mecanismo similar de reconocimiento de

sacaridos con derivados de 2-borobencilquinolinio.'**

R]
HO R! R?
\
: ,—< *%5-om o R2 : ,—-</ —: B/O
HO 85 HO
Esquema 23

1T R. Badugu, J. R. Lakowicz, C. D. Geddes, Dyes Pigments, 2006, 68, 159-163.
192 R. Badugu, J. R. Lakowicz, C. D. Geddes, J. Fluoresc., 2003, 13, 371-374.
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Trupp y colaboradores sintetizaron un derivado estructural de naftalimida con
reactividad similar hacia sacaridos, basandose en el mecanismo de trasferencia de energia
fotoinducida. El quimiosensor 87 muestra un aumento de fluorescencia de 130% a 530 nm

(excitacion a 410 nm) en presencia de D-fructosa a pH = 7.15 (Figura 39).

0, /
e
AR
HO O N ,B-OH
(0) / HO 87

Figura 39

Por ultimo, Zhao y colaboradores han desarrollado un quimiosensor
enantioselectivo para azicares con grupos carboxilicos, a través de la sintesis de acidos
borénicos quirales como 88.'" Estos quimiosensores, basados en antraceno, mostraron un
gran aumento de luminiscencia a 429 nm (excitacion a 365 nm) cuando se expusieron a
azucares quirales acidos en una solucion al 52% de metanol en buffer, especialmente,
acidos D- y L-tartarico, acido D-glutarico y acido D-gluconico. La enantioselectividad
(Kr:Ks) fue de 490:1 para el acido D-tartarico y de 1:550 para el acido L-tartarico (Figura
40).

HO, oH

oPpe
H;C” N
N._CH;
Qg r
B

HO' \OH
88

Figura 40

193 3. Zhao, M. G. Davidson, M. F. Mahon, G. Kociok-K6hn, T. D. James, J. Am. Chem. Soc., 2004,
126, 16179-16186.
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Haciendo uso de la experiencia en el campo de las sondas moleculares'™ que tiene
el grupo de trabajo, en esta Tesis Doctoral se pretende abordar el disefio de sensores
fluorogénicos selectivos para biomoléculas de pequefio tamafio, especialmente
aminoacidos ¢ hidroxiacidos de especial interés, y metabolitos neutros de interés
bioldgico, debido a que el nimero de quimiosensores Opticos para analitos organicos es
escaso.'” También queremos preparar sensores cromogénicos o fluorogénicos de
contaminantes medioambientales organicos para los que no hay actualmente métodos
fiables de deteccion, como el metilmercurio, asi como contaminantes inorganicos
comunes, como el i6n cobre(Il), cuya deteccion sistemdtica y fiable no ha sido atn
resuelta, mediante la preparacion de quimiosensores fluorogénicos diferenciales.'®
Recientemente, el grupo de trabajo ha puesto a punto una nueva familia de sondas
fluorogénicas intrinsecas muy selectivas,'®’ capaces de desarrollar grandes diferencias de
fluorescencia en presencia de determinados analitos debido a un solvatocromismo
elevado, que les convierte en sondas sensibles no s6lo a un determinado grupo funcional
cargado, dependiendo del receptor afiadido, sino que son capaces de interaccionar con los
grupos funcionales secundarios, lo que les convierte en sondas diferenciales entre series
analogas de biomoléculas. La mayor parte de los grupos de investigacion que trabajan en
sondas fluorogénicas utilizan colorantes fluorescentes tradicionales (rodamina,
fluoresceina, acridina, escuarina, BODIPY, antraquinonas, cianinas, derivados de
antraceno o perileno, etc),'”™ muchos de ellos comerciales o ligeramente modificados, por
lo que la mayor parte de los esfuerzos de esos grupos consisten en la generacion de nuevos
receptores para la deteccion de moléculas organicas cargadas, especialmente aniones en

agua, que es el campo al que se orientan la mayor parte de los esfuerzos en la

1% (a) S. Basurto, O. Riant, D. Moreno, J. Rojo, T. Torroba, J. Org. Chem. 2007, 72, 4673-4688.
(b) L. S. Evans, P. A. Gale, M. E. Light, R. Quesada, Chem. Commun. 2006, 965-967. (c) P. A.
Gale, R. Quesada, Coord. Chem. Rev. 2006, 250, 3219-3244. (d) P. Prados, R. Quesada,
Supramolec. Chem. 2008, 20, 201-216.

195 (a) T. W. Bell, N. M. Hext, Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 589-598. (b) G. J. Mohr, Chem. Eur. J.
2004, 10, 1082-1090.

19 5. J. Lavigne, E. V. Anslyn, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 3118-3130.
197 M* Teresa Gomez Martinez, Tesis Doctoral, 25 de septiembre de 2008.
1% M. Sameiro T. Gongalves, Chem. Rev. 2009, 109, 190-212.
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: 109 : ;.
actualidad.'” La ventaja que ofrecen las nuevas sondas fluorogénicas que se van a
desarrollar a lo largo del proyecto de Tesis es que su modo de accion difiere de las sondas
conocidas, permitiendo la deteccion selectiva de especies para las que no existe en la

actualidad ningiin modo de deteccion.

199 (a) T. Gunnlaugsson, M. Glynn, G. M. Tocci, P. E. Kruger, F. M. Pfeffer, Coord. Chem. Rev.
2006, 250, 3094-3117. (b) I. Stibor, Top. Curr. Chem. 2005, 255, 1-229.
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Objetivos

Las razones para el planteamiento de la siguiente Tesis Doctoral estan inspiradas
en la importancia que ha adquirido el desarrollo de sensores quimicos moleculares
fluorogénicos y cromogénicos en los tltimos afios a nivel internacional. Estos son
sistemas que presentan un doble interés, uno cientifico basico (estudios de interacciones
huésped-receptor-colorante en relacion a la sefializacion de procesos de coordinacion) y
otro aplicado, sobre el desarrollo de sistemas de deteccion de especies quimicas de interés
mediante simples cambios de color y/o emision fluorescente. En este area el grupo de
investigacion en que se realiza la Tesis Doctoral ha trabajado en la deteccion de cationes y
en mucha menor medida en la deteccion de aniones y especies neutras, sin embargo en el
ultimo periodo el grupo de trabajo ha puesto a punto una nueva familia de sondas
fluorogénicas intrinsecas muy selectivas, capaces de desarrollar grandes diferencias de
fluorescencia en presencia de determinados analitos, por lo que en la presente Tesis
Doctoral se pretende desarrollar la capacidad que tienen estas sondas para interaccionar de
forma no covalente con los analitos, con el fin de realizar la deteccion selectiva de
miembros determinados entre series analogas de biomoléculas, asi como la deteccion

selectiva de especies para las que no existen en la actualidad quimiosensores especificos.
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El objetivo general de la Tesis Doctoral es el desarrollo de sistemas sensores
capaces de reconocer biomoléculas de pequefio tamaifio: m-aminoacidos, o,m-bis-
aminoacidos y m-amino-o-hidroxiacidos metabolicos, contaminantes medioambientales
organicos o inorganicos de alto riesgo: catidon metilmercurio y cation cobre(Il), y la
discriminacién selectiva de miembros de series homologas o de familias de metabolitos
relacionados, por ejemplo, diferenciacion entre creatinina y creatina, deteccion diferencial
de suplementos deportivos como carnitina o arginina, deteccion de inhibidores GABA

como pregabalina o gabapentina, o deteccion y diferenciacion de aminas biogénicas.

Objetivo especifico 1: Desarrollo de una sonda cromogénica orientada a la

deteccion y especiacion de mercurio(ll) y cation metilmercurio(ll).

La contaminacion medioambiental por derivados de mercurio(Il) tiene gran
importancia a causa de la enorme cantidad de mercurio que se emite al medio ambiente
por la accion humana. De las especies de mercurio metal que pueden encontrarse en el
medio ambiente, la que tiene mas importancia es el cation metilmercurio, que se produce
en el medio ambiente por bacterias a partir de mercurio(Il) en agua. El catidon
metilmercurio es lipofilico, con lo que tiende a acumularse en organismos vivos, como por
ejemplo peces, por lo que puede entrar en la cadena alimentaria creando un gran riesgo
por su toxicidad neuroldgica, especialmente en mujeres embarazadas, por el riego que

supone para el normal desarrollo del feto.'

En esta parte de la Tesis Doctoral se llevara a cabo el desarrollo de sondas
cromogénicas para mercurio(Il) y cation metilmercurio(Il) y para la especiacion de cation
metilmercurio y mercurio(Il), basados en el cambio de color combinado con la

metilacidon/desmetilacion de la sonda.

Se prevé utilizar los productos en protocolos de deteccion de cation
metilmercurio(Il) y de especiacion de cation mercurio(Il) y cation metilmercurio(Il) en

disolucion acuosa, procedentes de muestras de origen sintético o biologico.

'F. Zahir, S. J. Rizwi, S. K. Hag, R. H. Khan, Environ. Toxicol. Pharm. 2005, 20, 351-360.
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El propésito de esta parte del trabajo sera el estudio de la capacidad de deteccion
de los compuestos en distintos disolventes hibridos orgéanico-acuosos, con especial
atencion a determinar las estructuras de los intermedios formados y los valores de las
constantes aparentes de asociacion de los mismos en solucion organica y en presencia de

agua.

Objetivo especifico 2: Desarrollo de nuevos materiales sensores orientados a

la deteccion fluorogénica de cobre(ll).

El grupo de trabajo ha estudiado previamente la sintesis y propiedades quimico-
fisicas de derivados de indeno que presentan comportamiento como sensores quimicos.
Ademas de buscar una buena selectividad frente aniones y cationes en disolventes
organicos aproticos, como MeCN, DMSO,... y en disolventes proticos, como el metanol o
etanol, también se busca una buena selectividad y sensibilidad en medios acuosos o

parcialmente acuosos.

La escasa selectividad y sensibilidad de estos compuestos ha llevado al estudio de
derivados de indeno que lleven un grupo fluorogénico, mediante la introduccion de un
sustituyente quinolina en la posicion 5 de la indanona, a través de una reaccion de
acoplamiento de Suzuki entre el haldégeno y el acido bordnico correspondiente. Para
complementar su actividad como quimiosensor se quiere introducir en la posicion 3 un
grupo capaz de formar quelatos, buscando asi una mejor selectividad frente a cationes y/o
aniones en medios acuosos o parcialmente acuosos, y dar lugar a nuevos quimiosensores

fluorogénicos.

Como objetivo se planted obtener un compuesto que presente un comportamiento,
adecuado a lo pretendido como sensor quimico optico, debido a la alta conjugacion de los

compuestos de este tipo.

El propodsito de esta parte del trabajo serd el estudio de los cambios

espectroscopicos de dicho compuesto, tanto en sus espectros de absorcion en UV-Vis,
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emision fluorescente, como en resonancia magnética nuclear, que pudieran ser de utilidad

como detectores de cationes y aniones, orientado a la deteccion de cobre(1l).

Objetivo especifico 3.- Desarrollo de nuevos protocolos de reconocimiento
fluorogénico para la deteccion selectiva de algunos aminoacidos y sus metabolitos de

interés biosanitario.

Esta seccion esta dirigida al disefio, preparacion y estudio de ligandos capaces de
actuar como sondas fluorogénicas en disolucion para la complejacion y deteccion de

aminoacidos y sus metabolitos de interés biologico.

De entre las distintas aproximaciones que se pueden emplear para el disefio de
quimiosensores haremos uso de la aproximacion de sondas intrinsecas de la que se ha
hecho mencion en la introduccion. Para llevar a cabo un disefio racional de los ligandos es
preciso establecer con claridad cuales son las unidades sefializadoras y las unidades
complejantes de mayor interés para conseguir una complejacion fuerte y selectiva y una
transduccion eficaz y facil de detectar. Asi, se llevara a cabo la preparacion de ligandos
adecuados para la complejacion y deteccion de carboxilatos y grupos amonio,

especialmente orientado a la deteccion de aminoacidos.

Terminada la preparacion de los ligandos deseados se llevaran a cabo estudios de
reconocimiento con diversos aminoacidos tanto comunes (alfa-aminoacidos) como menos
comunes (beta-aminoacidos), asi como frente a sus metabolitos de interés (omega-
aminoacidos, bis-aminoacidos, aminas biogénicas, dipéptidos), especialmente aquellos
que sirven como marcadores de procesos fisioldgicos andmalos o constituyen aditivos
alimentarios o farmacéuticos. En todos los casos se estudiara la influencia de la longitud
de la cadena y el efecto que puedan originar otros grupos funcionales presentes,
especialmente un segundo grupo amino presente en los bis-aminoacidos y en los

dipéptidos como carnosina.

En resumen, el trabajo puede dividirse de la siguiente manera:
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1. Sintesis y caracterizacion de los ligandos objeto de estudio y de los

correspondientes sistemas de control monofuncionalizados.

2. Estudio de la capacidad complejante de los ligandos en distintos disolventes
con especial atencion a determinar las estequiometrias de los complejos
formados, los valores de las constantes de complejacion y la geometria
de los complejos de los mismos en soluciéon organica y cuando sea

posible en presencia de agua.

3. Estudio de la capacidad de deteccion de los ligandos en presencia de
aminoacidos comunes y menos comunes, asi como sus metabolitos de
interés, aminas biogénicas, dipéptidos, etc. Se llevaran a cabo estudios
tanto de UV como de fluorescencia y se valorara la influencia del agua o

de otros disolventes proticos en la capacidad sensora.
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PARTE |. DESARROLLO DE
UNA SONDA CROMOGENICA
DE MERCURIO(II).






Discusion de resultados
Parte I. Desarrollo de una sonda cromogeénica de mercurio(ll)

Uno de los metales pesados que mayor preocupacion genera en los problemas
medioambientales es el mercurio. Pese al control existente en la actualidad y las
legislaciones en busca de una utilizacion cero del mismo, la interferencia del hombre en el
ciclo natural del mercurio es muy importante.'! La facilidad de acumularse en lechos
marinos y sufrir procesos de transformacion en compuestos que pueden pasar a las
cadenas troficas, con consecuencias letales, hace que la identificacion del cation
mercurio(Il) sea un tema de investigacion importante. Ademas, hay que destacar que,
dentro de las cadenas troficas, el mercurio sufre procesos de bioconcentracion,
principalmente en los animales marinos y en los cereales, lo que hay que tener muy en
cuenta como fuente de contaminacion accidental.

La fuente natural de contaminacién mas importante es debida a la sublimacion del
propio mercurio metal por lo que se crea un ciclo atmosférico’ como via de entrada a las
cadenas troficas. Las fuentes antropogénicas son varias; la utilizacion del mercurio como

fungicida, herbicida y conservante de semillas en agricultura; las papeleras, la industria

! a) W. F. Fitzgerald, C. H. Lamborg, C. R. Hammerschmidt, Chem. Rev. 2007, 107, 641-662. b) 1.
Onyido, A. R. Norris, E. Buncel, Chem. Rev. 2004, 104, 5911-5929.

2K. S. Johnson, J. A. Needoba, S. C. Riser, W. J. Showers. Chem. Rev. 2007, 107, 623-640
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electroquimica, su uso en pinturas y pilas, la industria de los catalizadores, la combustion
de carbones y los vertidos industriales, que son las méas importantes;’ en cualquier caso,
todas estas fuentes terminan aportando mercurio al ciclo atmosférico o directamente al
aguay al suelo.

En la atmosfera, la especie predominante es la de Hg*, formada a partir de otras
especies de mercurio, como el dimetilmercurio, el HgO o el propio Hg metal, en
diferentes procesos quimicos. El mercurio es biotransformado, en especial en el agua de
los océanos, por microorganismos ¢ incorporado a las cadenas tréficas como sales de
metilmercurio; la especie predominante es la de Hg”", muy soluble y que puede ser
bioacumulado directamente por los peces, o seguir un proceso de biotransformacion,
realizado por microorganismos acudaticos, dando lugar a dos especies organicas, el
dimetilmercurio volatil, que se recicla a la atmoésfera y el metilmercurio(l), que se
bioacumula en los peces, y por tanto es incorporado a las cadenas troficas siendo esta la
principal via de exposicion humana a los derivados de mercurio.

Se hace necesario, por lo tanto, poner a punto métodos de deteccion que
permitan monitorizar la presencia de todos estos contaminantes en las propias regiones
donde es mas abundante, en los alimentos® y muy especialmente en peces’.

Las sondas quimicas estan basadas principalmente en la deteccion rapida de
Hg”', normalmente a través de la formacion de complejos que ofrecen respuestas
colorimétricas o fluorimétricas. Para el disefio de sondas que detecten Hg*" hay que tener
en cuenta que el quimiosensor debe ser altamente selectivo frente a otros iones presentes
en la muestra. La quimica de coordinacién del Hg*" debe considerarse para el disefio de

esos sensores. Debido a su configuracion electronica 5d'%6s® y a la baja energia de

> A. P. Wenddroff, Nature, 1990, 347, 623

4 (@) S. G. Capar, W. R. Mindak, J. Cheng, Anal. Bioanal. Chem., 2007, 389, 159; (b) P. Kuba , P.
Houserova, P. Kuba , P. C. Hauser and V. Kuba , Electrophoresis, 2007, 28, 58; (c) B. R.
Vermillion, R. J. M. Hudson, Anal. Bioanal. Chem., 2007, 388, 341.

> (@) S. Yoon, E. W. Miller, Q. He, P. H. Do, C. J. Chang, Angew. Chem., Int. Ed., 2007, 46, 6658;
(b) S.-K. Ko, Y.-K. Yang, J. Tae, I. Shin, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 14150 .
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estabilizacion de campo, el mercurio puede acomodarse a un rango diverso de numero de
coordinacion y geometria, siendo las geometrias lineal y tetraédrica las mas comunes. La
afinidad y selectividad en un quimiosensor para mercurio puede variarse modificando las
unidades de union con el mercurio. El mercurio es un acido blando y el uso de atomos
dadores blandos como azufres aumentara la selectividad y afinidad del sensor quimico;
otro atomo dador adecuado para la coordinacion del mercurio(Il) es el nitrégeno. Asi, es
habitual el uso de heteroéteres corona en los que se introducen atomos de nitrogeno y
azufre en su estructura buscando una mayor selectividad; como en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia., que permite la deteccion fluorimétrica de Hg*" en
peces.® Este sensor combina las buenas propiedades opticas y de solubilidad en agua de la
unidad de sefializacion y la alta selectividad de la unidad receptora hacia el Hg*" gracias a

la presencia de los atomos de azufre en su estructura.
(o]
SPNEt
Oad:
- @‘V

HO

Figura 1: Un quimiosensor fluorogénico de mercurio(ll)
También funcionan para el mismo propdsito estructuras abiertas como los
poliéteres de la jError! No se encuentra el origen de la referencia., que presentan una

alta selectividad para la deteccion fluorimétrica’ de Hg”"

6 S. Yoon, A. E. Albers, A. P. Wong, C. J. Chang. J. Am. Chem. Soc 2005, 127, 16030-16031.
7 J. Wanga, X. Qian, Chem. Commun. 2006, 109—111.
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Figura 2
En este caso se combina el efecto de los tres grupos amida con el de los nitrogenos
de la o-fenilendiamina, lo que hace que la interaccién con el Hg”" sea especialmente
efectiva. Por otro lado, los cuatro grupos hidroxilo de los extremos favorecen la
solubilidad en agua. La naftalimida actia como unidad de sefializacion contribuyendo a la
fluorescencia una vez coordinada con el Hg*".

Otro ejemplo distinto de receptores es el desarrollado en el trabajo de M. K.
Nazeeruddin y colaboradores.® En este caso el compuesto 4 actiia como quimiosensor, es
un complejo de Ru(Il) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) depositado
sobre films de nanocristales de TiO,, esto permite crear un sistema de deteccion insoluble
en agua pero que permite la deteccion de Hg”" en la disolucién por cambio de color del
film.

¥ M. K. Nazeeruddin, D. Di Censo, R. Humphry-Baker, M. Gritzel, Adv. Funct. Mater. 2006, 16,
189-194.
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O -O(C4Hg)yN

0”7 "O(C4Hg)4N a:4 b: 4+HgCl,

4 Figura 3

La coordinacion con el Hg*" se produce sobre las bases blandas del complejo, es
decir, sobre los atomos de azufre y no sobre los grupos carboxilo. El proceso de deteccion
es reversible, recuperandose el color original del film al afiadir sobre el mismo una

disolucion de KI.

Uno de los objetivos principales en el disefio de cualquier quimiosensor de Hg”",
aparte de la selectividad, es la busqueda de un limite de deteccidon 6ptimo para el analito
en estudio. Para ello se han desarrollado distintos métodos. Uno de los que presenta
resultados mas espectaculares es el descrito por Chad A. Mirkin y colaboradores.” En este
caso los quimiosensores estdn basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas con

moléculas de ADN (DNA-AuNPs) (Figura 4).

Catln [
o £ DU

R 3 ) 5 Blank
p AT S R

ST
With Oth
: Thymidine _M "-'-‘{:-é‘h:, %
. s My

JATH

: 5-HS-C,,-T,,TT,-3’

Hg’ ‘\""
: 5°-HS-C,,-A, TA, -3’ 4/ ﬂ?ﬁ} J 3'“}

Figura 4

9J.-S. Lee, M. S. Han, C. A. Mirkin. Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 4093-4096.
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Estas estructuras muestran limites de deteccion de Hg”" en agua de
aproximadamente 20 ppb. La alta selectividad de las timidinas presentes por el Hg>" y los
elevados coeficientes de extincion molar (10° cm™M™) de las AuNPs son los principales
causantes de sus excelentes propiedades.

Otro ejemplo esta constituido por la estructura sintetizada por Li y col'® basada en
dos macrociclos ditio-dioxa-aza como sustituyentes en una estructura de BODIPY (Figura

5).

_ DMS1+Hg*

B2m0 DMS1

-

2

£1su-

£

8100

=

a 4

o

3 501

5 )

w 0+ T T T
550 GO0 650 Too 750 800 5 SO0 GO0 00

Wavelenath (nm) Wavelength (nm)

Figura 5
Esta estructura permite, por un lado, la formacién de una banda de transferencia
de carga ICT y por otro la fluorescencia a través de un proceso de transferencia de

electrones fotoinducida PET.

También son abundantes los casos en los que es con la aproximacion del
dosimetro quimico con la que se puede identificar la presencia de Hg*" tanto por cambios
en la fluorescencia como en el color de las especies que intervienen. B. Liu y col. han
publicado recientemente un dosimetro quimico fluorescente para la deteccion de Hg*" en
medios acuosos'' que consta de un grupo 1,8-naftalimida unido covalentemente a una
tiourea a través de un grupo etilamina. En presencia de Hg®*, la unidad de tiourea
reacciona para dar una imidazolina, que es un grupo con menor caracter electron-dador

que la tiourea, lo que provoca una disminuciéon de la deslocalizacion electrénica, y por

M. Yuan, Y. Li, J. Li, C. Li, X. Liu, J. Lv, J. Xu, H. Liu, S. Wang, D. Zhu, Org. Lett., 2007, 9,
2313-2316.
g Liu, H. Tian. Chem. Commun. 2005, 3156-3158.
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tanto, un desplazamiento hipsocromico de las bandas de absorcion y emision fluorescente

(Esquema 1).

o}
QG
N
o /— HN Hg?* /_/_ O HN
O NHHN— © — > o o
~ o
o

6 7

Esquema 1: Dosimetro quimico fluorescente basado en la 1,8-naftalimida para la deteccién de

mercurio (1) en agua.

Un grupo frecuente en el disefio de dosimetros quimicos de Hg®" es el grupo
escuaridina.'”> Combinando las propiedades de este grupo con la afinidad del Hg*" por los
grupos tiol, Ros-Lis et al. han desarrollado un dosimetro para la deteccion de Hg*" en
medios acuosos, con limites de deteccion menores de 2 ppb."? Asi, mediante una reaccion
de adicion se introduce un grupo propiltiol, que “apaga” el color y la fluorescencia de la
escuaridina inicial. La presencia de Hg”" provoca la eliminacion del grupo tiol y la
obtencion de la escuaridina inicial, lo que se traduce en la reapariciéon de color y
fluorescencia. El dosimetro puede ademas regenerarse mediante adicion de propiltiol, de
manera que puede reutilizarse de nuevo (Esquema 2).

O/\\

o_

R:—N _
(o J

12 A. Ajayaghosh. Acc. Chem. Res. 2005, 38, 449-459.

By v Ros-Lis, M. D. Marcos, R. Martinez-Maifiez, K. Rurack, J. Soto. Angew. Chem. Int. Ed.
2005, 44, 4405-4407.
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Esquema 2: Dosimetro quimico fluorescente basado en la escuaridina para la deteccion de
mercurio (1) en agua.
Otro ejemplo de dosimetro fluorescente especifico de Hg*" en medios acuosos es
el disefiado por Suk-Kyu Chang'* y col. esta basado en una tioamida derivada de la 8-
hidroxiquinolina-benzotiazol (Esquema ) la cual presenta una elevada selectividad frente

al Hg*" originandose la formacion de la correspondiente amida altamente fluorescente:

|

Jonly 3 +Hglll)

Esquema 3: Dosimetro quimico fluorescente basado en una tioamida derivada de la 8-

hidroxiquinolina-benzotiazol para la deteccién de mercurio (11) en agua.

Algunos de los métodos de deteccion mas interesantes son aquellos que permiten
realizar ensayos en vivo, S.-K. Ko y col. han desarrollado un dosimetro que permite la
deteccion de Hg®" en células de organismos vertebrados' gracias a la permeabilidad del
sensor, que responde estequiométricamente al Hg*" en medio acuoso y a temperatura
ambiente. El quimiosensor se basa en la capacidad del Hg®* para promover la ciclaciéon de

una tiosemicarbazida para formar el 1,3,4-oxadiazol (Esquema ):

4 K. C. Song, J. S. Kim, S. M. Park, K.-C. Chung, S. Ahn, S.-K. Chang. Org. Lett. 2006, 8, 3413-
3416.

158K Ko, Y.-K. Yang, J. Tae, I. Shin. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14150-14155.
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H

H 2+ O
R—( >\-—N > R\( D’N‘R'
HN-NH N-N
11 12
4} 4} -HgS
Hg2+ }.Ig+
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R4 = K e
CN-N N-N
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Esquema 4
Tomando como base la Rhodamina e introduciendo el grupo semicarbazida se

forma una estructura (13) capaz de pasar a ser fluorescente en presencia de Hg*":

O g R>—NHPh

N-NH
XOAC
EtHN NHEt
NO FLUORESCENTE FLUORESCENTE
13 14

Esquema 5: Dosimetro quimico para la deteccién de Hg?" en células de organismos

vertebrados.

Algunos compuestos heterociclicos, como las 1,3-ditiol-2-tionas que, en este caso,
llevan una unidad de antraceno, han sido utilizados como dosimetros selectivos de i6n
Hg(Il). En el ejemplo siguiente, el compuesto inicial es escasamente fluorescente,
mientras que el producido mediante reaccion de desulfuracion con Hg(Il) es fuertemente
fluorescente, lo que hace que éste, y otros compuestos parecidos, sean buenos dosimetros

de i6n Hg (IT) (Esquema 6)."°

' G. Zhang, D. Zhang, S. Yin, X. Yang, Z. Shuaia, D. Zhu, Chem. Commun., 2005,

2161-2163.
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=T o=< T

(fluorescencia escasa) (fluorescencia elevada)
15 16
Esquema 6: Dosimetro quimico de mercurio(ll) basado en la unidad de 1,3-ditiol-2-tiona.

Un método selectivo para detectar iones Hg®" utiliza un polimero catidnico
conjugado. El mecanismo de transduccion se basa en una desulfuraciéon promovida por
Hg”". En ausencia de iones de Hg”", el polimero forma un complejo con una
1,3-ditiol-2-tiona anidnica mediante interaccion electrostatica, que apaga la fluorescencia
del polimero a través de transferencia de electrones entre la 1,3-ditiol-2-tiona y el
polimero. Al afadir Hg*, la reaccion de la 1,3-ditiol-2-tiona con el Hg*" hace que se
transforme en 1,3-ditiol-2-ona, inhibiendo el apagado y recuperando la fluorescencia
original del polimero. De esta forma es posible detectar iones Hg** en disolucién acuosa

(Esquema 7)."

fluorescencia escasa fluorescencia elevada
17 18

Esquema 7: Polimero catiénico conjugado utilizado en la deteccion de Hg(l1).

Aunque no existen quimiosensores especificos de cation metilmercurio(Il),
MeHg", algunos de los quimiosensores de mercurio(I) han sido también estudiados como
sistemas sensores de MeHg", en general con baja selectividad.'® Como ejemplo, el grupo

de K. H. Ahn ha desarrollado una sonda fluorogénica basada en la reaccion de

7 H Lu, Y. Tang, W. Xu, D. Zhang, S. Wang, D. Zhu, Macromol. Rapid Commun. 2008, 29,
1467-1471.

'8 ¥ K. Yang, S.-K. Ko, I. Shin, J. Tae, Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 4590-4593.
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oximercuracion, seguida de hidrdlisis, de un viniléter que da lugar a un hidroxiderivado

fluorescente (Esquema 8).19

2
cl c _Hg ¢ cl

CH;Hg*
¢ Coa
NO FLUORESCENTE FLUORESCENTE
19 20

Esquema 8: Oximercuracion e hidrdlisis de un viniléter utilizado en la deteccion de Hg**y
MeHg".

El grupo de I. S. Lee y J. H. Jung ha desarrollado nanoparticulas magnéticas de
Fe;04,@Si0, funcionalizadas con un nuevo derivado aminonaftalimido fluorogénico, que
tiene gran afinidad y selectividad por los iones Hg*" and CH;Hg" sobre otros iones
metalicos, que sirve no solo para la deteccion fluorogénica, sino también para la

., i . 20
separacion magnética de estos iones.

i °;:'
(E10),S1 /\/\HJ\Oﬁvc’fﬂ Q N
o A4

LD
0 NHN

"[Em)JS'MHJLoa‘\VO fu .
) -(\l/) J

TEA/Toluene

Figura 6
También se ha desarrollado un método, por el grupo de R. Martinez-Mafiez y K.

Rurack, en que la determinacién de metilmercurio se realiza mediante materiales

19 M. Santra, D. Ryu, A. Chatterjee, S.-K. Ko, I. Shin, K. H. Ahn, Chem. Commun. 2009, 2115—
2117.

29 M. Park, S. Seo, L. S. Lee, J. H. Jung, Chem. Commun. 2010, 25, 44784480.
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. , . . . . ., - 21
inorgénicos mesoporosos funcionalizados que son capaces de amplificacion de sefiales.

. . 22
En otros casos, los procesos estudiados han resultado ser menos selectivos.

2 E. Climent, M. D. Marcos, R. Martinez-Mafiez, F. Sancendn, J. Soto, K. Rurack, P. Amoros,
Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 8519-8522.

22 X Chen, K.-H. Baek, Y. Kim, S.-J. Kim, L. Shin, J. Yoon, Tetrahedron 2010, 66, 4016-4021.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Discusion de resultados
Parte I. Desarrollo de una sonda cromogeénica de mercurio(ll)

RESULTADOS EXPERIMENTALES:

En primer lugar se realizdo un screening de 21 complejos organometalicos y 3
ligandos desprovistos de metal, todos ellos muy coloreados en disolucion, que presentan
variaciones en su banda de transferencia de carga segln las caracteristicas del medio en
que se encuentran. Se ha evaluado su idoneidad como posibles sensores colorimétricos de
cationes de especial incidencia en contaminacién medioambiental, como es el Hg*". Los
compuestos han sido sintetizados por el grupo del Profesor Gabriel Garcia Herbosa, del
area de Quimica Inorgénica. Dichos compuestos pueden soportar interacciones acido-
base, bien por la existencia de protones acidos en el ligando unido al Paladio(II) (serie
ABI), o por la posibilidad de producirse procesos de apertura-cierre que modifiquen las
caracteristicas en las bandas de transferencia de carga de los compuestos originales (serie

RIV, OCG).

Serie ABI
= BF4 (BF4),
Y Q\K il
N-pg CH,3 hPh
_N Pd-pCPh H— Pd\p\ ,p/Pd N Pd—
H-N o C
3 Ph Hz Ph H-N
CH,
T ABI252 ABI 340

ABI 335

W - DA o \/()QK
\((lerN‘\N |\ / \ /lN N/CF\N

N Pd—_ X __Pd" N

H-N H-N 0NN ON-H NNN
©C7H7 @ Cer
CH,

ABI 224 ABI 226 ABI 307

J 1O C 0

N N/ N\ 7/ N
@ C>\( N TN N T B /CH
N y-N NNN “CHs

FCgHa
ABI 309 ABI 326-2 ABI 273 - ABI254
Figura 7
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Aquellos complejos que poseen atomos de hidroégeno unidos a los atomos de
nitrogeno del ligando presentan una alta sensibilidad al pH del medio debido a la acidez
de estos protones, en consecuencia, no los hace interesantes para su estudio como sensores
de aniones (sus equivalentes con grupos metilo en estas posiciones no varian al tratarlos
con la serie de aniones) ya que no responden al tipo de anion afiadido; por otro lado,
respecto a cationes, aunque en el alglin caso si se producen cambios de color selectivos, la
estabilidad de los complejos formados no se mantiene en medio acuoso. En ninguno de los
productos de la serie parece importante el hecho de que tenga uno o dos atomos de metal

en su estructura.

Serie RJV

B B
=N_ ClI /N CH3 /N o /N (NOs ’N~ Cl N\=N_ CH,
Pd CH Pd, _ Pd,
3 g C H N Cgi-l SN © N O

/

RJV 375 RJV 376 RJV 380 RJV 390 RJV 396 RJV 398
B D
NS
N NH
RIV419  RJV423 RJV 440 L1 L2

Figura 8

A la vista de los resultados de las pruebas iniciales, se aprecia un comportamiento
muy poco selectivo frente a cationes de los compuestos ensayados, tanto abiertos como
cerrados, lo que hace pensar que responden a la acidez de los cationes afiadidos;
asimismo, las especies coloreadas que se forman tanto de los unos como de los otros
presentan una baja estabilidad al permanecer expuestos al aire. En el caso de los aniones la
mayoria de los complejos pierden el color de la disolucion al anadir CN’, lo que se debe a
la formaciéon de los tetracianoderivados del catidon metalico correspondiente, con

descomposicion de los complejos iniciales.
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Serie OGC:
b2 o "2 CH, P(Ph),
~ ~7 OH
/ N
gy A D
PdLCl PdLMe L3
Figura 9

De los complejos mostrados en la Figura 3, el complejo PdLMe, presenta una
notable selectividad respecto al Hg*", por lo que se ha estudiado en detalle. El compuesto
PdLMe ha sido obtenido segin el esquema de reaccion™ presentado a continuacion
(Esquema 9), que ha seguido las condiciones clasicas de sintesis de este tipo de
complejos.” Tras la formacion del magnesiano se realiza la sustitucion sobre cloruro de
difenilfosfina. Después se procede a la desproteccion del aldehido en medio acido y la
formacion del ligando (L3) con la hidroxianilina; por reaccién de ésta con el complejo
[PACI,(1,5-ciclooctadieno)] y posterior tratamiento con base se obtiene el derivado
(PALCl) 2a; andlogamente, si se trata con el organopaladio [PdCI(CH;)(1,5-

ciclooctadieno)] y tras el mismo tratamiento basico se obtiene el derivado (PdLMe) 2b.

23 Sintesis y caracterizacion: Olga del Campo Gonzalez, Tesis Doctoral, Grupo Amido, Area de
Quimica Organica. Universidad de Burgos.

24 (a) M. J. Green, K. J. Cavell, P. G. Edwards, R. P. Tooze, B. W. Skeltonc and A. H. White,
Dalton Trans., 2004, 3251; (b) K. R. Reddy, W.-W. Tsai, K. Surekha, G.-H. Lee, S.-M. Peng, J.-T.
Chen and S.-T. Liu, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 2002, 1776; (c) H.-B. Song, Z.-Z. Zhang and T.
C. W. Mak, Polyhedron, 2002, 21, 1043.
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Esquema 9

De los productos obtenidos a partir de la secuencia de reaccion anterior se

estudian las propiedades como sensor quimico de los siguientes compuestos:

Ph2 Ph2 th CH3
3
d\O P -0 Pd\Cl
PdLCl PdLMe PdL(H)Me
Figura 10

Para confirmar que los efectos como sensor de la molécula son debidos a toda su
estructura y no unicamente al ligando se realizan las mismas pruebas con cationes sobre el

ligando L3 a modo de pruebas en blanco. Se comienza con un estudio cualitativo en
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distintos disolventes y a continuacion se realizard el pertinente estudio cuantitativo

mediante espectroscopia UV-Vis y Resonancia Magnética Nuclear-'H.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO 2b (PdLMe).

Ph,
Pl s
Pd-o
_N
2b
PdLMe
Figura 11

En primer lugar se preparé una disolucion 10* M en MeCN del compuesto. La
disolucion presenta un color amarillo oscuro (anaranjado). En cada vial se afiadio 1
equivalente de cada cation (40 pl disolucion 5x10° M catién), excepto en el primero que
quedd como referencia del color original (Figura 12). Tras la adicion se pudieron
diferenciar claramente 3 procesos, en primer lugar un grupo de cationes, como son: Ag"
Ni?* Cd* Zn*, sobre los que no se produjo ningiin cambio respecto a la disolucion
original; hay otro grupo que origind una pérdida del color original: Sn** Pb?* Cu®* Fe**
Sc® APP*; por ultimo el tercer efecto, el mas evidente, el viraje de color total que se

produjo al afiadir Hg®*. Tras aumentar la concentracion de catién, los efectos observados

no varian respecto de los iniciales.

2b(MeCN) Ag® Ni** sSn** Cd** zn** Pb*" Cu® Fe** Sc** AI*" Hg™
Figura 12

A continuaciéon se estudid el comportamiento de las especies formadas en

presencia de agua. Afiadiendo 1 equivalente se pudo ver como las disoluciones que habian
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perdido el color comenzaban a recuperarlo, y tanto la disolucion original como las que no
habian cambiado comenzaban a tomar un color mas amarillento, por otro lado el color
rosaceo que se obtuvo al afladir Hg*" permanecié estable. Con 2 equivalentes se confirmé
el viraje de color hacia un amarillo claro (comenzaba a apreciarse el efecto de la dilucion)
excepto el Cu®*, y Hg*" que no presentan esa reversibilidad. Tras afiadir el 4° equivalente
se produjo el cambio de color total respecto a la disolucion original, ademas se comprob6
cémo el Cu®* en presencia de agua permanece incoloro y la especie formada con el Hg**
no modifica el color morado adquirido tras la adicion del 1 equivalente de cation. Tras
estudiar el comportamiento del producto PdLMe (2b), se compararon los resultados

obtenidos con los del derivado clorado (PdLCI) de estructura analoga.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO 2a (PdLCI).

Figura 13

En este caso la disolucion de partida presentd un color rosaceo en MeCN.

2a(MeCN) Ag+ Ni2+ Sn2+ Cd2+ Zn2+ Pb2+ Cu2+ Fe3+ SC3+ A|3+ ng+

Figura 14
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Con el 1¥ equivalente se perdio el color, parcialmente, en la muestra que contiene
Sn*"y totalmente en la que se afiadio Cu** o AI**. E1 Hg®* no sufre cambio perceptible. El
cambio se acenta tras afiadir el 2° equivalente de Cu®* y se mantiene con Sn** o AI**,
también se apreci6 una ligera pérdida de color con Fe** y Sc**. Con 4 equivalentes no se
aprecié cambio alguno con Hg®*, el resto de disoluciones tampoco lo hicieron o si
variaron fue de forma muy poco evidente, tan solo el Cu®* presentd una pérdida de color
significativa, igual que ocurria con el compuesto anterior. A continuacion se estudio el
comportamiento de las especies formadas en presencia de agua. Tras afiadir 2 equivalentes
de agua desionizada se comprobd como se produjo un cambio de color hacia el naranja
excepto el Sn?* que pasé a amarillo y sobre todo el Cu®*, que no recuperé el color. Al
anadir un exceso de equivalentes (4 equivalentes) de agua se aprecié un cambio total de
color respecto a la disolucion original, ademas se comprobé como el Cu?* en presencia de
agua no recupera el color. A la vista de los resultados parecian evidentes las diferencias de
comportamiento (excepto respecto al Cu**) que presentaban los dos compuestos respecto
a los cationes estudiados, lo que mas intereso en este caso fue la selectividad respecto al

Hg” que presento el derivado PALMe (2b) y que no existia en el derivado clorado 2a.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL LIGANDO L3.

Llegados a este punto del estudio sobre los dos productos, se procedio a
comprobar si los cambios de color eran debidos a transformaciones del complejo o
unicamente al ligando tridentado; asi pues se repitid el estudio sobre los cationes con el
ligando L3. Con el 1* equivalente se vio un ligero cambio de color con varios cationes, el
viraje fue hacia el amarillo. Con el 2° equivalente no se aprecié variacion alguna. Estos
cambios de color no siguieron ninguna relacion con los experimentados por los productos
estudiados anteriormente, si bien cabe destacar el comportamiento frente al cation Cu®*
con el que formaba una especie de color marrén. Lo que parecia claro es que con el Hg?*
no se producia ningun cambio de color ni mucho menos tomaba el color rosaceo
caracteristico. A continuacion se estudid el comportamiento de las especies formadas en

presencia de agua. Con el 1¥ equivalente no se aprecié ninguna variacion significativa.
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~  qe . . . 2 ,
Afiadidos 3 equivalentes de agua destilada, la especie formada con Cu”" tomé un color
verde mientras que el resto permanecieron inalteradas si se comparaban con la situacién

en ausencia de agua.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO INTERMEDIO 1b [PdL(H)Me].

Ph, CH,

P~
Pd-
Pd~c|
_N
10y
HO PdLHMe

Figura 15

Dado que en la ruta sintética ha sido posible el aislamiento del intermedio 1b
PdL(H)Me, se hizo un estudio cuantitativo del mismo como referencia frente al derivado
cerrado PdLMe. Se prepar6 una disolucién 10* M del compuesto 1b. La disolucion fue
practicamente incolora.

e ey = S L A g e e e

&m_' iy~ ) S A A s | S - ___l
1b(MeCN) ‘Ag" Ni** Sn?* Cd* zn** Pb*" Cu*" Fe* Sc® AIP" Hg”
Figura 16

Se observo una pérdida de color con muchos de los cationes, pero lo mas
significativo fue el cambio de color producido al afiadir Hg®*. Una vez afiadidos tres
equivalentes se estudid el comportamiento de las especies formadas en presencia de agua.
Anadiendo un equivalente, las disoluciones que antes no tenian color comenzaron a
recuperar un color amarillo. Afiadido el 3° equivalente se comprobo ese cambio de color
hacia un amarillo mas claro, excepto en el caso del Cu®*, que no recuperaba el color,
también como el vial del Hg®* permanecia con ese color morado. A la vista de los

resultados, por un lado se confirmo la alta selectividad del derivado PdLMe (2b) frente al
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Hg”", cosa que el derivado analogo PAdLCI (2a) no presentaba. Las pruebas realizadas con
L3 confirmaron que el efecto sensor se debe al complejo en su totalidad y no tinicamente a
una posible coordinacion del ligando libre con el cation afadido. Por otro lado la especie
abierta PdL(H)Me, también estudiada, mostraba un comportamiento similar al de la

especie cerrada frente al Hg*".

La presencia de medio acido en las disoluciones generaba procesos de apertura de
las estructuras; por ejemplo, pudo verse como en todos los casos en presencia de cationes
acidos (Fe’) las disoluciones se volvian incoloras, color correspondiente a las especies
abiertas; del mismo modo, en presencia de agua, las disoluciones se volvian en todos los
casos amarillas, correspondiente al color de los complejos cerrados de Pd(II) en disolucion

acuosa.

A partir de los resultados obtenidos, el siguiente paso fue realizar las mismas
pruebas en otros disolventes, y aumentando el % en agua; de este modo se pudo estudiar

el efecto del medio sobre el proceso de identificacion del cation.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO PdLMe (2b) EN ETANOL.

En este caso se llevaron a cabo las pruebas cualitativas con un disolvente proético,
en contraposicion al MeCN utilizado inicialmente, para comprobar la respuesta de las
especies en este medio. Se preparé una disolucion 10* M del compuesto en EtOH. La
disolucion tenia un color amarillo. En cada vial se afiadié 1 equivalente de cada cation (40
ul disolucion 5x10™ M cation), excepto en el primero que quedd como referencia del color
original (Figura 17). Tras la adicion de hasta 4 equivalentes de cada cation se comprobd
cémo tnicamente con Hg”" se producia un cambio de coloracion, pasando al color rosaceo
que también se observo con MeCN, en este caso al parecer se gano en selectividad ya que
no hubo ninguna respuesta con el resto de los cationes. Después de anadir 4 equivalentes
el cambio se mantuvo y la presencia del resto de cationes al parecer no afect6 a la especie

original.
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2b(EtOH) Ag" Ni** sn* Cd* zn®* Pb* Cu® Fe® sc® A" Hg™

Figura 17

A continuacion se estudid el comportamiento de las especies formadas en
presencia de agua. No se apreci6 ningun cambio, Unicamente después de haber afiadido 4

equivalentes de agua desionizada comenzaba a apreciarse el efecto de la dilucion.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A Hg** DEL
COMPUESTO PdLMe (2b) EN OTROS DISOLVENTES:

A continuacion se analizo el comportamiento de compuesto 2b en distintas

mezclas de disolventes:
Disolucién 10 M en MeCN:H,O (1:1):

En la siguiente serie se efectuaron pruebas inicamente con el cation de interés al

ir afiadiendo cantidades crecientes del mismo:

Ref 1leqHg** Ref 2eqHg* Ref  3eq Hg*
Figura 18

Se comprobd que la disolucion en presencia de Hg*" se volvia naranja desde el

primer equivalente.
Disolucién 10* M en EtOH:H,0 (1:1):

Se afiadieron cantidades crecientes del cation Hg”":
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Ref 1leqHg* Ref 2eqHg* Ref 3eqHg*
Figura 19

Se observo el cambio instantaneo de color de la disolucion en la que anadimos

Hg”" desde el primer equivalente.

Disolucion 10*M en DMSO:H,0 (1:1): Se afadieron cantidades crecientes del

cation Hg*" pero no se aprecid cambio alguno al afiadir el cation.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO PdLCI EN ETOH.

Se prepard una disolucién 10* M del compuesto. La disolucién presentaba un
color rosaceo anaranjado. Se observd que no se produce practicamente ningiin cambio con
ninguno de los cationes. A continuacion se estudié el comportamiento de las especies

formadas en presencia de agua. El color permanecié estable respecto del original.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SENSIBILIDAD FRENTE A
CATIONES DEL COMPUESTO PdLCl en EtOH:H,0 (1:1)

Se prepar6 una disolucion 10* M del compuesto. La disolucion tenia un color
anaranjado. Al igual que en el caso de las disoluciones en MeCN, el compuesto PdLCI no

I3 I B 2+ . . . . .y
presento sensibilidad frente al Hg™", ni siquiera a altas concentraciones de cation.

ESTUDIO DE LA REVERSIBILIDAD EN MeCN DE LA ESPECIE
FORMADA POR EL COMPUESTO PdLMe CON EL CATION Hg?":

Para estudiar si el proceso por el cual la especie formada entre el cation y el
complejo era reversible se utilizd un complejante muy selectivo que presentaba una gran
afinidad por el Hg*", como fue el 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol (4). Lo que debia suceder en

teoria al afadir esta especie es que la disolucion inicial de color rojizo originada por la
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interaccion entre el compuesto PALMe y Hg”" recuperase el color original ya que el Hg*"

pasaria a formar el complejo con el ditiol.

Ref leqHg™ Ref leq4+leqHg®™ Ref leq4+3eqHg™
Figura 20

Puede comprobarse como no se obtenia una disolucion del color de la inicial, sino
que en este caso era incolora, lo que podia corresponder con la forma abierta de la especie
1b. A continuacion, para comprobar si el proceso era reversible, se estudio lo que ocurria
al anadir de nuevo el catién. Parece que eran necesarios 2 equivalentes mas (Total: 3
equivalentes de catidn mercurico) para que se recuperara el color. Este efecto hizo suponer
que 4 tenia la capacidad de deshacer el resultado de la interaccion del Hg”" y el complejo
de Pd.

Se repitieron los mismos ensayos en otro disolvente con caracteristicas distintas
como era el EtOH: En primer lugar se afiadio 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol y a continuacion

., ~ g 2 . e
se volvio a afiadir Hg”" para comprobar si se recuperaba el color inicial,

Ref leqHg™ Ref leqHg” +leq4 Ref 2eqHg™+1eq4
Figura 21

Al parecer el proceso era reversible ya que se obtenia el mismo color inicial. En el
paso intermedio, tras afiadir 4, la disolucion quedaba incolora, esto parecio indicar la
presencia de la especie abierta PAL(H)Me. Se repitioé todo el ciclo para comprobar la

eficacia del proceso afadiendo 1 equivalente de ditiol y después varios equivalentes de
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Hg”, obteniéndose los mismos cambios de color; el proceso pudo repetirse

indefinidamente con el Gnico efecto apreciable de la dilucion.

ESTUDIO CUALITATIVO DE LA SELECTIVIDAD DEL COMPUESTO
PdLMe FRENTE A Hg®* EN PRESENCIA DEL RESTO DE CATIONES

Siguiendo con el estudio cualitativo del complejo, se busco conocer la selectividad
del complejo cuando en el medio estaban presentes todos los cationes para los que se ha
realizado el estudio, de este modo se afiadié 1 equivalente de cada uno de los cationes de
la serie estudiada: Ag* Ni** Sn** Cd*" Zn* Pb* Cu®* Fe** Sc® AP a excepcion del
Hg*" a una disolucion 10* M en EtOH del complejo (se realizd el ensayo en este
disolvente ya que era en el que se obtenia un cambio de color especialmente significativo).
Inicialmente, como era de esperar, no se producia variacion alguna tras afadir toda la serie
de cationes. Cuando se afiadié lequivalente de Hg*" si que se produjo el cambio de color
que se habia apreciado en los ensayos anteriores. Se pudo asi confirmar que la presencia
del resto de cationes no afectaba a la sensibilidad del derivado PdLMe hacia el cation

Hg*".

Ref todos los cationes Ref todos los cationes+ Hg”"

Figura 22

Pudo comprobarse también la reversibilidad en presencia de todos los cationes. Se
afiadidé 1 equivalente del complejante 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol sobre la disolucion
anterior, la disolucion recuper6 el color original, y al afiadir de nuevo Hg** se recuper? el

color de la especie formada entre el derivado PALMe (2b) y el cation.
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ESTUDIO CUALITATIVO DE LAS PROPIEDADES COMO SENSOR
DEL COMPUESTO PdLMe RETENIDO SOBRE GEL DE SILICE.

Sobre 5 ml de una disolucién 10* M en EtOH (5x10™ moles) se afiadi6 una punta
de espatula de gel de silice 60 (0.04-0.06 mm, 0.07 g), se agité durante unos minutos y se
eliminé el disolvente hasta obtener un sélido totalmente seco. El gel de silice quedo del
color que tenia la disolucion, es decir amarillo claro. A continuacion se afiadieron 20 pl de
disolucién de Hg*" 5x107° M (20 eq), el cambio de color fue instantaneo; finalmente se
elimind el disolvente en la estufa (Figura inferior, izquierda). Se estudi6 la reversibilidad
afiadiendo sobre el vial que contenia Hg*", 20 ul de disoluciéon de ditiol 5x10~° M. Se

comprobd que se recuperaba el color amarillo inicial (Figura inferior, derecha)

: |

N s

3+Hg” 3  Silica 3+Hg**+8 3 Silica
Figura 23

Cuando se afiadié de nuevo Hg”" (40 pl de disolucion de 5x107° M) volvié a
recuperarse el color rosaceo que el complejo tomaba en presencia de mercurio, tal como
se obtuvo inicialmente en la figura de la izquierda, con lo que el sensor podia utilizarse

repetidamente.
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ESTUDIO ESPECTROSCOPICO MEDIANTE UV-VIS:

Una vez descrito el comportamiento de los compuestos frente a la serie de
cationes de interés, se procedio al estudio cuantitativo del comportamiento y de las
especies formadas entre el cation Hg*" y el derivado PdLMe (2b), dado que es frente a
¢éste frente al que mayor selectividad presentaba. Se realizaron una serie de valoraciones y
posterior ajuste a modelos no lineales que indicaran el tipo de especies y equilibrios que se
formaban entre el compuesto y el metal. Continuando con el orden desarrollado en el
estudio cualitativo, se comenz6 con las pruebas en MeCN, para posteriormente repetir

idéntico procedimiento en EtOH y EtOH-H,O0.

La banda original que se observéd a 460 nm disminuy6 a medida que se afiadieron
los equivalentes de Hg*", y se formé una nueva banda en 510 nm, responsable del color
morado final. Al desglosar esta grafica en dos partes se comprobd como hasta el 1¢
equivalente era donde se producia toda la variacion y a partir de ahi el sistema no se
modificaba aunque se siguieran afiadiendo mas equivalentes de cation. Con los resultados
obtenidos se procedié a la representacion de la variacion de absorbancia frente a la
concentracion (moles/L) de Hg*" para una longitud de onda fija, en este caso se utilizo
aquella en la que la variacion de absorbancia era mas significativa, los valores se ajustaron
a los modelos no lineales propuestos aplicando el programa de calculo ORIGIN. Los

resultados se ajustaron a un modelo del tipo 1:1, dando una constante log K = 6.30 + 0.15.

0 equiv
0,62
0.6 -
0,604
6 equiv
0.5 A 4 0,58
0.4 4 0,56+
%.3 E < 0,544
0,52
0.2 1
0,504
0.1 4
0,484
0 0146 T T T T T T T T T T T 1
400 450 500)~(nm§50 600 650  0,00000 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,00010 0,00012

c(M)

Figura 24. Curvas de valoracion y ajuste de 2b, disolucién 10 M en MeCN, con Hg**.
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Se encontr6 asimismo un punto isosbéstico a 420 nm, visible entre 0 y 1
equivalentes de Hg”". El limite de deteccion de una disolucion 10° M en MeCN, calculado

mediante el método de la variabilidad del blanco, fue de 2.76 x 10”7 M.

La valoracion cuantitativa de una disolucion 10 M de 2b en EtOH mostro que la
absorcion original a 465 nm disminuyé a medida que se afiadia Hg*" y se observd una
nueva absorcion a 500 nm, responsable del cambio de color. También se observaron dos
puntos isosbésticos, uno a 510 nm entre 0 y 1 equivalentes de Hg*", y a 500 nm entre 1y 2
equivalentes de Hg”". Esta vez las curvas se ajustaron a un modelo 2:1, la saturacion se
producia tras afiadir 2 equivalentes de Hg*", a partir de lo que se obtuvieron las constantes

de valoracion: log Ky =4.13 +£0.04 y log K, =4.56 = 0.27.

0 equiv 0.75
0.9 1
0704
)\
0.8 1 ™
0.65 '\\_\
0.7 - “ 10 equiv E '
\ » 0.60 k
\ Q v
0.6 q\\\ S 1 %
2 0.55- %
0.5 - § ] \
< < 0.50 N
0.4 - 1 X
0.45
0.3 1 1 ety ., & .
0.40
0.2 4 T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00000 0.00005 0.00010 0.00015 0.00020 0.00025 0.00030 0.00035
011 \ c(M)
0 T T — - T
350 450 550 650

Figura 25: Izquierda: Espectros de absorcién de la valoracion de 2b (10*M en ETOH) con Hg?".

Derecha: Ajustes para el calculo de las constantes de formacion del complejo 2:1 (Apsxima= 455nm)

Se realizaron valoraciones espectroscopicas en la mezcla EtOH:H,O (1:1) como
disolvente, el comportamiento fue el mismo que con EtOH, una banda que disminuia A =

455 nm y otra que iba aumentando progresivamente a A = 500 nm.
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0 equiv

10 equiv

Al

Absorbance
o

0 T T T T
350 400 450Wave%th (m;?o 600 650 700

Figura 26: Izquierda: Espectro de absorcion para la valoracion de 3 (10*M en ETOH:H,O (1:1))

con Hg2+. Derecha: Ajustes para el calculo de las constantes de formacion 2:1 (Aygxim,= 455nm)

Se representd la curva de valoracion a una longitud de onda fija (455 nm); se
producia una saturacion del sistema proximo a los 2 equivalentes, se ajustaron los datos
obtenidos a un modelo no lineal y los resultados se aproximaron a un complejo del tipo
2:1, dando las constantes del sistema: log K; =3.14 £ 0.10 y log K, =4.93 + 0.68.

Estudiando detenidamente el espectro obtenido tras la valoracion, separandolo en
tres etapas, se pudo distinguir:

0 a 1 equivalentes: en esta primera etapa se observo un punto isosbéstico en 480

nm
1.1 a 2 equivalentes: el punto isosbéstico se desplazé a otra posicion, 500 nm.

2.1 a 10 equivalentes: en este tramo no hubo ninguna variacion respecto al
anterior.

Estas observaciones se relacionan con el modelo obtenido tras el ajuste no lineal,

asi pues hasta 1 equivalente de Hg*" afiadido se forma una unica especie, como asi indica
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el punto isosbéstico, que es diferente a la que se forma al seguir afiadiendo i6n, hasta que

se satura el sistema, 2° punto isosbéstico.

El método de deteccion resultd ser eficaz incluso en distintos medios en los que se
variaba el pH; en todos ellos el ajuste se correspondia con un complejo 2:1, obteniéndose

las constantes mas altas para la disolucion a pH neutro.

pH 4.15 7.40 8.25

Log K 2.39+0.05 2.66+0.06 2.39+0.04
Log K, 4.15+0.05 5.73+0.06 4.99+0.04

71 Olog K1
DOlog K2

4.15 7.4 8.25
pH

Figura 27: Calculo de las constantes de formacion para modelo 2:1, de una disolucion EtOH:

tampon HEPES (1:1) a distintos valores de pH.

El limite de deteccién de catién Hg*, de una disolucion 10° M en EtOH:H,O 1:1
de 2b, calculado por el método de la variabilidad del blanco™ fue de 3.16 x 107 M.

Por otra parte, experimentos de valoracion similares, utilizando una disolucién 10*
M del producto 1b en MeCN o EtOH mostraron variaciones de la banda principal de
absorcion y aparicion de nuevas bandas muy parecidas a los experimentos realizados con
2b, pero no se pudieron ajustar a ninguno de los modelos utilizados, por lo que no se

sigui6 investigando.

2 D. L. Massart, B. G. M. Vandeginste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, v Lewi, J. Smeyers-
Verbeke, "Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A", Eselvier, Amsterdan, The
Netherlands, 1997, Chapt. 13, 379.
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ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL PRODUCTO OBTENIDO TRAS
LA VALORACION DEL COMPUESTO PdLMe (2b) CON Hg?*

Para caracterizar la estructura del compuesto final obtenido tras la valoracion de la
molécula con Hg? se procedio a su cristalizacion, preparando una disolucion
equimolecular de Hg”" y el compuesto 2b mediante un proceso de difusion lenta en una
mezcla Et;O:MeOH durante 12 dias. Tras este periodo de tiempo se obtuvieron unos
cristales rojos en forma de agujas. El estudio mediante difraccion de rayos X revelo la
existencia de una especie cationica de Paladio(IV)-(H,0), en la cual el grupo metilo unido
al Paladio ha desaparecido y una molécula de agua se encontraba en esa posicion. El
complejo cristalizd con otras dos moléculas de agua, que no se muestran en la figura, y

cuyos enlaces de hidrégeno contribuyeron al empaquetamiento cristalino.

Cclo,

3
PAL(H,0)" (ClO,)

Los espectros de RMN-H' y *'P-RMN confirmaron la ausencia del grupo metilo
en la estructura, el doblete que aparecia a un desplazamiento & 0.60 en CDCl; para 2b,
no aparecia en el RMN-H' de la especie cristalizada. Por otro lado, el espectro UV-vis
del compuesto cristalizado disuelto en EtOH:H,O (1:1) fue idéntico al que se obtenia al
finalizar las valoraciones con Hg2+, con un Ap,x = 510 nm y sin ninguna banda en A = 455
nm. Todos estos resultados indicaron que no se formaba un complejo con enlace Pd-Hg,
sino que la especie que se formaba finalmente y que daba el color caracteristico era un
complejo de Pd” y que el metilo que poseia inicialmente el complejo se separaba de la

estructura original. Con el fin de reconocer el posible mecanismo a través del cual el
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derivado 2b era capaz de detectar Hg”", se realizaron valoraciones mediante RMN-H'. Las
experiencias se realizaron en los mismos disolventes, en este caso deuterados, utilizados
en las valoraciones UV-Vis. En primer lugar se realiz6 la valoracion del derivado PdLMe

(2b) en CD;CN:

A J A 2equiv Hg*
- J i - 1.25equiv Hg**
lequiv Hg*

A . X J _~0.75equiv Hg**

0.5equiv Hg**

. . . 0.25equiv Hg**

Oequiv Hg*

Figura 28: Valoracion RMN-H! de PdLMe en CD5CN con disolucién de Hg** en CD;CN

La figura muestra que, tras la adicion de 0.25 hasta 0.75 equivalentes de Hg*" a
una disolucion de PdLMe, la sefial del metilo unido al paladio (doblete, 5 0.39, 2J(IH,3 1P)
= 2.7 Hz) disminuye y aparece una sefial correspondiente a Me,Hg [singlete, 6 0.20, dos
satélites, 2J("H,"”Hg) = 105 Hz],*® que estd en equilibrio con una sefial, que aparece

durante la valoracion, correspondiente a MeHg  [singlete, & 1.06, dos satélites,

2% RMN-H: Sigma Aldrich Co. Catalog N°: 32808-1
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2J('H,"°Hg) = 257 Hz].”” Después de la adicion de 1 equivalente de Hg®' la sefial
correspondiente al Me,Hg practicamente desaparece y a altas concentraciones de Hg*" la
tinica sefial de metilo que hay en el espectro corresponde a la sefial de MeHg". Al seguir
afiadiendo Hg”" el sistema ya no varia.

Después se realizo la valoracion del derivado PdLMe (2b) en CD;0D:

—— 1.4 equiv Hg*'
—— 1 equiv Hg*
0.8 equiv Hg™*
—— 0.6 equiv Hg*'
0.4 equiv Hg**
—— 0.2 equiv Hg*"
—— 0 equiv Hg**

A_A_ﬁwk

e M A..J A A A ) L A

_ . —

v T v T v T T
16 1.4 12 1.0 0.8 ppm 0.6 0.4 0.2 0.0

Figura 29: Valoracién mediante *H NMR con Hg®* en CD;0D

La figura muestra que en CD3;0OD se observa el mismo patron de sefales,
ademas de una nueva sefial correspondiente a Me-Pd a 6 0.80 que es un valor muy

cercano al valor de & 0.71 del grupo Me-Pd en 1b. Por tanto la sefial debe

2D. A. Rabenstein, M. C. Tourangeau, C. A. Evans, Can. J. Chem., 1976, 54, 2517-2525.
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corresponder a un complejo intermedio abierto en que el enlace paladio-oxigeno se
ha roto en el disolvente prético por un mecanismo de hidrélisis del cation MeHg"
hidratado; de esta manera resultaria explicable que existieran dos constantes de

valoracion encontradas en EtOH o EtOH/H,O 1:1.

(Ph), 2 (Ph), (Ph),
p_ Me 1,Hg” P+ 1/, Hg>* -
Py Pt Pd~0
N _N f ~ N@
+

+ 1/2 CH3HgCH3

Esquema 20: Mecanismo propuesto para la formacion del compuesto PdL" (3)

ESTUDIO DE LA REVERSIBILIDAD DEL SISTEMA MEDIANTE
VALORACION EN RMN-H' POR RETROCESO DE PdL" (3) + MeHg* CON 3,6-
DIOXA-1,8-OCTANODITIOL (4) EN CD;CN Y EN CD;0OD

De forma analoga al proceso realizado con las valoraciones UV-Vis, se lleva a
cabo una valoracién en RMN-H' para estudiar el efecto que tiene la adicion del
complejante 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol (4) sobre la especie formada al término de la
valoraciéon con Hg*".

007y
SH HS

3,6-dioxa-1,8-octanoditiol

“)
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—— 2.5 equiv Hg""+1.5 equiv 4
2 equiv Hg>'+1.5 equiv 4
—— 1.75 equiv Hg**+1.5 equiv 4
—— 1.5 equiv Hg*"+1.5 equiv 4
——— 1.25 equiv Hg**+1.5 equiv 4
—— 1 equiv Hg""+1.5 equiv 4

1 equiv Hg”'+1 equiv 4
—— 1 equiv Hg*"+0.5 equiv 4

—— 1 equiv Hg™
A — J VS \ 0.equiv Hg”’
A J P A
W W
S N
A\
sttt N ™t N
L
RN A e W . J
. - J
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
1.4 1.2 1.0 0.8 ppm 0.6 0.4 0.2 0.0

Figura 30: Valoracion en RMN *H de 2b/Hg*/4 y Hg** en CD;CN

El primer espectro corresponde al derivado 2b, donde se aprecia claramente la
sefal correspondiente al grupo metilo del complejo de Paladio (doblete, 6 0.32). Sobre
éste se afiade 1 equivalente de Hg™', y se realiza el espectro segundo, mostrado en rojo. Se
aprecia la conversion total del sistema al desaparecer la sefial del Me-Pd y formarse la que
se identifica como MeHg" (1.08 ppm) con sus satélites caracteristicos. Cuando se afiaden
0.25 equivalentes de 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol (4) (espectro en verde) puede comprobarse
que ademas de la sefial del MeHg" aparece de nuevo el doblete que corresponde al grupo

metilo original unido al Paladio, todas la sefiales se desplazan hacia la derecha del
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espectro por efecto de apantallamiento debido la presencia de 4. Cuando se continfian
afladiendo cantidades crecientes de 4, se confirma la desaparicion de la sefal
correspondiente al MeHg", y la restauracion de la del metilo inicial. Esto indica que la
adicion de 4 revierte el sistema al estado inicial. Por tltimo se vuelve a valorar el sistema
con Hg”" con el fin de comprobar si los resultados son semejantes a los de una valoracion
directa. Efectivamente al aumentar la cantidad de Hg®" en el sistema se regeneran las
seflales correspondientes a la formacion del Me,Hg al inicio y posteriormente la del

MeHg". Los procesos observados durante esta valoracion quedan reflejados en el esquema

siguiente:
(P e (Ph),
P\ / +Hg2+ P +
/Pd\o \Pd\ +
_N - /N’ + CH;Hg
2b
M\
1o 07y
SH HS
(h) )
2 (Ph),
P oF +Hg* p  Me
/Pd\o + \:Pd\o (\O/_\O/w
_N + CH3Hg ——~ N T2 e
Hg?* Hg>"
3

Esquema 11: Mecanismo propuesto para el proceso reversible.

Esta reversibilidad confirma las pruebas cualitativas explicadas en el capitulo
anterior.

Analogamente, si se realizan pruebas similares de valoracién en RMN H' pero
cambiando el disolvente por metanol deuterado puede verse (Figura 31) que los patrones
de modificacion de sefiales son los mismos, pero esta vez complicados por el hecho de que
en disolventes proticos existen formas abiertas del complejo de paladio, aquellas en que el
enlace paladio-oxigeno se ha roto y por tanto aparecen sefiales correspondientes a los

grupos metilo en cada complejo existente.
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—— 4 equiv Hg*"+1.5 equiv 4
2.5 equiv Hg”'+ 1.5 equiv 4
—— 1.5 equiv Hg*'+ 1.5 equiv 4
1 equiv Hg>'+ 1.5 equiv 4
—— 1 equiv Hg*"+ 1 equiv 4
1 equiv Hg”*+ 0.5 equiv 4

—— 1 equiv Hg’
—— 0 equiv Hg** k
A W A
N N, LAty \

et P . A A “_J o

|

) S

r T r T r
1.6 14 1.2 1.0 0.8 ppm 0.6 04 0.2 0.0

Figura 31: Pruebas de valoracién en RMN *H de 2b/Hg?*/4 y Hg®* en CD,OD.

La sefal del grupo metilo inicial sirve de referencia (espectro en negro). La sefial
del grupo metilo después de la adicion de 1 equivalente de Hg*", que corresponde
principalmente a MeHg  se muestra en rojo. Después de la adicién de 0.5 a 1.5
equivalentes de 4 a la disolucion anterior, una sefial correspondiente a Me-Pd aparece de
nuevo, junto a una sefial ancha a 6 0.8-0.9 que no tiene satélites, y que se asigna a una
seflal Me-Pd de la forma abierta. Una pequena sefial correspondiente a Me,Hg (6 0.2)
también puede verse. Después de la adicion de Hg”" solo se ve una sefial de MeHg". El

sistema es por tanto reversible, independientemente del disolvente escogido.
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EXPERIMENTOS DE DETECCION Y VALORACION DE CATION
METILMERCURIO(II):

Dado que es posible modificar el equilibrio de la reaccion, se han buscado las
posibles aplicaciones practicas del desplazamiento del equilibrio para la deteccion de
MeHg". Para este proposito se ha realizado la valoracion de una disolucion equimolecular
de 3 [PdAL(H,O)]ClO, (obtenido por difusion lenta de 2b (PdLMe) y Hg(ClO,4), en
éter/acetonitrilo durante 10 dias) y MeHgCl, disuelto en acetonitrilo. La adicién de MeHg"
a una disolucién 10* M del complejo 3 en MeCN hasta que se obtenia una disolucion
equimolecular no mostré cambios en el espectro UV-visible (Ayx = 510 nm). La mezcla
era similar a la obtenida a partir de la valoracion del complejo 2b en MeCN con Hg*". Esta
mezcla se valor6 con 4, dando unas curvas de valoracion que se ajustaron a un modelo 1:1
(Figura 32, representado hasta 1.1 equivalentes de ditiol), a partir del cual se obtuvo la

constante de valoracion: log K =5.68 +0.14.

0 equiv
0,30+
0.3« ]
0,28 — q\
1.1 equiv 0,26 1
0.25 + i \\
0,24 \
0,22
0.2 « ]
0,20+
< 0,18
0.15 4 - 3
< 4 0,16 —
/ 0,14
0.1+ ]
0,12 1 \'\ﬁ\;‘\%?wﬁ
T n
0,104
005 b T T T T T T T T T T T 1
0,00000 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
c(M)
o v v v v
400 450 500 A(nm) 550 600 650

Figura 32: Curvas de valoracion y ajuste de la valoracién de una disolucion 10* M de
acuapaladio 3 y MeHg" en MeCN con 4.
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La aplicacion practica de la deteccion de cation metilmercurio(Il) es mas
adecuada cuando se realiza en disolventes acuosos o mixtos por lo que se probo a realizar
una experiencia parecida a la anterior, pero esta vez en una mezcla 1:1 de EtOH/H,0. Asi,
se realizo la valoracion de una disolucion equimolecular del acuapaladio 3 en EtOH/H,0
(1:1) y MeHgCl con ditiol. La adicién de MeHgCl en acetonitrilo a una disolucion 10* M
del complejo acuapaladio en EtOH/H,0 (1:1) mostrd solo una pequeia disminucion (Ay-A
= 0.04) en la intensidad de la banda de absorcion a 485 nm por la adicién de 0.1
equivalentes de MeHgCl, pero después no hubo mas cambios por adicion sucesiva de
MeHgCl hasta obtener una disolucion equimolecular. La modificacion de la absorbancia
se justifica por la activacion del equilibrio entre la forma abierta y la cerrada del complejo
de paladio debida a la presencia de agua y del cation acido MeHg'. La mezcla
equimolecualr del complejo acuapaladio y MeHg" fue después valorada con 4, dando

curvas de valoraciéon mas complejas que en el caso anterior.

97

0.3 0,28
0,261
0,24+
0.25 4 0221
0,201
0.2 4 0,18+
0,16
0.15 0,14+
< 0,12+
0,10+ .
0.1+
0,08 — 7T ' 1 ‘' T ‘' T ' T T T T T T T
0,00004 0,00005 0,00006 0,00007 0,00008 0,00009 0,00010 0,00011 0,00012
0.05 4 C(M)
0 T T T
350 400 450 A(nm) 500 550 600

Figura 33: Espectros de absorcion para la valoracion de PAL" (5x10*M en EtOH:H,0) + 1
equivalente de MeHg" con 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol y ajustea a un modelo 1:1 (Aygxima= 476 nm)

considerado a partir del primer equivalente de ditiol afiadido.
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Esta vez la presencia de mas de un equilibrio se evidenciaba por la necesidad de
afiadir hasta dos equivalentes de 4 para saturar el sistema. A partir de las curvas de
valoracion, se considerd que el primer equivalente de 4 fue necesario para equilibrar los
diferentes complejos de paladio, y se realizo la representacion del perfil de valoracion a
partir de la adicion del primer equivalente de 4. Se realiz6 un ajuste a un modelo 1:1, a
partir del que se obtuvo una constante: log K = 4.67 = 0.21. Como conclusion, se puede
decir que el equilibro estudiado es capaz de detectar y valorar efectivamente cation
metilmercurio[Il] mediante la valoracion inversa con 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol, aunque el

proceso es mucho mas sencillo en disolventes apréticos que en disolventes proticos.

El limite de deteccion de cation metilmercurio(II) con el complejo acuapaladio 3,
a la concentracion de 10° M en EtOH:H,O (1:1), calculado por el método de la
variabilidad del blanco, dio un valor de 2.28-107 M.

EXPERIMENTO DE VALORACION DE UNA MEZCLA DE CATION
METILMERCURIO(II) Y CATION MERCURIO(I1)

Con el fin de poner de manifiesto el alcance del método para la diferenciacion de
compuestos de mercurio presentes en una disolucion, se realizd un experimento de
valoracion simultanea de una mezcla equimolecular de MeHg*" y Hg*". Es posible pensar
que, a través de los distintos sistemas en equilibrio propuestos en parrafos anteriores,
podria plantearse un método para la especiacion de Hg*" y MeHg" mediante técnicas
espectroscopicas UV-Vis, con las cuales podria determinarse la presencia de cada analito
y ademads cuantificar la cantidad de cada uno de los compuestos presentes en una mezcla

de ambos. El procedimiento se resume en el esquema siguiente.
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E)Ph)z Mo
\ /
/Pd~o
2N (Ph), |
. 2b P\‘/Pd o +
Hg2+ + CH3Hg P f + 2x CH3Hg
%Ph)z .
\
_N SH HS
3
(Ph)y e

P\ /

Pd~0 M\
2x N + (0 0o

SH HS
Hg," Hg,"

Esquema 12

En primer lugar se preparé una mezcla equimolecular de Hg”" y MeHg" en
EtOH:H,O (1:1), disolucion 10* M en MeCN. Esta muestra fue valorada con cantidades
crecientes del complejo 2b (5:10° M en MeCN). Siguiendo el esquema anterior, la
disolucion inicialmente incolora pasé a un color rosiceo caracteristico debido a la
semirreaccion de formacion del complejo acuapaladio producido en exclusiva por la

presencia de Hg”", Esquema 13:

(Ph), M (Ph),
P M€ |
/Pd\O /Pd\ +
Hg?" + _N — _N + CH;Hg
2b 3
Esquema 13

La presencia de MeHg' no debe interferir en el equilibrio. Tal como puede verse

en la figura 34 el cambio de color se completa tras afiadir 1 equivalente de complejo 2b.
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0.6 ~
1 equiv
0.5 -
0.4 )
0 equiv

Absorbance
o
w
L

0 T T T 1
400 450 500 550

Wavelength (nm)

Figura 34: Variacion de la banda de absorcion en visible al afiadir 1 equivalente de PALMe (5-10°

M en MeCN) sobre una disolucion equimolecular (10* M en MeCN )de Hg*" y MeHg"

Para cuantificar la cantidad de MeHg" presente, debe realizarse la valoracion de la
mezcla anterior con 4 (5:10° M en MeCN), para desplazar el equilibrio a la formacion de
2b, lo que requiere la presencia de cantidad suficiente del complejo acuapaladio 3 para

desplazar el equilibrio totalmente hacia la derecha.

%Ph)z .
S
/Pd -0

~
(P, (Ph): g,
—~ Pd-q ™~ Pd,\o I\
/ + /
_N__{ + 2xCH;Hg 2x P + (o 07y
s,
\ Hg** Hg
G o
SH HS

3

4
Esquema 14

Asi, se afiadi6 en primer lugar 1 equivalente de complejo acuapaladio 3 (5:10° M
en MeCN). La adicion de este equivalente no modifico la absorbancia de la mezcla, tal

como puede verse en la Figura 35.
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——0.1eq3
——0.3eq3
0.6 - 0.5eq3
05 4 0.7eq3
——0.9eqg3
8
5 041 \ ——1.1eq3
c
I
£ 0.3 A1
o
3
< 0271
0.1 -
0 L) L) 1
400 450 500 550

A (nm)

Figura 35: Efecto de la adicion de 1 equivalente de complejo acuapaladio 3 sobre la disolucion

0.5 - 0 equiv
——0.2eq4
0.4 1 ——0.4eq4
0.6eq4

2.8 equi
P equiv 0.8eq4
2 0.3 ——10eq4
S Nt —12eq4
[%]
g 0.2 + l4eq4
——16eq4
01 4 20eq4
24eq4
28eq4
0 L) L) 1
400 450 500 550
A (nm)

Figura 36: Valoracion de la disolucion anterior con ditiol

Sobre la mezcla anterior se afiadieron sucesivamente cantidades crecientes de una
disolucion de 4, Figura 36. De esta manera, todo el MeHg ™ presente se consumia, ya que
el compuesto 4 es un coordinante selectivo para el Hg**, el complejo de acualpaldio 3
desaparecia a medida que se formaba de nuevo el complejo 2b, y el equilibrio se
desplazaba hacia la izquierda observandose la disminucion de la banda de absorcion

caracteristica del complejo 3. Puede verse que el equilibrio se desplaza totalmente cuando
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se afiaden 2 equivalentes de 4, la adicion de un exceso de 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol. De
esta manera, conociendo los equivalentes afadidos de 3 en la primera etapa, se obtiene la
concentracion de Hg”™ en la muestra; en la segunda valoracion se calcula la cantidad total
de MeHg" a partir de los equivalentes afiadidos de 4. Si al total MeHg" se le restan los
equivalentes formados en la primera etapa, se obtienen los equivalentes iniciales de
MeHg". En el ejemplo mostrado seria 1 equivalente de Hg*" y 1 equivalente de MeHg".
Aunque el sistema requiere de dos valoraciones es, en principio, capaz de realizar la
valoracion simultanea de una mezcla de MeHg™ y Hg®" que estin presentes en una

disolucion.
CONCLUSIONES:

De los resultados experimentales obtenidos en este capitulo se pueden sacar una

serie de conclusiones tales como:

Se ha realizado el screening de una serie de complejos de paladio, de los cuales
se han estudiado sus caracteristicas como sensores de cationes, encontrandose que uno
de ellos, PdLMe, es especialmente adecuado para esta funcion presentando una alta

selectividad y sensibilidad frente a Hg*" en distintos disolventes.

El estudio de los procesos de deteccion de mercurio(I) y metilmercurio(II) ha
permitido establecer una serie de equilibrios de reaccion a partir de los cuales pueden
identificarse y cuantificarse las especies de mercurio(Il) y metilmercurio(Il), e incluso

cuantificar ambas en una mezcla conjunta.

Una primera comunicacion de estos resultados experimentales ha sido ya

publicada.28

28 O. del Campo, A. Carbayo, J. V. Cuevas, A. Muiioz, G. Garcia-Herbosa, D. Moreno, E.
Ballesteros, S. Basurto, T. Gémez, T. Torroba, Chem. Commun, 2008, 38, 4576-4578.
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El cobre es un elemento traza vital, el tercero mas abundante en seres humanos,
esta presente en niveles bajos en una gran variedad de células y tejidos, siendo muy
abundante en el higado'. Su concentracién en el citoplasma neuronal puede contribuir a la
etiologia de las enfermedades de Alzheimer? o Parkinson.® El cobre (II) esta implicado en
varias respuestas fisiologicas. Las proteinas que contienen iones de cobre en el sitio activo
estan implicadas generalmente como catalizadores redox en procesos biologicos tales
como transferencias de electrones u oxidaciones de varios sustratos organicos,’ La
investigacion de la quimica del sitio activo de las enzimas de cobre que activan oxigeno
ha demostrado que especies reactivas de cobre y oxigeno estdn implicadas en la accion de
oxigenasas biolégicas.” Sin embargo, la exposicién cronica a un exceso de cobre causada
por accidentes, peligros ocupacionales o contaminacion medioambiental se ha ligado a
dafio oxidativo, por lo que la deteccion de Cu*" en agua o muestras fisiologicas es de gran

importancia toxicologica y ambiental. Se han desarrollado muchas sondas fluorogénicas y

' A. Mathie, G. L. Sutton, C. E. Clarke, E. L. Veale, Pharm. Ther.2006, 111, 567-583.

2 (a) S. Mare, S. Penugonda, S. M. Robinson, S. Dohgu, W. A. Banks, N. Ercal, Peptides 2007, 28,
1424-1432. (b) C. Deraeve, C. Boldron, A. Maraval, H. Mazarguil, H. Gornitzka, L. Vendier, M.
Pitié, B. Meunier, Chem. Eur. J. 2008, 14, 682-696.

3 (a) B.-E. Kim, T. Nevitt, D. J. Thiele, Nature Chem. Biol. 2008, 4, 176-185. (b) J. C. Lee, H. B.
Gray, J. R. Winkler, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 6898.

*1. A. Koval, P. Gamez, C. Belle, K. Selmeczi, J. Reedijk, Chem. Soc. Rev. 2006, 35, 814-840.

> D. Maiti, H. R. Lucas, A. A. N. Sarjeant, K. D. Karlin, J. 4m. Chem. Soc. 2007, 129, 6998-6999.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral

103



104

Discusion de resultados
Parte 11. Desarrollo de una sonda cromo-fluorogénica de cobre(ll)

cromogénicas de Cu’"; dentro de las sondas cromogénicas existen varios ejemplos,
algunos utilizan moléculas sencillas y otros estan basados en sistemas mas complejos que
incluyen nanotubos de carbono o ADN funcionalizados.® Por ejemplo, Wu y col.” han
descrito un quimiosensor para la deteccion selectiva de Cu(Il) en disolucion acuosa,

basado en un mecanismo de formacion de quelatos (Esquema 1).

*\ {N _CuCl
w § O Uy

H

/

u2+/

O~Z’I

-

Esquema 1: Sensor quimico para la deteccién de Cu?* en disolucion.

La selectividlad para Cu®" se ha podido interpretar en base a diferencias
geométricas entre los complejos de Cu®" y otros complejos metal-ligando®. En
disoluciones acuosas estos iones forman generalmente complejos octaédricos. Debido al
efecto de Jahn-Teller, las interacciones de las posiciones ecuatoriales son mas fuertes que
los de las posiciones axiales restantes.” Por lo tanto, los complejos tetracoordinados de
Cu®" estan generalmente caracterizados por una geometria plano-cuadrada. El catién
Cu(Il) exhibe afinidades muy altas para varios ligandos poli-aza, como ciclen,'’ aunque

otros iones metalicos de transicion también pueden presentar afinidades similares.

También existen sistemas sensores que combinan las técnicas de colorimetria y
fluorimetria, permitiendo detectar selectivamente distintos iones; por ejemplo, Schmittel y
.11 . . . . . .
Lin han desarrollado un complejo de rutenio con varios sitios activos, que permite

detectar la presencia de cationes segun sus respuestas de fluorescencia y absorbancia. La

® (a) S. Basurto, O. Riant, D. Moreno, J. Rojo, T. Torroba, J. Org. Chem. 2007, 72, 4673-4688. (b)
J. Liu, Y. Lu, Chem. Commun. 2007, 4872-4874. (c) S. J. Lee, S. S. Lee, J. Y. Lee, J. H. Jung,
Chem. Mater. 2006, 18, 4713-4715.

"J.-S. Wu, P.-F. Wang, X.-H. Zhang, S.-K. Wu, Spectrochim. Acta Part 4, 2006, 65, 749-752.

§S. Otto, J. B.F. N. Engberts, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 6798-6806.

’ A. E. Martell, R. D. Hancock, Metal Complexes in Aqueous Solutions, Plenum Press, New York,
1996.

0K, Mutsuo, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1975, 326.
""" M. Schmittel, H.-W. Lin, Angew. Chem.,Int. Ed. 2007, 46, 893-896.
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mayoria de los sensores fluorimétricos'? para Cu" son del tipo ON-OFF debido al caracter
paramagnético de catién, que actiia como un desactivador de la fluorescencia. Asi, Zeng y
colaboradores" sintetizaron un polimero funcionalizado con grupos imidazol, que es
altamente fluorescente y que, en presencia de Cu®", pierde la fluorescencia, que a su vez

vuelve a recuperarse en presencia de CN™ (Figura 1).

hv'y: Ton’ i "off" i hv'y, "on"
= AT .

N/Q:T N/ﬁ N =
\.-{—N cu2+ \.—’—"N\ CN. \.f-‘N
o @ KL [Cu(CN),J™
N/:‘:N N/RN’ N/:H:N
\ﬁ @ quencher \--;—J
A e ..
hv hv hv

muy fluorescente no fluorescente muy fluorescente
Figural

Los ejemplos en los que el proceso de deteccion ocurre a través de un incremento
de la fluorescencia son menos comunes, aunque entre ellos se encuentran algunas de las
sondas OFF-ON mas interesantes. Se sabe que el Cu(Il) promueve la hidrolisis de los
ésteres de los a-aminoacidos,'* lo que ha servido para el disefio de la hidrazina de la
rodamina B (1). La adiciéon de Cu(Il) a una disolucion incolora de la hidrazina da lugar a
la aparicion de la fluorescencia caracteristica de la rodamina B (2) como consecuencia de

la hidrolisis redox del compuesto de partida (Esquema 2)."

12 (a) J. Xie, M. Ménand, S. Maisonneuve, R. Métivier, J. Org. Chem. 2007, 72, 5980-5985. (b) S.
M. Park, M. H. Kim, J.-1.Choe, K. T. No, S.-K. Chang, J. Org. Chem. 2007, 72, 3550-3553. (c) Z.
Guo, W. Zhu, L. Shen, H. Tian, Angew. Chem., Int. Ed. 2007, 46, 5549-5553. (d) S. J. Lee, S. S.
Lee, M. S. Lah, J.-M. Hong, J. H. Jung, Chem. Commun. 2006, 4539-4541. (e) S. H. Kim, J. S.
Kim, S. M. Park, S.-K. Chang, Org. Lett. 2006, 8, 371-374.

13 Q. Zeng, P. Cai, Z. Li, J. Qin, B. Z. Tang, Chem. Commun. 2008, 1094-1096.

14 (a) H. Kroll, J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 2034; (b) M. L. Bender, B. W. Turnquist, J. Am. Chem.

Soc. 1957, 79, 1889.

V. Dujols, F. Ford, A. W. Czarnik, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7386-7387.
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Esquema 2: Sensor de Cu(ll) basado en la hidrazina de la Rhodamina B.

En cambio, el compuesto 3 (Figura 2) es un quimiosensor fluorescente especifico
para Cu’, aun en presencia de Cu®", y permite la deteccion de este cation en medios
biologicos, por lo que puede constituir una importante herramienta en el estudio de la

g, : 16
oxidacion biologica del cobre en sistemas vivos.

Figura 2: Sensor cromogénico fluorescente para la deteccién de Cu(l).

' 1. Zeng, E. W. Millar, A. Pralle, E. Y. Isacoff, C. J. Chang, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128,
10-11.
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Yu y col."” sintetizaron una sonda derivada de la rodamina B (4), que contiene un

. . 2+ .
grupo tiourea altamente rico en electrones, que es capaz de detectar Cu™ en medios
acuosos con sensibilidad alta. En este caso, el ion Cu®" promueve la ruptura del anillo
mediante coordinacion inicial, seguida de una reaccion de reduccion y una hidrélisis

posterior para formar el producto final, la rodamina B fluorescente (2) (Esquema 3).

Cu?t

RN

PPl

Cu?*

H
D~
N o NN
.

Esquema 3

En otro ejemplo, P. Molina y col."® utilizaron un azadieno selectivo de Cu*" (5)

que es capaz de dar respuesta colorimétrica y fluorimétrica (Figura 3).

V4 Fluorescent Optical

Figura 3

M. Yu, M. Shi, Z. Chen, F. Li, X. Li, Y. Gao, J. Xu, H. Yang, Z. Zhou, T. Yi, C. Huang, Chem.
Eur. J. 2008, 14, 6892-6900.

'8 R. Martinez, F. Zapata, A. Caballero, A. Espinosa, A. Tarraga, P. Molina, Org. Lett. 2006, 8,
3235-3238.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES:

En todos los casos descritos en la bibliografia precedente, los principales
problemas son las interferencias con otros metales y la reduccion de la eficacia en
presencia de agua, por lo que la preparacion de nuevas sondas fluorogénicas para cation
cobre(Il) es necesaria si se quiere alcanzar selectividad en la deteccion. Previamente, el
grupo de trabajo ha estudiado la reactividad del 5-bromo-1-(dicianometilen)-2,3-
dicloroindeno, asi como la obtencidn, a partir de dicho compuesto, de nuevos derivados
que presentan comportamiento como sensores quimicos'. Ademas de buscar una buena
selectividad frente aniones y cationes en disolventes organicos apréticos, como MeCN 6
DMSO, y en disolventes proticos como el metanol o etanol, también se necesita una buena
selectividad y sensibilidad en medios acuosos o parcialmente acuosos, por lo que en este
caso se han utilizado los conocimientos previos para la obtencion de una sonda especifica
de cobre(Il). Asi, se ha disefiado y sintetizado un dicianometileno-indeno que incluye en
su estructura un grupo quinolina y un grupo 2,2'-dipicolilamina en que la coordinacion del
i6n metalico puede tener gran incidencia en la conjugacion del croméforo potencialmente
fluorescente. Esto es debido a que el cromodforo posee una estructura con grupos

donadores y aceptores de electrones que estan conjugados entre si.

Siguiendo el disefio indicado, se ha sintetizado el derivado de dicianometileno
indeno con la estructura de 2,3-dicloro-1-dicianometilen-5-(8-quinolinil)indeno 5, a partir
de una reaccion de acoplamiento tipo Suzuki®® entre la 5-bromoindanona 1 y el acido
quinolin-8-ilborénico, obteniéndose la cetona 2 con un rendimiento del 98%.
Posteriormente, la condensacion de Knoevenagel de 2 con malononitrilo y DABCO en
benzeno dio lugar al indeno 3 (66%). Después se realizo la cloracion en las posiciones 2 y
3 con N-clorosuccinimida y diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) en diclorometano para

obtener el dicloroindeno 4 que se hizo reaccionar con 2,2’-dipicolilamina en

19°S. Basurto, D. Miguel, D. Moreno, A. G. Neo, R. Quesada, T. Torroba. Org. Biomol. Chem.
2010, 8, 552-558

2 (a) N. Miyaura, A. Suzuki. Chem. Rev. 1995, 95, 2457-2483. (b) A. Suzuki. J. Organomet.
Chem. 1999, 147-168.
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diclorometano a través de una reaccion de sustitucion nucleofila®' selectiva sobre la
posicion 3 del compuesto diclorado, obteniéndose asi el compuesto deseado 5 (Esquema
4). Todos los compuestos obtenidos han sido caracterizados mediante las técnicas

espectroscopicas y analiticas mas usuales.

O >
Br B(OH)2 _NCTeN “SCN
Pd(PPh3)4 T paBCO
(0] N32CO3
1 THF/H,0 NC /

QP 0

NCS
—>
DABCO Cl
/
NC—/ NCE Cl =
Cl CN N
Esquema 4

ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE 5 COMO SENSOR QUIMICO.

El compuesto obtenido 5 posee una subunidad aceptora de electrones (CN) y otra
donadora de electrones (NR;) en su estructura. Estos sistemas, que poseen un grupo
electron aceptor y un grupo electrén dador conjugados a través de un sistema electronico
T, se caracterizan generalmente porque, tras la excitacion electronica, presentan una banda
de transferencia de carga (PCT), desde la amina (grupo dador), hasta el grupo

dicianometileno (grupo aceptor).

Una disolucion de concentracion 10* M del compuesto 5 en MeCN presenta un

intenso color purpura (Am.x = 545 nm, ¢ = 5893 M emt YV Amax = 393 nm, ¢ = 12700 M!

21 1 P. Wolfe, S. Wagaw, J.F. Marcoux, S.L.Buchwald, Acc. Chem. Res., 1998, 31, 805-818.
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-1 . I .y . . .

cm’), adecuada para su estudio como sensor quimico. Se realizé un estudio cualitativo
. . . .y 4 o .

con una serie de cationes comunes sobre una disolucion 10~ M de 5 en agua-acetonitrilo

1:1, comprobandose que se producia un cambio selectivo al afiadir 2 equivalentes de Cu*"

frente el resto.

5 Ag+ Ni2+ Sn2+ Cd2+ Zn2+ Pb2+ Cu2+ Fe3+ SCS+ AI3+ ng+

Figura 4: Respuesta de una disolucién 10*M del ligando 5 en CH;CN:H,O 1:1 + 2equivalentes de
cada catién. De izquierda a derecha: ref, Ag’, Ni*', Sn**, Cd*, zn*", Pb*', Cu*’, Fe*', S¢*”, Al3+y
H g2+

Al afiadirse mas de 5 equivalentes de cada uno de los cationes se aprecié una
ligera pérdida de color en aquellos que contienen Fe*” y Hg*", si bien, en estos casos, no se
apreciaba un cambio en la fluorescencia. Las pruebas de interferencia realizadas indicaron
un comportamiento muy selectivo de la sonda estudiada, segtn los resultados la presencia

de otros analitos en la disolucién no afectaba a la deteccion de Cu" (Figura 5).

/ 3 :
= s b o .
= % A~ ——

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 5: 1zquierda: 1: Referencia 5, 10* M in MeCN/H,O 1:1, 2: Ref. 5+ 1 eq Cu®’, 3: Ref. 5 +
Ag',Ni*', Sn*', Cd*', Zn*", Pb*, Sc*"y AP*Y, 4: 3+ Fe*', 5: 4 + Hg*', 6: 5+ Hg”". Derecha: 1:
Referencia 5 de la figura izquierda. 2: Ref. 5+ 1 eq Cu**.3,4,5,6: Son, respectivamente, los

correspondientes a la figura izquierda + 1 eq Cu®".

Se realizaron valoraciones tanto en UV-vis como en fluorescencia afiadiendo Cu®"
(en H,0) sobre una disolucién de ligando 5 10* M MeCN/H,O 1:1. En la valoracion a

través de medidas UV-Vis se observo una disminucion de la A, de absorcion centrada en
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. ~ 2 , . . . , .
550 nm a medida que se ailade Cu’’, formandose al mismo tiempo un punto isosbéstico a

490 nm:

5 equiv Cu?
1.6 4 0.60+
14 0.551
| : 0.50-
1.2 4 W 0 equivCu 1
\ 0.454
8 4
14 c 0.40
3 £ a]
€054 5 0.35
g < 0.301
0 0.6 - |
Qo -
2 0.25 ]
0.4 0.20
T M T M T M T M T M T M
0.2 - 0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
(:u2+ (M)
0 T

350 400 450 500 600 650 700

550
A(nm)

Figura 6: Izquierda: Espectros de absorcion para la valoracion del ligando 5 (10 M en MeCN/H,0
1:1) con Cu®" (en H,0). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de formacion 1:1

(Amiima """ = 550 nm) con Cu®".

El ajuste obtenido indica que el modelo de coordinacion se corresponde con uno del

tipo 1:1, con un valor para la constante de asociacion: Log K =4.23 + 0.04

El analisis de Job's Plot llevado a cabo con medidas en espectroscopia de absorcion
confirm6 el modelo propuesto ya que los resultados presentaron un maximo de la curva al
50% de fraccion molar. Por otra parte, se calcul6 el limite de deteccion de una disolucion 107
M en MeCN/H,O 1:1 de 5 que, calculado por el método de la variabilidad del blanco,” fue de
4.17-107 M.

2 D. L. Massart, B. G. M. Vandeginste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, P. J. Lewi, J. Smeyers-
Verbeke, "Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A", Eselvier, Amsterdan, The
Netherlands, 1997, Chapt. 13, 379.
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0.000008 -
0.000007 - o ©® °
0.000006 -
0.000005{ @
0.000004 [ J
0.000003 -
0.000002 - °
0.000001 -

[

0 . T T T T T T T T T 1
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Xeu2+

Ax X[Cu?

Figura 7: Analisis de Job’s Plot del producto 5 (10*M en MeCN/H,O 1:1) con Cu** (en H,0).

(xméxima absorcion _ 550 nm)

Se completo el estudio de las medidas en UV-visible realizando valoraciones en otras

condiciones, por ejemplo en un medio con menor proporcion de agua: MeCN/H,O 7:3:

5 equiv
1.6 1 0.60
1.4 0554 "
0.50
1.2 1 0 equiv
[N 8 0454
S 14 8
< 2
3 5 0.40
o 0.8 e}
%) < 0.35-
<
06 7 0.30
0.4 1 0.25+4
T T T T T 1
0.2 0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
' M (Cu™)
0 T

350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelenght (nm)

Figura 8: Izquierda: Espectro de absorcion para la valoracion del ligando 5 (10 M en MeCN/H,0
7:3) con Cu®’ (H,0). Derecha: Ajustes para el calculo de la constantes de formacion 1:1

(Amiima """ = 550 nm) con Cu*"

El ajuste obtenido indica que el modelo de coordinacion corresponde con uno del tipo

1:1, con un valor para la constante de asociacion: Log K =4.73 + 0.04
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Como pudo apreciarse en las pruebas cuantitativas realizadas, la presencia de otros
analitos en la disolucion no afectaba de un modo significativo a la sensibilidad de 5 por Cu*',
en la valoracién realizada con una disolucién de 5 (10*M en MeCN/H,O 1:1) con 2

equivalentes de cada uno del resto de cationes:

1.4 -
1.2 4 ‘
l‘.
0 equiv 0.50 A *
1 -
.
[} <] s
o O 0.45 4 'S
_‘:'_5 0.8 4 g o
S 5 .
2 0.6 4 @ 0.40 4 o
Qo
< < ¢ °
*
0.4 - *
0.35 - °
0.2 -
AN 0.30 T
0 ' ' ' ' , — 0 05 1 FE§upastsaCEs 4 45 5

350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Figura 9: Izquierda: Espectro de absorcion para la valoracion del ligando 5 (10* M en MeCN/H,0O
1:1+ Ag', Ni*', Sn*', Cd*', Zn*", Pb*", S¢** y AI*") con Cu** (en H,0). Derecha: Representacion de la

disminucion de absorbancia a lo largo de la valoracion (Amaxima """ = 545 nm) con Cu*"
Existen dos casos en los que si que se observaba una disminucion del color de la

disolucién original, esto se producia en presencia de Fe’" y Hg”", las valoraciones con ambos

cationes y los posteriores ajustes ofrecieron valores inferiores a los que se obtenian en

cualquiera de los casos con Cu®".
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2
0.65
175 0 equiv
15 0.60-
8125 3
S 10 equiv S 0.554
2 14 2
:
< 0.75 4 < 0.50-
0.5 -
0.45
025 T T T T T T T T T T 1
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008

0 T T T T T T — M
350 400 450 500 550 600 650 700 ¢ ( )

Wavelength (nm)

Figura 10: lzquierda: Espectro de absorcion para la valoracién del ligando 5 (10 M en MeCN/H,0
1:1) con Fe*' (H,0). Derecha: Ajustes para el calculo de la constantes de formacién 1:1

(Amxima """ = 550 nm) con Fe**

1.5 -
0.65
0.60
0.55
3 3
© S 0.50+
S 3
= 5 0.45-
? 2
o < 0.40-
< 054
0.35
0.25 A 0.30 T T T T T
0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
O L) L) L) L) L) L) V C(M)

350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelenght (nm)

Figura 11: lzquierda: Espectro de absorcion para la valoracién del ligando 5 (10 M en MeCN/H,O
1:1) con Hg** (H,0). Derecha: Ajustes para el calculo de la constantes de formacion 1:1
O‘fma’xima absorcion _ 550 nm) con Hg2+
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Fe* Hg*

LogK 344+004 317+0.01

20000

15000 -
» 10000 -

5000
0 | l I I

Fe3+ Hg2+ Cu2+

Figura 12: Constantes de formacién (1:1) de las valoraciones de 5 (10 M en MeCN/H,O 1:1) con Cu*’,
Fe3+ Hg2+

ESTUDIO CUANTITATIVO MEDIANTE FLUORESCENCIA.

Tal como se explico, al aiadir dos equivalentes de Cu*" sobre una disolucién de 5
(10*M en MeCN/H,O 1:1) se observo que se producia un cambio en el color de la disolucion
original, pasando la misma de morado a naranja. Al colocar esa misma disolucién bajo una
lampara ultravioleta a la A = 366 nm, se observo un aumento de la fluorescencia en la
disolucién que contenia Cu®". Se observo también que el aumento era mayor si el ensayo se

realizaba con una disolucion de 5 (10* M en MeCN) en ausencia de agua.

5, 5+ Cu’" (MeCN) 5, 5+ Cu®" (MeCN/H,O 1:1)

Figura 13: Cambios de fluorescencia de una disolucion de 5 (10*M en MeCN) (izquierda) y (10 M
en MeCN/H,O 1:1) (derecha) al afiadir 2 equivalentes de Cu*" (Aexe = 366 nm)
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VALORACIONES FLUORIMETRICAS

10 equiv
100 A

Intensity (a.u.)

515 565 615 665 715 765 815
Wavelength (nm)

1004

80+

604

40-

Intensity (au)

20’8
L) L L L L L]
0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
2+
Cu™ (M)

Figura 14: 1zquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica del ligando 5 (10* M en

MeCN) con cu?* (MeCN) (Aexcitacion = 490 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion complejo 1:1 (Apsxim,= 650 nm)
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Figura 15: Izquierda: Espectro de emisién para la valoracion fluorimétrica del ligando 5 (10 M
en MeCN/H,O 1:1) con cu? (MeCN) (Aexcitacion = 495 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion complejo 1:1 (Apsxima= 650 nm)
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Las valoraciones fluorimétricas realizadas mostraron un aumento de la banda de
emision correspondiente al color final observado (Anixime— 650 nm), y los ajustes

realizados a modelos no lineales dieron como resultado ajustes tipo 1:1 en ambos casos:

5+ Cu®* 5+ Cu®*
(MeCN) (MeCN/H,0 1:1)
Log K 548 £0.15 6.48 £0.48

Las constantes de asociacion calculadas para cada caso son las mostradas en la tabla
anterior, resultando ser mas alta en el caso en el que la valoracion se realiza en presencia de
agua. El limite de deteccion en fluorescencia de una disolucion 10* M en MeCN/H,0 1:1 de
5, calculado por el método de la variabilidad del blanco, dio un valor de 4.08-10° M. A su

vez, el rendimiento cuantico para el complejo formado en MeCN dio un valor de @ = 0.034.

VALORACIONES EN RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
PROTON

Con el fin de averiguar qué grupos se ven mas afectados por la coordinacion del
., . 2+ . 1
cation, se llevaron a cabo dos valoraciones del compuesto 5 con Cu™" mediante RMN 'H,

una en CD;CN y otra en CD;CN:D,0 (9:1).

El espectro inicial presenta un singlete a 5.2 ppm, correspondiente a los grupos
metilenos de la picolina. En la zona aromatica, se distingue la sefial del proton mas
proximo al nitrogeno quinolinico, a 8.7 ppm, y los protones mas cercanos al nitrogeno
piridinico, a 8.5 ppm. Los demas protones aromaticos, tanto los de la quinolina, como los

de las piridinas se encuentran entre 7 y 8 ppm.

El resultado de la valoracion del compuesto 5 con Cu*" en CD;CN, se muestra en

la siguiente figura.
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L+3eq Cu®*
2+
” L,J\\__q_,vm L+2eq Cu

" MW/\M”N ., L+18eq Cu™

A%w L+166q Cu2+

"%m L+1.4eq Cu*

JMM v L+12eq Cu2+

AJW/MWM L+leq Cu®

J“w*/\\m i L+0.8eq Cu?*

L+0.6eq Cu**

.»J"\q/ « L+0.5eq Cu?*

w L+0.3eq CU*

L+0.2eq Cu**

-

w» L+0.1eq Cu*

95 90 85 80 75 70 65 6.0
PPmM

L+0.4eq Cu*
v
—

L
1

55 50 45

Figura 16: Evolucién del espectro de RMN 'H, (CD;CN, 25°C) del compuesto 5 frente a

. . 2
cantidades crecientes de Cu®"

En presencia de cantidades crecientes del i0n se observa claramente que, al anadir

0.1 equivalentes de Cu®", la sefial a 5.2 ppm, correspondiente a los grupos metileno de la

picolina, se desdobla en dos sefiales, la primera a 5.3 ppm y la segunda a 5.1 ppm, que a

medida que se va afiadiendo mas Cu®", la primera sefial formada acaba desapareciendo

cuando se han afiadido 0.6 equivalentes, quedando unicamente la segunda sefial formada.

Esto parece indicar que la complejacion con el cobre se realiza a través de los nitrégenos

de la picolina y no por el nitrégeno de la quinolina. Asimismo las sefiales aromaticas se

desplazan hacia campos mas bajos (hacia la izquierda), es decir, los protones aromaticos,

tanto los de la quinolina como los de las piridinas, estan menos apantallados a medida que
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aumenta la cantidad de Cu”". Desde 0.4 equivalentes de Cu®" hasta 1.4 equivalentes todas
las sefiales se ensanchan mucho, no distinguiéndose las diferentes multiplicidades; a partir
de 1.4 equivalentes las sefiales se van estrechando y se van apreciando las nuevas sefiales
creadas al formarse el complejo. Esto parece indicar que desde 0.1 equivalentes de cobre
afiadidos hasta 0.6 equivalentes, en el sistema existen dos especies en equilibrio, puesto
que existen las dos sefiales en la zona 5-5.5 ppm. A partir de 0.6 equivalentes, solo existe

una especie en el sistema.

Los resultados de la segunda valoraciéon, con compuesto 5 disuelto en

CD;CN:D,0 (9:1), se muestran a continuacion.

"‘JW\J\WM
N A
W;M‘ w«j% Mﬁ U\'//W\ LJ U\VM)\ i .

L+2eq Cu?*

. L+1.8eq Cu**

L+1.6eq Cu®

L+1.4eq Cu®

L+1.2eq Cu®

L+leq Cu*

L+0.8eq Cu®*

L+0.6eq Cu®*

L+0.5eq Cu®*
L+0.4eq Cu®*

L+0.3eq Cu®

L+0.2eq Cu®

L+0.1eq Cu®

"L

9,0 8,5 8,0 75 7,0 6,5 6,0 55 50

Figura 17: Evolucién del espectro de RMN 'H, [CD;CN:D,0 (9:1), 25°C] del compuesto 5 frente a

cantidades crecientes de Cu?"
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Al igual que en la valoracion anterior, la sefial correspondiente a los metilenos de
la picolina a 5.2 ppm se desdobla en dos senales al afiadir 0.1 equivalentes de cobre, una a
5.1 ppm y otra a 5.3 ppm, pero a diferencia de la anterior, esas dos sefiales se mantienen
durante toda la valoracion. En cuanto a la zona aromatica, todas las sefiales se desplazan
levemente hacia la derecha (campos mas bajos o protones menos apantallados). Como en
el caso anterior, la complejacion se establece por los nitrogenos piridinicos, aunque en
este caso no se llega a una Unica sefial en la zona de 5-5.5 ppm, como ocurria en la
valoracién anterior. En general, los resultados mostrados mediante valoracion en RMN de
protén son compatibles con los resultados obtenidos mediante UV-Vis y fluorescencia,
especialmente en los efectos de la ausencia o presencia de agua en el medio. Los
resultados indican que, probablemente, se forma un complejo 1:1 en que el Cu®’
interrumpe la conjugacion de los grupos ciano y amina, causando un desplazamiento
hipsocrémico de la absorcion de la banda principal y, al mismo tiempo, inhibiendo el
amortiguamiento de la fluorescencia debido al grupo amino, dando lugar a la aparicion de
fluorescencia de la parte no complejada de la molécula. De hecho, el compuesto 3 es un
solido fluorescente amarillo bajo la lampara ultravioleta de 366 nm. La figura 18 muestra

el complejo formado y la parte de la estructura implicada en la emision de fluorescencia.

A
A95“m N/

,disolvente
2+
“disolvente

disolvente = agua o acetonitrilo

Figura 18

Para comprobar que el cation cobre no puede complejarse con la quinolina se han
realizado algunos modelos moleculares sencillos mediante el programa HyperChem. El
complejo mas estable, que muestra menos tensiones de enlace, se muestra en la figura

siguiente. En dicho complejo puede verse que el cation cobre(Il) complejado en la unidad de
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dipicolilamina no tiene posibilidad de cercania con la unidad de quinolina, por lo que no tiene

posibilidad de perturbar la fluorescencia debida al anillo de quinolina.

Figura 19

CONCLUSIONES:

De los resultados experimentales obtenidos en este capitulo se pueden sacar una

serie de conclusiones tales como:

Se ha puesto a punto una nueva sonda cromogénica y fluorogénica OFF-ON para
la deteccion a simple vista de cation cobre(Il) en mezclas de acetonitrilo-agua, en

condiciones de selectividad completa y sensibilidad nanomolar.

Esta sonda puede ser util para la deteccion de cobre(Il) en muestras de origen
medioambiental en el rango de las cantidades traza (ug I'), requeridas por los organismos

vivos, mediante espectroscopia de ultravioleta-visible y fluorescencia.

Una primera comunicacion de estos resultados experimentales ha sido ya

publicada.”

23 E. Ballesteros, D. Moreno, T. Gomez, T. Rodriguez, J. Rojo, M. Garcia-Valverde, T. Torroba,
Org. Lett., 2009, 11, 1269-1272.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



PARTE III. PREPARACION DE
SONDAS FLUOROGENICAS
PARA LA DETECCION DE
AMINOACIDOS Y SUS
METABOLITOS






Discusion de resultados
Parte I11. Sondas fluorogénicas para la deteccion de aminoacidos y sus metabolitos

INTRODUCCION Y DISENO DE SONDAS
FLUOROGENICAS

Dentro de los llamados sensores quimicos Opticos son poco abundantes los
ejemplos que pueden encontrarse de sondas fluorogénicas para el reconocimiento
selectivo de aminoacidos y especies neutras, en la mayoria de los casos la deteccion de
este tipo de compuestos va asociada a sistemas mas complejos que requieren
equipamientos, preparacién de muestras y tiempos de espera largos.! Una de las familias
de aminoacidos mas estudiadas es la de aquellos que contienen grupos tiol en su
estructura?, como por ejemplo la cisteina, si bien es cierto que la mayoria de ejemplos
existentes estan basados en procesos que incluyen reacciones quimicas, como adiciones de

Michael o ciclaciones, que generan variaciones en las propiedades fluorescentes de los

! a) L. Pu, Chem. Rev. 2004, 104, 1687-1716; Lysine: b) D. M. Bailey, A. Hennig, V. D. Uzunova,
W. M. Nau, Chem. Eur. J. 2008, 14, 6069-6077; ¢) C. P. Mandl, B. Konig, J. Org. Chem.
2005, 70, 670-674; Glutamate: d) M. Riskin, R. Tel-Vered, M. Frasconi, N. Yavo, I. Willner,
Chem. Eur. J. 2010, 16, 7114-7120. ¢) M. Bonizzoni, L. Fabbrizzi, G. Piovani, A. Taglietti,
Tetrahedron 2004, 60, 11159-11162; Tryptophan: f) L. Yang, S. Qin, X. Su, F. Yang, J. You,
C. Hu, R. Xie, J. Lan, Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 339-348; g) M. Hariharan, S. C.
Karunakaran, D. Ramaiah, Org. Lett. 2007, 9, 417-420. h) Y. Ling, W. Wang, A. E. Kaifer,
Chem. Commun. 2007, 610-612; Histidine: i) Z. Li, X. Lou, Z. Li, J. Qin, ACS Appl. Mater.
Interfaces 2009, 1, 232-234.

2 X. Chen, Y. Zhou, X. Peng, J. Yoon, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 2120-213. Otros ejemplos: b) H.-
Y. Shiu, H.-C. Chong, Y.-C. Leung, M.-K. Wong, C.-M. Che, Chem. Eur. J. 2010, 16, 3308—
3313; ¢) C. Zhao, K. Qu, Y. Song, C. Xu, J. Ren, X. Qu, Chem. Eur. J. 2010, 16, 8147-8154;
d) N. Shao, J. Jin, H. Wang, J. Zheng, R. Yang, W. Chan, Z. Abliz, J. Am. Chem. Soc. 2010,
132, 725-736; e) M. Zhang, M. Yu, F. Li, M. Zhu, M. Li, Y. Gao, L. Li, Z. Liu, J. Zhang, D.
Zhang, T. Yi, C. Huang, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 10322-10323; f) Y. Fu, H. Li, W. Hu,
D. Zhu, Chem. Commun. 2005, 3189-3191.
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reactivos. Tanaka, Barbas y col. sintetizaron un aldehido fluorogénico® capaz de
reaccionar con cisteina a pH neutro, generando un incremento en la fluorescencia

(Esquema 1).

9 COOH HOOC
H —~ 2‘NH
NHR  HS  NH, .

o

Esquema 1

NHR

La mezcla de este reactivo con una amplia serie de aminoacidos y otros tioles
simples solo presenta actividad cuando se encuentra en contacto con cisteina, formandose
la correspondiente tiazolidina fluorescente. En cuanto al resto de aminoacidos, existen
algunos ejemplos de sensores especificos de algunos de ellos, como por ejemplo el
sistema sintetizado por C. Schmuck y L. Geiger’, que se trata de un compuesto tris

cationico capaz de diferenciar entre aspartato y glutamato (Figura 1)

/ \ 0
N
_NH, H HN_NH2
s + +
N NH,
MeOOC ';‘Hs
Figura 1

El compuesto tris cationico se coordina con el glutamato formando un complejo
2:1 estable en disoluciones DMSO:H,0. En el complejo formado, las interacciones
estéricas y electrostaticas generadas al coordinarse con el aspartato son desfavorables
debido a la longitud de la cadena alquilica, dando lugar a la selectividad en la deteccion

(Figura 2).

* F. Tanaka, N. Mase, C. F. Barbas, III, Chem. Commun., 2004, 1762—1763.
* C. Schmuck, L. Geiger J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 10486-10487.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Discusion de resultados
Parte I11. Sondas fluorogénicas para la deteccion de aminoacidos y sus metabolitos

[LIL] d‘:l

D

aspartate glutamate
Figura 2

H. Wang, W.-H. Chan y A. W. M. Lee han disefiado estructuras del tipo
amidotioureas’ sobre estructuras de acido colico, sintetizando esqueletos aptos para el
reconocimiento supramolecular (Figura 3 superior). De este modo se han obtenido una
serie de productos con interesantes propiedades fluorescentes, capaces de proporcionar
multiples puntos de interaccién a través de enlaces de hidréogeno con aminoacidos

trifuncionales cvon grupos acidos, como la serina, lisina, treonina y tirosina, presentando

una gran estereoselectividad (Figura 3 inferior).

Figura 3: Arriba: Sensores amidotioureas. Abajo: esquema de reconocimiento molecular.

> H. Wang, W.-H. Chan, A. W. M. Lee, Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 929-934
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El concepto de regla molecular ha sido muy utilizado en biologia, tanto para medir
las distancias entre grupos de moléculas en procesos dinamicos, como el control de los
procesos de transformacion de hélice doble a sencilla de las cadenas de ADNY, o medir la
actividad de la enzima nucleasa’. Se han utilizado también reglas moleculares para
estudiar las interacciones entre proteinas® y entre los intercalantes de la doble capa lipidica
celular.’ Sin embargo la utilizacién en quimica de materiales ha sido mas reducida;
algunos casos de reglas moleculares basadas en polimeros han sido utilizadas para
investigar le relacion entre la distancia y la emision fluorescente de diversos fluoréforos. '
Existen algunos ejemplos de moléculas que funcionan como reglas moleculares. M. J.
Crossley, P. Thordarson sintetizaron estructuras que han sido utilizadas para asignar de
forma inequivoca dos estereoisdomeros de bis-porfirinas rigidas de dizinc(Il) a través del
estudio de las constantes de complejacion obtenidas por interaccion con o,®-

diaminoalkanes (Figura 4)."!

ﬁ

Figura 4: Un ejemplo de regla molecular.

6 C. Sénnichsen, B. M. Reinhard, J. Liphardt, A. P. Alivisatos, Nature Biotech. 2005, 23, 741-745.

" G. L. Liu, Y. Yin, S. Kunchakarra, B. Mukherjee, D. Gerion, S. D. Jett, D. G. Bear, J. W. Gray,
A. P. Alivisatos, L. P. Lee, F. F. Chen, Nature Nanotech. 2006, 1, 47-52.

8 a) K. J Walters, X. Chen, EMBO J. 2009, 28, 2307-2308; b) R. Sarkar, A. K. Shaw, S. S.
Narayanan, F. Dias, A. Monkman, S. K. Pal, Biophys. Chem. 2006, 123, 40-48.

Y. Cohen, M. Afri, A. A. Frimer, Chem. Phys. Lipids 2008, 155, 114—119.

12y, S. Chi, H. R. Byon, B. S. Lee, B. Kong, H. C. Choi, I. S. Choi, Adv. Funct. Mater. 2008, 18,
3395-3402.

ML I Crossley, P. Thordarson, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1709-1712.
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Asi, el concepto de regla molecular, en que un receptor clasico se conecta a
unidades de indicadores fluorescentes altamente solvatocrémicos, puede ser una
aproximacion de interés para conseguir la interaccion con aminoacidos proteinogénicos,
asi como con aminoacidos no proteinogénicos, a través de medidas de fluorescencia,

buscando la diferenciacion entre los distintos aminoacidos y sus metabolitos.

De entre las distintas aproximaciones que se pueden emplear para el disefio de
quimiosensores haremos uso de la aproximacion de sondas intrinsecas de la que se ha
hecho mencidén en la introduccion. Para llevar a cabo un disefio racional de los ligandos es
preciso establecer con claridad cuales son las unidades sefalizadoras y las unidades
complejantes de mayor interés para conseguir una complejacion fuerte y selectiva y una

transduccion eficaz y facil de detectar.

Teniendo en cuenta estas premisas el primer punto a establecer es cuales son los
analitos a estudiar ya que en funcion de sus caracteristicas se llevara a cabo la eleccion de
las unidades complejantes de mayor interés. Entre todos las posibles moléculas biologicas
de interés, nuestra atencion se ha centrado en la deteccion de aminoacidos, de entre ellos
especialmente alfa aminoécidos con grupos amina y amida terminales, beta aminoacidos y
w-aminoacidos terminales de cadena larga que tienen importancia en algunos procesos
fisiologicos. Con estos objetivos, las unidades complejantes que se incluiran en los
quimiosensores seran ureas y amidas para el reconocimiento de carboxilatos. Las unidades
de urea han sido muy estudiadas en el reconocimiento colorimétrico selectivo de aniones
carboxilato y fosfato, especialmente, aunque también se conocen receptores que contienen
en su estructura varias unidades de urea, que han resultado especialmente ttiles en la

deteccion de i6n cloruro.'”” También se han utilizado ampliamente en la deteccion

'2'2) V. Amendola, L. Fabbrizzi, L. Mosca, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3889-3915. b) B. P. Hay,
Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3700-3708.
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;. . . 1 . . . .
fluorogénica de esos mismos aniones.”” Los grupos diamida o poliamida, a su vez, han

. J . .y 14
sido utilizados en receptores de aniones, aunque en menos extension que los grupos urea.

La segunda subunidad imprescindible en el disefio del quimiosensor es la unidad
senalizadora que debe experimentar un cambio en alguna de sus propiedades para
senalizar el reconocimiento. De las distintas propiedades que se pueden estudiar nuestro
interés se ha dirigido a la fluorescencia por la facilidad de instrumentacion y la elevada
sensibilidad de estas técnicas'’ Para llevar a cabo una adecuada eleccion de la subunidad
sefializadora es necesario que el mecanismo de transduccidon se produzca de una forma
eficaz. Entre los posibles mecanismos de actuacién uno de los mas interesantes es aquel
en el que la complejacion de sistema objeto de estudio origina una modificacion de las
propiedades electronicas del cromoéforo. Los cromoéforos mas adecuados son los que
absorben a longitudes de onda en la zona de 450 nm. Un segundo requisito de interés es
que la presencia del sustrato induzca un incremento en la emision de fluorescencia mejor
que un amortiguamiento ya que la sensibilidad del método se ve muy aumentada'®. Estos
requisitos se deben cumplen a partir de algunos de los compuestos a estudiar en la

preparacion de los potenciales sensores.

Otro posible mecanismo de transduccion esta relacionado con cambios
conformacionales inducidos en el ligando por la propia complejacion. Entre los sistemas
basados en cambios conformacionales destacan: (a) aquellos en los que el cambio
conformacional modifica la disposicion espacial de los fluoréforos originando excimeros'’

(b) los que dan lugar a procesos de fluorescencia con transferencia resonante de energia

% a) A.-F. Li, J.-H. Wang, F. Wang, Y.-B. Jiang, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3729-3745. b) R. M.
Duke, E. B. Veale, F. M. Pfeffer, P. E. Kruger, T. Gunnlaugsson, Chem. Soc. Rev. 2010, 39,
3936-3953.

4 P. A. Gale, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 3746-3771.

" A. P. de Silva, H. Q. N. Gunaratne, T. Gunnlaugsson, A. J. M. Huxley, C. P. McCoy, J. T.
Rademacher, T. E. Rice, Chem. Rev. 1997, 97, 1515-1566. J. F. Callan, A. P. de Silva, D. C.
Magri, Tetrahedron 2005, 61, 8551-8588.

' A. B. Descalzo, K. Rurack, H. Weisshoff, R. Martinez-Mafiez, M. D. Marcos, P. Amor6s, K.
Hoffmann, J. Soto, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 184-200.

17 A. M. Costero, M. Colera, P. Gavifia, S. Gil, Chem Commun. 2006, 761-763.
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(fluorescence resonance energy transfer, FRET)'® y (c) aquellos en los que lo que se
produce es una modificacion de los sistemas conjugados presentes en la unidad
sefializadora.” En esta parte de la Tesis Doctoral se va a estudiar el desarrollo de
quimiosensores para aminoacidos basados en variaciones de la densidad electronica de la
unidad sefializadora o en cambios conformacionales. Asi, se llevara a cabo la preparacion
de ligandos adecuados para la complejacion y deteccion de carboxilatos y grupos amonio,
especialmente orientado a la deteccion de aminoacidos. Los compuestos que aparecen en
la figura 5 estan disefiados de tal modo que la formacion del complejo con los
correspondientes aniones conduce a una clara modificacion de la densidad electronica en
el sistema sefializador lo que originara variaciones claras de las propiedades fotofisicas de
dichos compuestos. Es importante hacer notar que las unidades sefializadoras utilizadas
son compuestos sintetizados de novo durante el desarrollo del trabajo experimental. Estos
compuestos presentan distintos puntos de sustitucion tanto en la estructura indénica como
en el propio sustituyente fenilo, lo que permite la obtencion de una bateria de ligandos con
diferentes distancias entre los grupos receptores de aniones. Por otra parte, los anillos
bencénicos presentes en estos compuestos permiten también incluir sustituyentes
adicionales que modulan las propiedades de los mismos. El analisis retrosintético que
aparece reflejado en el esquema 1 muestra, a titulo de ejemplo, la viabilidad de la sintesis
de alguno de estos compuestos a partir de productos accesibles y reacciones previamente

optimizadas.

8 R. Pohl, D. Aldakov, P. Kubat, K. Jursikova, M. Marquez, P. Anzenbacher, Chem. Commun.,
2004, 1282-1283.

9 A. M. Costero, M. J. Bafiuls, M. J. Aurell, M. D. Ward, S. Argent, Tetrahedron, 2004, 60, 9471-
9478.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral

129



130 | Discusion de resultados
Parte I11. Sondas fluorogénicas para la deteccién de aminoéacidos y sus metabolitos

Figura 5: Sondas fluorogénicas para el reconocimiento de carboxilatos basados en la modificacion

de la densidad electronica de la unidad senalizadora

R = H, NO,, NH,

:> I"2No :> HzN'@_Bgﬁ B"Cg’\\,\o

Esquema 1: Ejemplo de analisis retrosintético para los potenciales quimiosensores.

Por lo respecta a los compuestos de la figura 6 siguiente, el mecanismo de
transduccion es algo diferente y aunque también esta relacionado con cambios
conformacionales, en este tipo de sistemas cada una de las unidades coordinantes se
encuentra unida a una estructura aromatica, por lo que se medirdn las variaciones
fotofisicas debidas a la coordinacién en presencia de varias series de metabolitos

relacionados.
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N

/ - NC iN Nc; CN Ncci‘l 'fcn
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N
= NH

O’ﬁm N ®
T

X
X= OCH3, SCH3, N(CH3)2

Figura 6: Sondas fluorogénicas de aminoacidos con distintos espaciadores.

En las dos primeras sondas los grupos fluorogénicos estan aislados o
suficientemente alejados como para actuar de forma independiente con el metabolito
correspondiente. En cambio en la tercera sonda los fluoréforos estan cercanos debido al
puente de hidrogeno entre las amidas. Cuando se produzca la coordinacion, los dos
fluor6foros se alejaran como consecuencia del cambio conformacional y la excitacion se

modificara.

Terminada la preparacion de los ligandos deseados se llevaran a cabo estudios de
reconocimiento con diversos aminoacidos tanto comunes (alfa-aminoacidos) como menos
comunes (beta-aminoacidos), asi como frente a sus metabolitos de interés (omega-
aminoacidos, bis-aminoacidos), especialmente aquellos que sirven como marcadores de
procesos fisioldgicos anémalos o constituyen aditivos alimentarios o farmacéuticos. Entre
los metabolitos que tienen especial interés esta el acido gamma-aminobutirico (GABA)
debido a que varios antiepilépticos comerciales, como por ejemplo pregabalina (Lyrica) o
gabapentina (Neurontin) se basan precisamente en la estructura de GABA, y su deteccion

puede tener gran interés farmacologico.”’ También tiene interés la deteccion de omega-

20 (GABA) Y. Thielmann, J. Mohrlder, B. W. Koenig, T. Stangler, R. Hartmann, K. Becker, H.-D.
Holtje, D. Willbold, ChemBioChem 2008, 9, 1767-1775. (Lyrica, pregabalina) R. B.
Silverman, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 3500-3504. (Gabapentina) J. B. Schwarz, S. E.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral

131



132

Discusion de resultados
Parte I11. Sondas fluorogénicas para la deteccién de aminoéacidos y sus metabolitos

aminoacidos miméticos de la lisina, S5-aminopentanoico, 6-aminohexanoico y 7-
aminopentanoico, que tienen gran importancia fisiologica.”' Asimismo, metabolitos como
creatina,”” carnitina® y carnosina,** de gran interés farmacolégico, y cuya deteccion tiene
. .25 , .y . .
gran importancia,” seran también estudiados. Todos ellos comparten una estructura lineal
terminada en un grupo amino. En todos los casos se estudiara la influencia de la longitud
de la cadena y el efecto que puedan originar otros grupos funcionales presentes,
especialmente un segundo grupo amino presente en los bis-aminoacidos y en los

dipéptidos como carnosina.

Por otra parte, se estudiara la deteccion de las principales aminas biogénicas
procedentes de los aminoacidos estudiados. Las aminas biogénicas tienen gran
importancia en el campo de las neurociencias ya que han sido implicadas en gran variedad
de desordenes neurologicos y psiquiatricos.”® Asi, la serotonina es una sustancia
ampliamente distribuida en el organismo humano, posee propiedades vasoconstrictorass y
actia como neurotransmisor participando en gran numero de funciones fisiologicas y
psicologicas, aunque también interviene en desordenes nerviosos. Por otra parte, las
poliaminas engloban a un grupo de compuestos como la putrescina, cadaverina,
espermidina y espermina, que derivan de aminodcidos y su presencia en alimentos, en
grandes cantidades, ha sido asociada con su deterioro. Aunque estos compuestos se
encuentran de forma natural en los sistemas fisiologicos, pueden producir efectos toxicos
cuando se consumen en grandes cantidades. La histamina en dosis fisiologicas regula

funciones vitales, mientras que cuando es producida en reacciones alérgicas puede ser

Gibbons, S. R. Graham, N. L. Colbry, P. R. Guzzo, V.-D. Le, M. G. Vartanian, J. J. Kinsora,
S. M. Lotarski, Z. Li, M. R. Dickerson, T.-Z. Su, M. L. Weber, A. El-Kattan, A. J. Thorpe, S.
D. Donevan, C. P. Taylor, D. J. Wustrow, J. Med. Chem. 2005, 48, 3026-3035.

2 (Anélogos d’e lisina) S. L. Nilsen, M. Prorok, F. J. Castellino, J. Biol. Chem. 1999, 274, 22380~
22386. (Acido 7-aminoheptanoico) F. Frangk, 1. Fismolova, T. Eckschlager, Arch. Biochem.
Biophys. 2002, 398, 141-146.

*? (Creatina y creatinina) M. Wyss, R. Kaddurah-Daouk, Physiol. Rev. 2000, 80, 1107-1213.

3 (Carnitina) F. B. Stephens, D. Constantin-Teodosiu, P. L. Greenhaff, J. Physiol. 2007, 581, 431-
444,

2 (Carnosina) B. S. Szwergold, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 336, 36-41.
2 H. Bakirci, W. M. Nau, Adv. Funct. Mater. 2006, 16, 237-242.
2 R. Malik, A. Sangwan, R. Saihgal, D. P. Jindal, P. Piplani, Curr. Med. Chem. 2007, 14, 123-131.
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muy toxica. La tiramina estimula la actividad cardiaca y consecuentemente aumenta la
presion sanguinea central. El nivel de algunos de estos compuestos se ha empleado como
indice de calidad de determinados productos alimenticios, como el pescado. La dopamina
es un producto natural producido en el organismo que cumple funciones como
neurotransmisor y su escasez es uno de los causantes de la enfermedad del Parkinson. La
dopamina se libera en experiencias gratificantes, por eso el consumo de ciertas drogas esta
directamente relacionado con el aumento de la dopamina; asi las anfetaminas aumentan la
concentracion de dopamina en el espacio sinaptico y la cocaina actua como bloqueador de
los sistemas de trasporte de la dopamina permitiendo un gran incremento de ésta. La
efedrina es clasificada como una droga que actiia como estimulante del sistema nervioso
central, de esta manera puede reducir la sensacion de fatiga e incrementar el estado de
alerta. Compuestos derivados de €sta, como las anfetaminas, son también estimulantes del
sistema nervioso central, aunque su consumo crénico puede dar lugar a cuadros sicoticos.
Asi, la 3,4-metilendioxianfetamina, un derivado de la anfetamina, se comercializa como
droga de disefio que aumenta el nivel de vigilia y la 3,4-metilendioximetanfetamina, o
€xtasis, es una sustancia que incrementa los niveles de serotonina en la sinopsis neuronal,

roin 27
aunque es hepatotoxica.

Dada la naturaleza de la investigacion que se va a llevar a cabo, en cada una de las
tareas planteadas, la primera parte del trabajo sera la sintesis de los ligandos. La sintesis
de aminas fluorescentes para su union a los receptores se lleva a cabo mediante
acoplamientos convencionales de tipo Suzuki catalizados por complejos de paladio
comerciales en una estrategia modular que permite una gran flexibilidad sintética. El
aumento de la conjugacion permite desplazar la emision de fluorescencia hacia longitudes
de onda mayores. La preparacion de estos compuestos empleara las técnicas
caracteristicas de la sintesis organica y como complemento aquellas técnicas

espectroscopicas necesarias para la correcta identificacion de los compuestos preparados

27 (a) M. Carvalho, H. Pontes, F. Remiao, M. L. Bastos, F. Carvalho, Curr. Pharm. Biotech. 2010,
11, 476-495. (b) E. Turillazzi, 1. Riezzo, M. Neri, S. Bello, V. Fineschi, Curr. Pharm.
Biotech., 2010, 11, 500-509.
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asi como para la determinacion de su grado de pureza. Los analitos seran, siempre que se

pueda, comerciales o bien se prepararan a partir de compuestos comerciales.

Una vez preparados los ligandos, el segundo paso en la investigacion es
comprobar su capacidad complejante y su potencial uso como sensores. La evaluacion de
las constantes de afinidad se hara mediante experimentos de valoracion directa, analizando
los resultados mediante ajustes utilizando el software Origin Lab. Los aniones de control
se utilizaran en forma de sales de tetrabutilamonio para que en disolucion se puedan
considerar como pares i6nicos disociados. Para la determinacion de la capacidad
complejante se emplearan técnicas de 'H RMN, UV-Vis o fluorescencia. Estas técnicas,
con el disefio de los experimentos adecuados nos permitiran determinar, por una parte la
estequiometria de los complejos y por otra los valores de las constantes de complejacion
en el disolvente empleado. Las técnicas de RMN son muy potentes y por ellos se
emplearan también con el fin de conocer las geometrias de los complejos formados en
cada caso. Este aspecto es de una extraordinaria importancia en aquellos ligandos que

presentan un mecanismo de transduccion basado en cambios conformacionales.
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TAREA 1: PREPARACION DE

SONDAS FLUOROGENICAS PARA LA
DETECCION DE AMINOACIDOS
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RESULTADOS EXPERIMENTALES: La sintesis de la sonda fluorogénica se
muestra en el esquema 2. La reaccion de Suzuki del arilboronato 1 con 5-bromoindanona
2, catalizada por Pd(Ph;),, en mezcla tolueno/butanol/agua en presencia de CsCO;, dio
como producto de reaccion la aminocetona 3 con un rendimiento del 91%. La reaccion de
la aminocetona 3 y malononitrilo en presencia de DABCO, en tolueno a reflujo durante 2
horas dio lugar, a través de una reaccion de Knoevenagel, a la aminoindanona 4 con un

rendimiento del 95%.

NH, Br NH, NH,
Pd(PPHs), O ne” CN O
—_— _——
+ PhMe/BuOH DABCO
.B_ Cs,CO;/H0 PhMe

O O o reflujo 16h 0 reflujo 2h O
AR ) )

1
5 NC~¢/
3 CN 4

Esquema 2

El compuesto 4 tiene un color amarillo palido, con un maximo de absorbancia Manax =

398 nm, y un coeficiente de extinciéon molar € = 34500 M'lcm'l, en disolucion de CH,Cl,.
En cuanto a sus propiedades fluorescentes, tanto su rendimiento cuantico ® = 0.6 en
CH,Cl, como por otro lado el elevado solvatocromismo (varia el maximo de fluorescencia

dependiendo del disolvente que se utilice) en fluorescencia, hacen de este compuesto una

interesante etiqueta fluorescente (Figuras 7-8).

4 en Hexano, Et,0, THF, CH,Cl;, MeCN, MeOH, DMSO

Figura 7: Color de las disoluciones 10 M de 4 bajo luz blanca
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4 en Hexano, Et,0, THF, CH,Cl,, MeCN, MeOH, DMSO

Figura 8: Fluorescencia de disoluciones 10 M de 4 a Aoy = 366nm

L ——HEXANO
——ETER
3
£ 0.8 —THF
2 DICLOROMETANO
2 06
2 —— ACETONITRILO
§ 0.4 ——METANOL
= ——DMSO
E 02
(o]
c
0+ T
350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)
——HEXANO
14 ——ETER
——THF
0.8 1 DICLOROMETANO
—— ACETONITRILO
o 0.64
2 ——METANOL
0.4 4 ——DMSO
0.2

v ' v F v
375 425 475 525 575 625 675

Wavelenght (nm)

Figura 9: Espectros de absorbancia y fluorescencia normalizados de disoluciones de amina 4 (10™*

M en los disolventes: hexano, Et,0, THF, CH,Cl,, MeCN, MeOH, DMSO) (A, = 366 nm)
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El grupo amino del compuesto 4 permitid una facil insercion en receptores
clasicos. Asi la reaccion de 4 con el bis-isocianato 5 en cloroformo durante 2 dias a

temperatura ambiente dio lugar a la bis-urea 6 con un 75% de rendimiento (Esquema 2).

0 NC
NCO \ )LN J~cN
CHCl, N H .
48h NC

Esquema 3

El compuesto 6 es un compuesto amarillo palido y fluorescente en disolucion con
un rendimiento cuantico ® = 0.12 en THF. Del mismo modo se sintetizoé la mono-urea 8
con un rendimiento del 70%, mediante reaccion del compuesto 4 con el isocianato 7 en las

mismas condiciones (Esquema 3).

NCO JOL NC
o O~
+ — H H .
48h
CN 7 8

Esquema 4

Se realizaron una serie de pruebas de deteccion con 6 en las condiciones
anteriormente empleadas. En primer lugar se comprobd que no se producia ningtin cambio
en la fluorescencia de 6 en presencia de cationes en DMSO o MeCN, mientras que si
presentaba cambios con los aniones comunes. Estos cambios dependieron del disolvente
utilizado. Asi, en acetonitrilo puro la disolucién inicial 10* M de 6 aumenta en color
amarillo y la fluorescencia disminuye en presencia de los iones F, BzO", H,PO,’, AcO" y
CN’, un comportamiento comun en ureas aromaticas coloreadas.”® En este caso se

produce, ademas, un aumento de la fluorescencia en presencia de i6n CI” (Figuras 10-11).

% a) V. Amendola, D. Esteban-Gémez, L. Fabbrizzi, M. Licchelli, Acc. Chem. Res. 2006, 39, 343-
353; b) T. Gunnlaugsson, M. Glynn, G. M. Tocci (née Hussey), P. E. Kruger, F. M. Pfeffer,
Coord. Chem. Rev. 2006, 250, 3094-3117; c) C. Caltagirone, P. A. Gale, Chem. Soc. Rev.
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Ref F CI' Br I' BzO NO; H,POs HSO, AcO" CN" SCN°

Figura 10: Color de cada disolucion 10*M de 6 en MeCN +2 equivalentes de cada anion a la luz

blanca.

Ref F CI' Br I' BzO NOs; H,PO4s HSO4 AcO” CN° SCN°

Figura 11: Fluorescencia de cada disolucién 10*M de 6 en MeCN +2 equivalentes de cada anién

(Aexe= 366 nm)

Utilizando DMSO como disolvente se pudo comprobar que los cambios que se
producian con la serie de aniones estudiada eran diferentes; con aquellos con los que se
producia una desaparicion del color amarillo en este caso se producia un cambio en la

fluorescencia pero hacia el azul. Como se observa en las figuras 12-13 con los aniones F,

BzO’, H,PO,, AcO y CN es con los que se producia este cambio.

Ref F CI' Br I' BzO NOj; H,PO, HSO, AcO" CN" SCN

Figura 12: Color de cada disolucion 10 M de 6 en DMSO +2 equiv. de anién (luz blanca).

2009, 38, 520-563; d) T. D. Thangadurai, N. J. Singh, I.-C. Hwang, J. W. Lee, R. P.
Chandran, K. S. Kim, J. Org. Chem. 2007, 72, 5461-5464.
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Ref F Cl' Br I BzO" NO3_ H2P04_ HSO4_ AcO” CN° SCN°

Figura 13: Fluorescencia de cada disolucién 10 M de 6 en DMSO +2 equivalentes de cada anion

(hexe = 366 nm).

Los cambios apreciados en disoluciones DMSO/H,0 9:1 fueron similares, con la
unica diferencia de que en el caso del anion H,PO, no se produjo ningiin cambio. Se
realizaron valoraciones fluorimétricas con los distintos aniones tanto en DMSO como en
mezclas DMSO/H20 9:1, obteniéndose unos resultados que en todos los casos pudieron

ajustarse a un modelo de complejo 1:1, tal como se muestra en las figuras siguientes.

80+
80 -

70 -
60 -
50 +

40

Intensity

Intensity (a.u.)

30

20

10 A

‘ ‘ ‘ ‘ 0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020
400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm) C(M)

Figura 14: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO) con F~ (Aexcitacion = 290 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de formacion

del complejo 1:1 (Apaxima= 515 nm) de 6 con F°
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Figura 15: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en

DMSO) con i6n BzO™ (Aexcitacion= 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

Intensity (a.u.)

formacion del complejo 1:1 (Apaxime= 555 nm) de 6 con BzO"

80
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Figura 16: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en

DMSO) con HyPOy4™ (Aexcitacion = 290 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxime= 515 nm) de 6 con H,PO,
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160-
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Figura 17: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10*M en
DMSO) con i6n AcO™ (Aexcitacion = 290 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxime= 515 nm) de 6 con AcO’

90.
80 1 80{ °
CN DMSO
70 1 704
3 60 - 60-
S s0- =
2 @ >
w40+ S
. g0
£ 30+ £ 30/
20
20
10 | / w w L n
/ 10-
0 T T T T T T T T J J
o0 0 520 570 620 0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005
Wavelength (nm) c(M)

Figura 18: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO) con CN™ (Aexcitacion = 290 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 515 nm) de 6 con CN”

Las constantes de formacion de los complejos 1:1 entre 6 y cada uno de los

aniones estudiados aparecen reflejadas en la tabla mostrada a continuacion.
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Aniones M:L logK, R?
BzO’ 1:1 5,118+0,006 0,999
AcO’ 1:1 4,503+0,023 0,988

CN 1:1 6,022+0,179 0,992
F 1:1 5,169+0,158 0,991
H,PO, 1:1 4,968+0,047 0,994

Tabla 1: Constantes de complejacion para el compuesto 6 en DMSO con diversos aniones

A continuacion se realizaron las correspondientes valoraciones de 6 con los aniones a
los que resultd ser sensible en DMSO/H,O 9:1, para comprobar como se comportan los
complejos formados en presencia de agua y la incidencia que tiene la presencia del agua en el

medio sobre los valores de las correspondientes constantes de formacion.

60 BzO DMSO:H,0(9:1) |
50 | 504
> 40 - 2 40-
£ 5
3 30 o
£ £ 30-
20 4
204
10 + " .
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0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005
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Wavelength (nm c(M)

Figura 19: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10*M en
DMSO/H,0 9:1) con BzO™ (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 555 nm) de 6 con BzO"
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Figura 20: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10*M en
DMSO/H,0 9:1) con AcO™ (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 555 nm) de 6 con AcO”
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Figura 21: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO/H,0 9:1) con CN (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 555 nm) de 6 con CN”
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Figura 22: Izquierda: Espectros de emisién para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO/H,0 9:1) con F~ (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 555 nm) de 6 con F

Las constantes de formacion de los complejos 1:1 entre 6 y cada uno de los

aniones estudiados aparecen reflejadas en la tabla mostrada a continuacion.

Aniones M:L logK; R’
BzO’ 1:1 5,222+0,123 0,974
AcO’ 1:1 4,756+0,048 0,998

CN 1:1 5,681+0,086 0,992
F 1:1 4,867+0,049 0,994

Tabla 2: Constantes de complejacion del compuesto 6 en DMSO:H,O (9:1) con diversos aniones

Una vez realizados los estudios mediante ajustes no lineales, obteniendo
resultados compatibles con ajustes ML (1:1), se busco la confirmacion de estos a través
del método Job’s Plot. En este caso, tras realizar las correspondientes medidas de
fluorescencia, se representa el valor del producto de la intensidad de la fluorescencia por
la concentraciéon del analito, frente a la fraccion molar de analito (F"), dando un maximo a

un 50% de fraccion molar lo que confirma que la estequiometria propuesta es correcta.
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Figura 23: Analisis por el método Job’s Plot para las valoraciones en fluorescencia del producto 6

con anion F~ en DMSO (Aexcitacion = 396 nm) (Aemision = 557 nm)

Estudiando los resultados de las constantes se aprecia que para los complejos de
formacion de 6 con los aniones F*y CN" las constantes disminuyen en las disoluciones que
contienen agua, mientras que en al caso de los aniones BzO  y AcO" los valores
permanecen practicamente constantes, lo que es indicativo de la buena condicion de este
receptor como sonda de carboxilatos en disolventes acuosos, por lo que se han estudiado

sus interacciones con aminoacidos y sus metabolitos.

ESTUDIOS DE DETECCION DE AMINOACIDOS

Dadas las caracteristicas de la sonda estudiada y, a la vista de los resultados
obtenidos, se decidi6 realizar un estudio con una serie de 16 o-aminoacidos comunes, con
la sonda 6 disuelta en DMSO y los aminoacidos en disolucion acuosa. Los resultados
obtenidos pueden observarse en la figura siguiente, en la que se aprecia claramente un
cambio de fluorescencia, que pasa del amarillo al azul, con la adicion de 2 equivalentes de
glutamina, lisina, asparagina y arginina. Estos aminoacidos tienen en comun la existencia
de algun grupo funcional con atomos de nitrogeno en su estructura, en posicion opuesta a
la del grupo carboxilato. Con el resto de aminoacidos no se produjo ningin cambio

aparente, incluso tras la adicion de 3 equivalentes de a-aminoacido.
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EETIEY @ THEE 2 T

Ref. Leu, Met, Ser, Thr, Cys, Pro, Asn, Gln, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu

Figura 24: Efecto de la adicion de 3 equivalentes de cada a-aminoécido en agua sobre la
fluorescencia de una disoluciéon 10* M de 6 en DMSO: Leu: leucina, Met: metionina, Ser: serina,
Thr: treonina, Cys: cisteina, Pro: prolina, Asn: asparagina, Gln: glutamina, Phe: fenilalanina, Tyr:
tirosina, Trp: triptofano, Lys: lisina, Arg: arginina, His: histidina, Asp: acido aspartico, Glu: acido

glutamico.

Las valoraciones fluorimétricas realizadas nos muestran una disminucién de la
banda de emision correspondiente al color amarillo inicial observado (Apsxima = 511 nm), y
los ajustes realizados a modelos no lineales dan como resultado ajustes del tipo 1:1 para

todos los a-aminoacidos estudiados.
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Figura 25: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10* M en
DMSO) con L-arginina (en HyO) (Aexcitacion = 306 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apsxima= 511 nm) de 6 con L-arginina
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Figura 26: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con L-asparagina (en HyO) (Aexcitacion = 306 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 511 nm) de 6 con L-asparagina.
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Figura 27: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10* M en
DMSO) con L-glutamina (en HyO) (Aexcitacion = 306 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 511 nm) de 6 con L-glutamina.
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Figura 28: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con L-lisina (en HyO) (Aexcitacion = 306 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 511 nm) de 6 con L-lisina.

Las constantes de formacion de los complejos 2:1 entre 6 y cada uno de los

aminoacidos estudiados aparecen reflejadas en la tabla mostrada a continuacion.

6 Arginina Asparagina Glutamina Lisina
Log K, 3.93+£0.05 3.93+0.04 4.17+0.04 3.66=+0.04

Tabla 3: Constantes de formacion para complejos 1:1 obtenidos a partir de las valoraciones
fluorimétricas de una disolucién 10 M de la sonda 6 en DMSO con cada uno de los a-aminoacidos

en agua.

Una vez realizados los estudios mediante ajustes no lineales, obteniendo
resultados que confirmaban un ajuste ML (1:1), se buscdé la confirmacion de estos a través
del método de Job’s Plot. En este caso, tras realizar las correspondientes medidas de
fluorescencia, se representa de nuevo el valor del producto de la intensidad de la
fluorescencia por la concentracion del analito, frente a la fraccion molar de analito (L-

lisina y L-asparagina). Los andlisis de Job’s Plot realizados con estos aminoacidos
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confirman que la estequiometria propuesta es la correcta ya que el maximo aparece en

cada caso a un 50% de fraccion molar.

XiysineX Intensity
XasparagineX Intensity

0 v v v v 0 v v L) L)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
lesine Xasparagine

Figura 29: Analisis por el método Job's Plot para las valoraciones en fluorescencia del producto 6
(10 M en DMSO) con (izquierda) L-lisina (Aexcitacion = 350 nM) (Aemision = 515 nm) y (derecha) L-

asparagina en agua (Aexcitacion = 396 NM) (Aemision = 557 nm)
ESTUDIOS EN PRESENCIA DE 0-AMINOACIDOS

Puesto que los aminoacidos a los que la sonda fluorogénica en estudio es sensible
tienen todos en comun la existencia de un grupo funcional con nitrogenos, el estudio se
extendio a la deteccion de cambios en la fluorescencia de 6 en presencia de -
aminodacidos y metabolitos que tuvieran en comun las mismas caracteristicas estructurales.
De este modo se prepararon, inicialmente, una serie de disoluciones acuosas de -
aminoacidos de cadena creciente, ademas de un a-aminoacido como contraste: a-alanina,
B-alanina, dacido y-aminobutyrico (GABA), 4cido 5-aminovalerico, acido 6-
aminohexanoico y acido 7-aminoheptanoico. Estas disoluciones se enfrentaron a su vez a
disoluciones en DMSO de la sonda en estudio, 6. Se observaron cambios en la
fluorescencia del color amarillo inicial a fluorescencia azul con todos los w-aminoacidos,
pero no se observaron cambios en presencia de a-alanina, utilizada como referencia,
mediante adicion de 3 equivalentes de una disolucion acuosa de cada uno de ellos sobre

una disolucién 10* M de 6 en DMSO.
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Ref. Ala, p-ala, GABA, 5-am, 6-am, 7-am

Figura 30: Efecto de la adicion de 3 equivalentes de cada uno de los w-aminoacidos en agua sobre
la fluorescencia de una disolucion 10* M de 6 en DMSO: Ala: o-alanina, B-ala: p-alanina, GABA:
acido y-aminobutyrico, S-am: dcido 5-aminovalerico, 6-am: 4cido 6-aminohexanoico, 7-am: acido

7-aminoheptanoico.

Se realizaron los estudios de asociacion mediante valoraciones fluorimétricas,
estudiando la disminucién de la intensidad de la banda de emision centrada en torno a 560

nm, pudiendo ajustarse todas las valoraciones a modelos de complejacion del tipo 2:1.
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Figura 31: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con B-alanina (en H,O) (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion complejo 2:1 (Apsxima = 562 nm) de 6 con B-alanina
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Intensity (a.u.)
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Figura 32: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con 4cido y-aminobutirico (en HyO) (Aexcitacion = 394 nm). Derecha: Ajustes para el

calculo de las constantes de formacion del complejo 2:1 (Aysxima = 562 nm) de 6 con acido y-

aminobutirico.
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Figura 33: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con acido 5-aminovalérico (en HyO) (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el
calculo de las constantes de formacion del complejo 2:1 (Apaxima = 562 nm) de 6 con acido 5-

aminovalérico.
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Figura 34: Izquierda: Espectro de emision para la valoracién fluorimétrica de la sonda 6 (10 M
en DMSO) con acido 6-aminohexanoico (en HyO) (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el

calculo de las constantes de formacion del complejo 2:1 (Apaxima = 562 nm) de 6 con acido 6-

aminohexanoico.
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Figura 35: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 6 (10 M

en DMSO) con acido 7-aminoheptanoico (en HyO) (Aexcitacion = 396 nm). Derecha: Ajustes para el
calculo de las constantes de formacion del complejo 2:1 (Apaxima = 562 nm) de 6 con acido 7-

aminoheptanoico.
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Las constantes de formacion de los complejos 2:1 entre 6 y cada uno de los -

aminoacidos estudiados aparecen reflejadas en la tabla mostrada a continuacion.

6 p-alanina GABA S5-amino- 6-amino- 7-amino-
valerico hexanoico heptanoico

Log K, 4.49 = 0.02 4.15+0.02 3.98 £ 0.04 3.70 £ 0.06 4.18 £ 0.05
Log K, 3.93 +£0.09 4.10 = 0.07 5.17 +£ 0.05 5.58 = 0.07 5.51 +0.06

Tabla 4: Constantes de formacion obtenidas de las valoraciones fluorimétricas de 6 en DMSO con

w-aminoacidos en agua.

6 - O log k1
S 1 | log k2

R-Ala GABA 5-amino 6-amino 7-amino

Figura 36: Grafico de los valores de log K., para los complejos 2:1 formados entre 6 y los ®-

aminoacidos.

En la representacion grafica de la figura 29 se aprecia claramente como la
variacion de los valores de log K, presenta una tendencia a lo largo de la serie de ®-
aminoacidos estudiada. Asi como el valor de la primera constante disminuye desde -
alanina hasta el 4acido 6-aminohexanoico y luego aumenta para el Aacido 7-
aminoheptanoico, la segunda constante aumenta desde la P-alanina hasta el acido 6-
aminohexanoico y posteriormente disminuye para el acido 7-aminoheptanoico. Estos
resultados indican que el ligando 6 actia como una regla molecular para carboxilatos que
contienen un grupo amonio a una distancia creciente del grupo carboxilico, variando las

constantes de asociacion en funcion de la distancia entre ambos grupos funcionales.
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Una vez realizados los estudios mediante ajustes no lineales, obteniendo
resultados que confirmaban un ajuste ML (2:1), se buscoé la confirmacion de estos a través
del método de Job’s Plot. En este caso, tras realizar las correspondientes medidas de
fluorescencia, se representa de nuevo el valor del producto de la intensidad de la
fluorescencia por la concentracion del analito, frente a la fraccion molar de analito (acido
S-aminohexanoico). Los analisis de Job’s Plot realizados con este aminoacido confirman
que la estequiometria propuesta es la correcta ya que el maximo aparece a un 66% de

fraccion molar.

70 1
60 4 L4
50 4
40 4
30 4
20 4
10 1

0 T T T T
0.8

Xs-aminohexanoicoXIntenSity

0.4 X 0.6
5-aminohexanoico

Figura 37: Analisis por el método Job’s Plot para la valoracion en fluorescencia del producto 6

(10'4M en DMSO) con acido 5-aminohexanoico (Aexcitacion = 350 nm) (Aemision = 515 nm).
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ESTUDIOS CON GABAPENTINA, PREGABALINA Y METABOLITOS

El acido y-aminobutirico (GABA) es un metabolito importante, varios farmacos
muy utilizados, como pregabalina® o gabapentina,™ estin basados en la estructura del
GABA. Debido a esa similitud con el GABA, se ha utilizado la sonda fluorogénica 6 para
desarrollar un método de deteccion selectiva de pregabalina y gabapentina que pueda ser
utilizado directamente a partir de sus preparaciones farmacéuticas, asi como para su
analisis cuantitativo a partir de los valores de las constantes de formacion de sus
complejos con 6, obtenidos de las valoraciones fluorimétricas de sus disoluciones acuosas
y 6 (10* M en DMSO). Otros metabolitos de aminoacidos, utilizados normalmente en
suplementos nutricionales, como son la carnitina®’ o la creatina®, también presentan
caracteristicas estructurales similares, que los hacen adecuados para su deteccion mediante
la sonda fluorogénica 6. Por tanto se han estudiado las interacciones de disoluciones de 6
(10* M en DMSO) con disoluciones acuosas de todos estos fiarmacos o metabolitos de
aminoacidos. Tras la adicion de los metabolitos se produce un cambio de fluorescencia de
amarillo a azul en presencia de 2 o mas equivalentes de carnitina o creatina, sin embargo

no se producen cambios en la fluorescencia en presencia de sarcosina o creatinina.

Ref. Sarc, creatinina, Creat, Carnit

Figura 38: Efecto de la adicion de 3 equiv. de cada metabolito en agua a una disolucion 10 M de

6 en DMSO: Sarec: sarcosina, creatinina, Creat: creatina, Carnit: L-carnitina

% a) R. B. Silverman, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 3500-3504. b) O. Bassas, J. Huuskonen, K.
Rissanen, A. M. P. Koskinen, Eur. J. Org. Chem. 2009, 1340-1351.

30 a) P. G. Vasudev, S. Chatterjee, N. Shamala, P. Balaram, Acc. Chem. Res. 2009, 42, 1628-1639;
b) H. Zhao, Z. Guo, Drug Discov. Today 2009, 14, 516-522.

31 H. Bakirci, W. M. Nau, Adv. Funct. Mater. 2006, 16, 237-242.

328, Goswami, S. Jana, A. Hazra, H.-K. Fun, S. Anjum, A.-u. Rahman, Cryst. Eng. Comm. 2006, 8,
712-718.
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Las valoraciones fluorimétricas realizadas sobre pregabalina y gabapentina han

permitido ajustar los resultados a modelos no lineales de complejacion 2:1.
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Figura 39: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en

DMSO) con gabapentina (en HyO) (Aexcitacion = 428 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 2:1 (Ansxime = 555 nm) de 6 con gabapentina.
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Figura 40: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en

DMSO) con pregabalina (en HyO) (Aexcitacion = 426 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 2:1 (Apaxima = 554 nm) de 6 con pregabalina.
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Una vez realizados los estudios mediante ajustes no lineales, obteniendo

resultados que confirmaban un ajuste ML (2:1), se buscoé la confirmacion de estos a través
del método de Job’s Plot. En este caso, tras realizar las correspondientes medidas de
fluorescencia, se representa de nuevo el valor del producto de la intensidad de la
fluorescencia por la concentracion del analito, frente a la fraccion molar de analito
(gabapentina). Los analisis de Job’s Plot realizados con este aminoacido confirman que la

estequiometria propuesta es la correcta ya que el maximo aparece a un 66% de fraccion

XgabapentinX INteNSity

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

gabapentin

Figura 41: Analisis por el método Job’s Plot para la valoracion en fluorescencia del producto 6

(10'4 M en DMSO) con gabapentina (Aexcitacion = 350 nm) (Aemision = 515 nm).

En el resto de los casos, las valoraciones fluorimétricas realizadas sobre creatina

han permitido ajustar los resultados a un modelos no lineal de complejacion 1:1 y en el

caso de carnitina, a un modelos no lineal de complejacion 2:1, (Tabla 5).

6 Gabapentina Pregabalina  Creatina Carnitina
Log K, 3.91+0.29 2.90 +0.03 3.33 +£0.02 4.01 £0.13
Log K, 3.01+0.26 3.06 = 0.09 3.80 £ 0.06

Tabla 5: Constantes de formacion obtenidas de las valoraciones fluorimétricas de 6 en

DMSO con farmacos y metabolitos en agua.
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Figura 42: Izquierda: Espectro de emision para la valoracién fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO) con creatina (en HyO) (Aexcitacion = 428 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 557 nm) de 6 con creatina.
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Figura 43: Izquierda: Espectro de emision para la valoracion fluorimétrica de 6 (10 M en
DMSO) con L-carnitina (en HyO) (Aexcitacion = 426 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion complejo 2:1 (Apaxima = 555 nm) de 6 con L-carnitina
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Una vez realizados los estudios mediante ajustes no lineales, obteniendo
resultados que confirmaban un ajuste ML (2:1), se buscé la confirmacion de estos a través
del método de Job’s Plot. En este caso, tras realizar las correspondientes medidas de
fluorescencia, se representa de nuevo el valor del producto de la intensidad de la
fluorescencia por la concentracion del analito, frente a la fraccion molar de analito (L-
carnitina). El analisis de Job’s Plot realizado confirma el modelo 2:1 propuesto, en él

puede apreciarse un maximo al 66% de la fraccion molar para el complejo con L-carnitina.

70 -

XcarnitineX INtensity

0 LJ L] v
0 0.2 0.4

Xcarnitiné
Figura 44: Analisis por el método Job's Plot para las valoraciones en fluorescencia del producto 6
( 10*M en DMSO) con L-carnitina en agua (Aexcitacion = 350 nm) (Aemision = 515 nm)

Se han calculado los limites de deteccion para disoluciones 10 M de 6 en DMSO
a partir de las medidas realizadas en fluorescencia, siguiendo el método de la variabilidad

del blanco,” obteniéndose los siguientes resultados:
1.93 x 107 M para L-asparagina.
3.09 x 10° M para GABA.

1.38 x 10 M para L-carnitina.

DL Massart, B. G. M. Vandeginste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, P. J. Lewi, J. Smeyers-
Verbeke, "Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A", Eselvier, Amsterdan, The
Netherlands, 1997, Chapt. 13, 379.
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ESTUDIO MEDIANTE VALORACION POR RMN-'H

Con el fin de estudiar las variaciones estructurales que se producen en el proceso
de reconocimiento entre la sonda fluorogénica y el analito se llevaron a cabo una serie de
estudios mediante resonancia magnética nuclear de protén, utilizando una disolucion 10™

M de 6 en DMSO, y realizando la valoracion con B-alanina.

|
H“M U - 2.0 equiv
LJU—J R - 1.5 equiv
J LLLJ 1.0 equiv
. 5 0.5 equiv
0.3 equiv
| I A l H JUUJ e 0.1 equiv
,_L L . J ‘ LJULJ 0.0 equiv

g ' 2 2 0
o (ppm)

Figura 45: Valoracion mediante RMN "H de 6 (10" M en DMSO-dg) con p-alanina en D,O.

La adicion de cantidades crecientes de B-alanina genera un desplazamiento de las
dos senales de los NH de las ureas a 6 8.8 y 6.7 hacia campos mas bajos; estas sefiales van
desapareciendo progresivamente a medida que los puentes de hidrogeno se van formando.
Las sefiales aromaticas se vuelven mas complicadas de analizar, pero parece que en
cualquier caso su desplazamiento no cambia. Aparentemente, la formacion primero de la
especie 1:1 y posteriormente de la 2:1 afecta directamente a los protones de las ureas

mientras que restringe el movimiento de los anillos aromaticos, complicando las sefiales.
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CALCULOS MECANOCUANTICOS

Se ha realizado un estudio tedrico mediante GAUSSIAN 03 de optimizacion de la
geometria del complejo 1:1 entre 6 y GABA con la presencia de 3 moléculas de disolvente
DMSO; estas tres moléculas de disolvente son necesarias para estabilizar la estructura
zwiterionica del aminoacido, ya que si se realizan los calculos sin la presencia de
disolvente se llega a estructuras en las que se encuentra un nuevo puente de hidrogeno
entre el grupo amonio y el carboxilato, con transferencia de proton entre el grupo amino y
el carboxilato. Los calculos convergen en una estructura con cuatro puentes de hidrégeno
entre los protoners NH de las ureas y el grupo carboxilato, resultado que esta de acuerdo
con los resultados observados en la valoracion de RMN-'H y que da cuenta de las
interacciones que dan lugar al efecto de regla molecular, en que el cambio de
fluorescencia de amarillo a azul es funcién de la distancia entre los grupos carbonilo y

amino de la molécula.

Figura 46a. Geometria optimizada del complejo 6:GABA-3DMSO obtenida mediante calculos
ONIOM (B3LYP/6-31G*:AM1) en GAUSSIAN 03.

También se ha obtenido, para comparacion, la estructura del complejo 1:1
formado por la sonda fluorogénica 6 y el farmaco pregabalina, con tres moléculas de

disolvente DMSO, tal como puede verse en la figura siguiente.
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Figura 46b. Geometria optimizada del complejo 6:pregabalina-3DMSO obtenida mediante
calculos ONIOM (B3LYP/6-31G*:AM1) en GAUSSIAN 03.

En conjunto, el proceso podria describirse como una insercion sobre el fluordforo
inicial, con fluorescencia amarilla debida probablemente al excimero formado por las dos
unidades fluorogénicas cercanas. Después de la insercion del carboxilato el complejo
formado separa los dos grupos fluorogénicos lo que, unido a la perturbacion debida a la
formacion de los puentes de hidrogeno, desplaza la emision fluorescente hacia el azul, tal

como puede verse en la figura siguiente.

"y amarillo azul
\;‘Q‘
o P
_ —
pregabalina I

Figura 46¢: Modelo de deteccion de carboxilatos de la sonda fluorogénica 6

Como prueba del modelo propuesto existe el hecho de que el compuesto 8 tiene
una menor fluorescencia y no muestra ningln tipo de selectividad en la deteccion de
carboxilatos, aunque en presencia de los aniones normales se comporta de forma parecida

al compuesto 6.
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Todos los calculos se han realizado con Gaussian 03, utilizando el método
ONIOM.** Las optimizaciones geométricas se han realizado utilizando un procedimiento
ONIOM a dos niveles,35’36 en que el funcional hibrido B3LYP,37’38 junto con el sistema de
bases 6-31G+(d,p) ha sido utilizado al nivel mas alto de teoria y el modelo semiempirico
AMl,39 se ha utilizado al nivel de teoria mas bajo. Después de la optimizacion se realizo
el computo analitico de la matriz Hessian para localizar el minimo en la superficie de
energia potencial. La distribuciéon de los tipos de calculo computacional en el sistema

ONIOM(MO:MO) de dos capas se muestra en la figura siguiente.

Os_NH
NH

Computational Model
B3LYP/AM1

Figura 47 Modelo computacional ONIOM a dos niveles.

3% M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, J. J. A.
Montgomery, T. Vreven, K. N. Kudin, J. C. Burant, J. M. Millam, S. S. Iyengar, J. Tomasi, V.
Barone, B. Mennucci, M. Cossi, G. Scalmani, N. Rega, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, M.
Hada, M. Ehara, K. Toyota, R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O.
Kitao, H. Nakai, M. Klene, X. Li, J. E. Knox, H. P. Hratchian, J. B. Cross, C. Adamo, J.
Jaramillo, R. Gomperts, R. E. Stratmann, O. Yazyev, A. J. Austin, R. Cammi, C. Pomelli, J.
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Cuando se realiza el seguimiento de la variacion de fluorescencia, excitando a 390
nm, se observa experimentalmente la disminucion de la banda que corresponde al color
amarillo. Por otro lado, si se excita a 366 nm se puede comprobar la emision de
fluorescencia en el rango del azul. Para obtener el espectro de emision de color azul, se ha
realizado una valoracion a A= 390 nm, seguida de una nueva excitacion a Ae. = 366 nm,
mas un proceso de deconvolucion de bandas, con el fin de comprobar en el fluorimetro la
existencia de la banda de emision azul con el maximo en Aemisisn = 475 nm observada

después de la adicion del analito (Figura 48).

Deconvolution of emission bands

100 -

90 -

80 <
\ mixture 366nm (22,3eq)

“en mixture 390nm (22,3eq)

60 < (| UE Emission
YELLOW emission

50 4

Intensity (a.u.)

0

Oeq 390nm
40 -
30 - \
20 <
10 - \
séo 6(;0 ' ,

400 450 500 650 700

Wavelength (nm)

Figura 48: Deconvolucion de las bandas de emision a distintas longitudes de onda de

excitacion.

0 eq. 390 nm: Espectro original de fluorescencia a Aexe = 390 nm de 6 (10 M en DMSO).
Mixture 390 nm (22.3 equiv): Espectro de fluorescencia a A = 390 nm después de la

adicion de 22.3 equivalentes de L-carnitina a la disolucién anterior.
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Mixture 366 nm (22.3 equiv): Espectro de fluorescencia a A = 366 nm de la misma
mezcla usada en la adquisicion del espectro anterior.

BLUE Emission: Espectro de fluorescencia de la emision azul, obtenido por sustraccion
del espectro de emision amarilla obtenido a A = 390 nm del espectro de emision azulada
obtenido a Ae = 366 nm de la mezcla de 6 y 22.3 equivalentes del analito (Ay.x = 475nm).
YELLOW Emission: Espectro de emision fluorescente amarilla obtenido por sustraccion
del espectro de emision azul, obtenido a A, = 366 nm, del espectro de emision obtenido a

Aexc = 366 nm de la mezcla de 6 y 22.3 equivalentes del analito.

CONCLUSIONES:

De los resultados experimentales obtenidos en este capitulo se pueden sacar las

siguientes conclusiones:

Se ha puesto a punto una sonda fluorescente para derivados de w-aminoacidos que
se comporta como una regla molecular, cambiando la emision fluorescente amarilla inicial
en azul en funcion de la distancia entre el grupo amino terminal y el grupo carboxilato del

analito.

La sonda fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para la
deteccion de w-aminoacidos y sus metabolitos encontrados en suplementos nutricionales,
asi como farmacos relacionados con ellos, como pregabalina o gabapentina, a partir de sus

formulaciones farmacéuticas comerciales.
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TAREA 2. PREPARACION DE SONDAS

FLUOROGENICAS PARA LA DETECCION DE AMINAS
BIOGENICAS

RESULTADOS EXPERIMENTALES: En segundo lugar se va a realizar el
estudio de las sondas fluorogénicas mostradas en la figura siguiente, en que cada una de
las unidades coordinantes se encuentra unida a una estructura aromatica, por lo que se
mediran las variaciones fotofisicas debidas a la coordinacion en presencia de varias series

de metabolitos relacionados.

NC

>§O NH HN

X = OCH3, O-alquil, SCH;, N(CHa),
Figura 49: Sondas fluorogénicas proyectadas.

En estas dos sondas los grupos fluorogénicos estan aislados o suficientemente

alejados como para actuar de forma independiente con el metabolito correspondiente.
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En primer lugar, se sintetizo la serie de diarilureas que lleva grupos dadores de
electrones en la posicion para del anillo aromatico que no pertenece al grupo
fluorogénico. En cada caso, la sintesis se lle6 a cabo mediante reaccion de la amina 4 con
cada uno de los correspondientes isocianatos en cantidades equimoleculares, mediante
agitacion en cloroformo durante dos dias a temperatura ambiente, con lo que se obtuvieron

las diarilureas con rendimientos aceptables, 57—77% (Esquema 1)

NC
4 CN

NH, .
J

NH
N o= R=0CH;, (9)
NH = OCHs,
CN
. R=OBu, (10)
R = N(CHj3),, (11)
R R=SCH,;, (12)

Esquema 5

Las cuatro nuevas ureas obtenidas presentan variaciones significativas de la
fluorescencia en presencia de varios aniones: fluoruro, benzoato, fosfato, acetato o cianuro

en disolucion de MeCN. La figura 50 muestra un ejemplo significativo, anién benzoato.

I m
|

Figura 50: Disolucion 10*M de 9, 10, 11 y 12 en MeCN +1 equivalente de BzO' : (izquierda) Ref,
(derecha) BzO™ (Aex. = 366 nm)
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En varios casos el aumento de la fluorescencia es muy acusado, aunque en todos
los ejemplos estudiados el cambio de fluorescencia generado se extingue con el tiempo. El
proceso de disminucion de la fluorescencia es, en general, bastante rapido, extinguiéndose
en menos de un minuto en todos los casos estudiados excepto en el caso del p-metoxifenil
derivado 9, mostrado en la figura, por lo que se ha estudiado con detalle el proceso en este

compuesto especialmente.

X @
e RO @y W
NC

Figura 51: Estructura del compuesto 9
El compuesto 9 se obtiene con un rendimiento del 74 % en forma de so6lido
amarillo oscuro, con un maximo de absorbancia Xmaxabs = 365 nm y un coeficiente de
extincion molar € = 15700 M'ecm™ en disolucion de acetonitrilo. Una vez obtenido, se
realizaron una serie de pruebas de deteccion con el compuesto 9 (10* M disuelto en
DMSO) con una serie de aniones disueltos en MeCN. Mediante adicion de cada uno de los
aniones, la disolucion inicial pierde el color amarillo caracteristico al mismo tiempo que

aumenta significativamente la fluorescencia en presencia de los siguientes aniones: F,

BzO', H,PO,’, HSO4, AcO"y CN'.

Ref FF CI Br I BzO NOsH;POsHSOs AcO-CN- SCN-

Ref F CI Br |- BzO NOsHPOsHSOs AcO-CN- SCN-
Figura 52: Efecto de la adicion sobre una disolucién 10*M de 9 en DMSO de 1 equivalente de

cada uno de los aniones. Arriba, luz blanca. Abajo: A= 366 nm
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Al tratarse de un compuesto que no es fluorescente en disolucion, y debido al
elevado aumento de la fluorescencia observado a simple vista bajo la lampara UV, se
realizé el calculo del rendimiento cuantico en presencia de un anidén caracteristico, como
es el BzO', con el que se observo un gran aumento de la fluorescencia. Asi el rendimiento
cuantico para la especie formada por la diarilurea 9 y 1 equivalente de BzO™ en disolucién
de DMSO es @ = 0.4.

Como puede apreciarse, la diarilurea no presenta gran selectividad, ya que el
aumento de la fluorescencia se produce con seis aniones distintos, aunque ese cambio no
tiene la misma intensidad en todos ellos. En cualquier caso, con el fin de estudiar el
proceso de generacion de la fluorescencia, se realizd una valoracion fluorimétrica de 9

(10*M en DMSO) con anién BzO™ disuelto en MeCN (Figura 53)

10 equiv 70 A 513 nm
60 - 60 - "
* "
50 ~ 50 ¢ e e L,
5 ¢ .
S € 404" M
R =2, .
> 2] ]
£ 304 g 30
3 = 20
£ 20 ]
[
10 10
0 R 0 T T T T
' ' 0  0.00025 0.0005 0.00075 0.001
400 500 600 c(M)

Wavelength (nm)

Figura 53: Izquierda: Espectro de emision para la valoracion fluorimétrica de la diarilurea (10* M en
DMSO) con BzO™ (en MeCN) (Aexcitacion= 312 nm). Derecha: Representacion del aumento de

fluorescencia con respecto a la concentracion de i6n BzO™ (Apsxim,= 513 nm)

En este caso, el ajuste a cualquiera de los modelos lineales propuestos no es
posible, ya que la valoracion tiene una curva caracteristica en la cual se observa como a
partir de un equivalente la intensidad de la fluorescencia disminuye y también se aprecia
como la fluorescencia disminuye con el tiempo (cosa que se aprecia a simple vista bajo la
lampara) ya que los tres ultimos puntos estan tomados a distintos tiempos pero sin variar

la concentracion de analito anadida.
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Para hacer una aproximacion al tipo de complejacion que se produce se realiza a
continuacion un analisis siguiendo el método de job’s Plot, para el cual se prepara cada
una de las disoluciones de forma independiente; de este modo se elimina el efecto del
tiempo, ya que para todas las muestras transcurre el mismo tiempo entre la adicion y la

medida.

6 _

257 g

)
4 -

g o .

S, e

] 2 _ . ’

4 *

X 1A ¢ *
0 ‘ T T T T 1

0 0.2 0.4 Xa,0- 0.6 0.8 1

Figura 54: Job’s Plot para la diarilurea 9 en DMSO con aniéon BzO™ (Aexcitacion= 312 nm) (Aemision =
513 nm)

El sistema muestra el maximo a 1 equivalente de anion, que se corresponde con la

formacion de un complejo 1:1.

ESTUDIO MEDIANTE VALORACION POR RMN-'H DEL COMPUESTO
9: Con el fin de intentar dilucidar el mecanismo por el que transcurre la interaccion que da
lugar a la emision de fluorescencia, a continuacion se llevaron a cabo una serie de estudios
de valoracidon del compuesto con anion benzoato, mediante resonancia magnética nuclear
de protén, utilizando una disolucion 10" M de 9 en DMSO-d; que se valoré con BzO™ en
el mismo disolvente. En los espectros correspondientes a la valoracion pueden observarse
las variaciones estructurales que se producen en el proceso de reconocimiento entre la

diarilurea y el anion en estudio (Figura 55).
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Figura 55

La adicion de cantidades crecientes de BzO™ genera un desplazamiento de las dos
sefiales de NH de las ureas a 6 8.85 y 8.56 hacia campos mas bajos; progresivamente estas
senales van desapareciendo a medida que los puentes de hidrégeno se van formando,
apareciendo dos nuevas sefiales de NH de urea junto a las anteriores, pero a campos algo
mas altos, que son las que permanecen después de la adicién de varios equivalentes de
anion. Las sefiales aromaticas se vuelven mas complicadas de analizar, pero parece que en
cualquier caso su desplazamiento no cambia, como tampoco cambia la sefial
correspondiente a los protones del grupo metoxilo, por lo que aparentemente el tnico tipo

de interaccion que es visible es el puente de hidrogeno del carboxilato con el grupo urea.
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En cualquier caso, esta urea no presenta una gran selectividad. Se busco
incrementar la complejidad del sistema receptor buscando asi mejorar este aspecto. Asi, se
sintetizd una nueva bis-diarilurea 14 mediante reaccion del isocianato bisisocianatofenil
éter 13 y la amina 4, bajo agitacion en cloroformo a temperatura ambiente durante dos

dias, obteniéndose un sélido amarillo oscuro con un 77 % de rendimiento.

i CN + \©\ /©/NCO CHCl,

® “zr“@oo"zr" )
N:C\ 14 / CN

Esquema 6

La nueva bis-diarilurea presenta un color amarillo en disolucion en los disolventes
organicos mas comunes, con un maximo de absorbancia A = 390 nm y un coeficiente
de extincion molar € = 17200 M'cm™ en DMSO. A continuacion se realizaron una serie
de pruebas de deteccion con el compuesto 14 disuelto en DMSO (10 M) y una serie de
aniones en disolucion acuosa. La disolucion inicial pierde levemente algo del color
amarillo caracteristico al mismo tiempo que aumenta la fluorescencia en presencia de los

aniones: F~, BzO", AcO"y CN'".
1 I
M

SEERE |
T *rﬁ'ﬁ

Ref F - Br I BzO NOs H2POs HSO4 AcO-CN- SCN-
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Ref F- CI Br I BzO- NOsH;POsHSOs AcO-CN- SCN-
Figura 56: Efecto de la adicion sobre una disolucion 10*M de 14 en DMSO de 1 equivalente de

cada uno de los aniones en agua. Arriba, luz blanca. Abajo: A= 366 nm

Las respuestas que se aprecian siguen los patrones observados anteriormente con
las diarilureas anteriores, cambios con los aniones con grupos carboxilato ademas de con

F yconCN.
ESTUDIOS DE DETECCION DE AMINOACIDOS

Dado que la sonda estudiada es especialmente sensible a iones carboxilato, a
continuacion se realizd un estudio de interaccion de la sonda fluorogénica disuelta en

dimetilsulfoxido con una serie de 17 a-aminoacidos comunes en disolucion acuosa.

Ref., Asn, Glu, GIn, His, Lys, Arg, Asp, Gly, Thr, Trp, Cys, Pro, Val, Leu, lle, Met, Phe

Figura 57: Incremento de fluorescencia tras afiadir 2 equivalentes de cada aminoacido disuelto en

H,0 sobre disoluciones 10*M de 14 en DMSO (Aexcitacion = 366 nm)

El mayor incremento se produce con dos aminoacido bdasicos, especialmente

frente a lisina y algo menos frente a arginina, y un incremento escaso con prolina.
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ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE 14 FRENTE A AMINAS

Dado que la sonda fluorogénica parece ser sensible a los grupos amino de los
aminoacidos, mas que a la estructura zwitterionica en si misma, el estudio de la
selectividad de la sonda se orientd hacia grupos amino en diversas estructuras,
enfrentandola con una amplia serie de aminas primarias, secundarias, arilicas, alquilicas y
de otros tipos, buscando un patrén de deteccion comuin en los resultados obtenidos. Los
resultados muestran incremento de la fluorescencia frente a bencilaminas y no frente a
anilinas y tampoco frente a aminas que tienen grupos carbonilo préximos. Los resultados
muestran respuesta frente a aminas cuya estructura recuerda a la de las aminas biogénicas
y sus analogos sintéticos, y dado el gran interés que tiene este tipo de compuestos, el
trabajo se orientd al estudio de la sensibilidad de 14 frente a una seric de aminas

biogénicas y sus metabolitos.

AM2 5,6,14,15-dibenzo-1,4-dioxa-
8,12-diazacyclopentadeca-5,14-diene

HoN o HN/V\NH
; SS‘O O Z i;
/

AMI1 2.2'-(ethylenedioxy)bis(ethylamine)

AM6 Diethanolamine AM20 (S+)1-Amino-2-propanol
H HsC NH
N 2

H O/\/ \/\OH \(g\

AMI10 Benzylisopropylamine
AM7 Piperonylamine 7YIISOPTOPY

CH;
HoN /\@EO> ©/\ N )\ CHs
H
@)
AM21 4-methoxybenzylamine AM?28 L-carnosine

o]
HZNWHQJ\OH

2 o)

/o{ >ﬁ
HaC NH

NVNH

Esquema 7. Aminas que generan incremento de la fluorescencia de una disolucion de 14

en DMSO [10*M de 14 en DMSO (Aexcitacion = 366 nm)]
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AMI12 3,6-Di-(2-pyridyl)-1,2,4,5-tetrazine AM27 D-valine methyl ester hydrochloride
N N=N ,— HC - Q
7 N _CHs
<;)_<\N_N/ \—7 ch)\;/u\o . HCI

NH,

AM19 L-Proline methyl ester hydrochloride
AM26 L-valine methyl ester hydrochloride

%O\CH3. CIH H3C O
N1 )\(Lk _CH,§

HsC O "Hal
NH,

AM25 L-Phenylalanine methyl ester hydrochloride AMI17 1,4-Bis(2-hydroxyethyl)piperazine

(@)
o CHs HO—\_N/—\N
NH, . ClH / _\_OH

AM14 1-Methyl-2-piperidinemethanol AMI18 1-Dimethylamino-2-propanol

o¥ &
N.

N OH Hsc)\/ CHs

CH,

AM13 (Dimethylamino)acetone
AM9 2'-Aminoacetophenone

O CHs
O J N
HaC “CH,
CHs
NH,

AM24 4-aminophenol

AM3 N-Methylaniline OH

§
@/ “CH,
NH,

Esquema 8. Aminas que no generan incremento de la fluorescencia de una disolucion de 14 en

DMSO [10™M de 14 en DMSO (Aexcitacion = 366 nm)]
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ESTUDIOS DE 14 FRENTE A AMINAS BIOGENICAS: Se eligié una serie de 11

aminas biogénicas solubles en agua.

Putrescina (1,4-Diaminobutano) Espermina
H

HZN\/V\NHZ HZN/\/\H/\/\/N\/\/NHZ

Espermidina Cadaverina

H
HZN/\/\/N\/\/NHZ H2N/\/\/\NH2
Etanolamina Cisteamina
~~_-OH Ny
H,oN
Histamina Triptamina
NH,
HN \
Q\MNHZ \
N N
H
Serotonina clorhidrato
Dopamina clorhidrato
HO
NH,
+ HCI1 HO

NH,
N | HOD/\/ Ha
H
Tiramina
NH,
AT

Se prepararon disoluciones 10* M de 14 en DMSO y se afiadieron cantidades

crecientes de cada amina biogénica disuelta en agua.

Ref, pu, esp, ser, dop, cist, cad, his, esd, eta, trip, tir.

Figura 58a: Efecto de la adicion sobre una disolucion 10* M de 14 en DMSO de dos equivalentes

de cada amina en H,O bajo luz blanca.
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- e jp—

Ref, pu, esp, ser, dop, cist, cad, his, esd, eta, trip, tir.

Figura 58b: Efecto de la adicion sobre una disolucion 10*M de 14 en DMSO de dos equivalentes
de cada amina en H,O: Ref, pu: putrescina, eSp: espermina, Ser: serotonina, dop: dopamina, Cist:
cisteamina, cad: cadaverina, his: histamina, esd: espermidina, eta: etanolamina, trip: triptamina,

tir: tiramina (A= 366 nm).

RENDIMIENTOS CUANTICOS: En los resultados cualitativos se aprecia una
ligera disminucion del color amarillo de la disolucidon inicial y un aumento en la
fluorescencia con todas las aminas utilizadas, aunque en mayor proporciéon con unas que
con otras. Para poder cuantificar la fluorescencia observada se realizé el céalculo del
rendimiento cuantico de la interaccion con alguna de las aminas. Al tratarse de un
compuesto que no es fluorescente en disolucion, el calculo del rendimiento cuantico se
realiz6 tras la adicion de dos de las aminas en estudio, cadaverina y triptamina, con las que
se observd un aumento significativo de la fluorescencia. Asi el rendimiento cuantico para
la especie formada por la bis-diarilurea 14 y 1 equivalente de triptamina en disolucion de
DMSO fue de ® = 0.43 y para la especie formada por la bis-diarilurea 14 y 1 equivalente
de cadaverina en disolucion de DMSO fue de @ = 0.57.

VALORACIONES FLUORIMETRICAS: Las valoraciones fluorimétricas
realizadas mostraron un aumento de la banda de emision (Apixima = 515 nm) y los ajustes

realizados a modelos no lineales proporcionaron ajustes del tipo 1:1 en todos los casos.
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5 equiv
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Figura 59: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de la sonda 14 (10 M en
DMSO) con triptamina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante

de formacion del complejo 1:1 (Apsxime= 517 nm) de 14 con triptamina.

600 -
6(1)_
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500 - . .
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~ 400 -
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— 300-
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Figura 60: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10™*M en DMSO)
con tiramina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 517 nm) de 14 con Tiramina
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Figura 61: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con putrescina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apsxima= 517 nm) de 14 con putrescina.
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Figura 62: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con cadaverina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 517 nm) de 14 con cadaverina
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Figura 63: lzquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)
con cadaverina (en HEPES, pH 8.2) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 515 nm) de 14 con cadaverina
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Figura 64: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)
con espermidina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 517 nm) de 14 con espermidina.
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Figura 65: lzquierda: Espectro de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10 M en DMSO)

con espermina (en HyO) (Aexcitacion= 288 nm). Derecha: Ajustes para el clculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apsxime = 517 nm) de 14 con espermina.
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Figura 66: lzquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con histamina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 517 nm) de 14 con histamina
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Figura 67: lzquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con dopamina (en HyO) (Aexcitacion= 288 nm). Derecha: Ajustes para el célculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxime= 517 nm) de 14 con dopamina.
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Figura 68: lzquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con dopamina (en HEPES, pH 8.2) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacién del complejo 1:1 (Apaxima = 515 nm) de 14 con dopamina
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Figura 69: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con serotonina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
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Figura 70: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en DMSO)

con cisteamina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de

formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 517 nm) de 14 con cisteamina.
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Figura 71: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10 M en
DMSO) con etanolamina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Apuxime = 517 nm) de 14 con etanolamina.

En varios de los experimentos de valoraciéon mediante fluorescencia se han
modificado las condiciones del experimento mediante la utilizacion de las aminas
biogénicas disueltas en medio tamponado HEPES a pH 8.2, para comprobar si la respuesta
obtenida era la misma o el cambio del medio afectaba al proceso. De los experimentos se
deduce que el aumento de fluorescencia se sigue produciendo al utilizar tampon HEPES,
pH 8.2, aunque los valores de las constantes son diferentes a los hallados cuando se

utilizaron las aminas biogénicas disueltas en agua.
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Figura 72: Representacion logaritmica de las
constantes de formacion de los complejos 1:1
Log K de 14 y las aminas biogénicas.
tyramine 5.17 £ 0.36
triptamine 5.40 £ 0.09
putrescine 5.49 +0.17
cadaverine 6.23 + 0.50
cadaverine
HEPES pH = 8.2 4.31+0.53 Tabla 5: Constantes de formacion de los
spermidine 5.48 £ 0.25 complejos 1:1 obtenidos a partir de las
spermine 5.78 £0.24 valoraciones fluorimétricas de disoluciones
histamine 443 +0.14 4 i
dopamine 409+0.12 107 M de 14 en DMSO con las aminas
dopamine biogénicas disueltas en agua.
HEPES pH = 8.2 5.14+0.23
serotonine 4.83+0.19
cysteamine 3.53+0.14
ethanolamine 441 +0.18

Los analisis por el método de Job's Plot realizados con ejemplos representativos
confirman la estequiometria calculada a partir de los ajustes no lineales ya que ambos

ejemplos muestran maximos de sefial a una fraccion molar de 0.5.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Discusion de resultados

Parte I11. Sondas fluorogénicas para la deteccion de aminoacidos y sus metabolitos

Figura 73:

Figura 74:
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Analisis de Job’s Plot de 14 (10'4 M en DMSO) con espermina. (Aexcitacion = 288 nm)
(Aemision = 517 nm).

LIMITES DE DETECCION:

Los limites de deteccion calculados para cadaverina y dopamina son los
siguientes:
CADAVERINA en H,0O 1.2256-10™" m.
CADAVERINA en HEPES pH = 8.2 1.901-10™" m.
DOPAMINA en HEPES pH = 8.2 1.077-10™"" m.
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Al tratarse de procesos en que se genera fluorescencia, los limites de deteccion

que se observan son especialmente bajos.

ESTUDIOS DE DETECCION DE ANFETAMINAS

Ademéas de las aminas biogénicas estudiadas, algunos compuestos de origen
natural o sintético estan fuertemente relacionados con ellas, tanto en su estructura como en
su accion fisiologica. Los compuestos cuya deteccion tiene mayor interés son las aminas
de las series conocidas como efedrinas (de origen natural) y anfetaminas (de origen
sintético), debido a su uso extendido como farmacos o drogas psicoestimulantes. Por esto

se realizo un nuevo estudio con una serie de efedrinas y anfetaminas de gran interés.

Ephedrine Pseudoephedrine Amphetamine
OH OH
©/k/CH3 ©/yCH3 WNHZ
HR. HN< CH;
CHs CHs
MDMA MDA

O HN\CH3 O NH2
Se prepararon disoluciones 10* M de 14 en DMSO vy se afiadieron cantidades

crecientes de cada una de las aminas en agua, excepto las 2 tltimas que se anadieron en

I J | .

Y‘

Ref, eph peh, anf, MDA, MDMA.
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———

Ref,  eph, peh, anf, MDA, MDMA.

Figura 75: Efecto de la adicion sobre una disolucién 10*M de 14 en DMSO de dos equivalentes
de cada amina en H,O o tampon: Ref, eph: efedrina (H,0), peh: pseudoefedrina (H,0), anf:
anfetamina (H,O), MDA: 3,4-metilendioxianfetamina (HEPES pH 8.2), MDMA: 3 4-
metilendioximetanfetamina (éxtasis) (HEPES pH 8.2). Arriba: luz blanca. Abajo: A...= 366 nm.

En los resultados cualitativos se aprecia una ligerisima disminucion del
color amarillo de la disolucidon inicial y un aumento en la fluorescencia con todas
las aminas utilizadas. Las valoraciones fluorimétricas realizadas mostraron un
aumento de la banda de emision (Amaxima = 517nm) en todos los casos y los ajustes

realizados a modelos no lineales dieron como resultado complejos del tipo 1:1.

500 - 5 equiv 500

400 A 400-

3 5

S S

< 300 - = 3007

2 >

% 2 200

£ 200 - £
100

0 T T T T T T
T | 0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005
400 450 500 550 600 650 700 c(M)
Wavelength (nm)

Figura 76: lzquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con efedrina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Apsxima = 515 nm) de 14 con efedrina.
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Figura 77: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con pseudoefedrina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 515 nm) de 14 con pseudoefedrina.
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Figura 78: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con anfetamina (en HyO) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Aysxime = 515 nm) de 14 con anfetamina.
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Figura 79: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con MDA (H;0) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apsxima = 517 nm) de 14 con MDA
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Figura 80: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con MDA (HEPES pH = 8.2) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la
constante de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 517 nm) de 14 con MDA
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Figura 81: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con MDA (H;0) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacion del complejo 1:1 (Apsxima = 517 nm) de 14 con MDA
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Figura 82: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 14 (10*M en
DMSO) con MDMA (HEPES pH = 8.2) (Aexcitacion = 288 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de
la constante de formacion del complejo 1:1 (Apsxima= 517 nm) de 14 con MDMA
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Se realizaron experimentos de valoracion disolviendo algunas de las aminas en

tampon HEPES a pH = 8.2, con el fin de comprobar el efecto del tampon en los

resultados. Pudo comprobarse que el aumento de fluorescencia se produce igualmente en

presencia de tampdén y que los valores de las constantes obtenidas son similares a las

obtenidas cuando se disuelven las aminas en agua.
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Figura 83: Representacion logaritmica de las
log K constantes de formacion de los complejos 1:1
ephedrine 450+0.11 de 14 y anfetaminas.
pseudoephedrine 4.36+0.08 Tabla 6: Constantes de formacion de los
amphetamine 5.35+0.17 - . .
MDA 21291013 complejos 1:1 obtenidos a partir de las
MDA HEPES pH = 8.2 3.95+0.10 valoraciones fluorimétricas 14 con
MDMA 412+0.12 anfetaminas.
MDMA HEPES pH = 8.2 4.23 £0.09
LIMITES DE DETECCION:
Efedrina en H,O 9.492.10 M
MDA en H,0 (neutralizada con NaOH) 2.481.10™ M
MDMA en H,0 (neutralizada con NaOH) 4.21810 M
Pseudoefedrina en H,O 4.170-10B M

Cuando las medidas se realizan afiadiendo alicuotas de analito sobre la sonda

fluorogénica, paulatinamente el efecto del tiempo hace que la curva tome finalmente la
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forma de la figura 84, que no puede ajustarse a ningun modelo no lineal (valoracion de 14
con 1,4-diaminobutano [putrescina]), en que puede apreciarse que aparece un maximo de

fluorescencia y luego disminuye por efecto del tiempo.
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Figura 84

Para poder obtener curvas de valoracion sin el efecto del tiempo, las valoraciones
descritas han sido realizadas preparando disoluciones individuales correspondientes a cada
punto medido y realizando las valoraciones con cada una de las alicuotas preparadas de
forma independiente en el momento de la medicion. De esta manera se elimina el efecto

del tiempo y se consigue que las curvas tengan un patréon ajustable.

STOPPED-FLOW: CINETICAS DE REACCIONES RAPIDAS

Por otra parte, se ha estudiado el proceso de generacion de la fluorescencia en los
procesos anteriores mediante el estudio cinético del proceso de generacion de la especie
fluorescente y del proceso de desactivacion posterior. El estudio se ha realizado utilizando
el método de stopped-flow a partir del cual se obtienen las ecuaciones de velocidad de
ambos procesos. El estudio se realiza en condiciones de pseudo-orden 1, en este caso con
la concentracion de analito (0.833 x 10™) en exceso, 10 veces mayor que la de la sonda

fluorogénica (0.833 x 10 M). Todos los experimentos han sido realizados bajo las
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mismas condiciones de temperatura, % de agua (3.84 % vol) y volimenes inyectados en

cada muestra.

STOPPED-FLOW: cinéticas
de reacciones rapidas

ciston mezcld

Colorante: Aminas disuel-
10* M en DMSO tas en agua
| cdmara
de mezcld
/ ‘\’
luz de analisis senal
E |empo

Esquema de funcionamiento de un estudio mediante stopped-flow

vaormacién quuenching
SPERMINE(spr) 0.092402 0.0071713
SPERMIDINE(spd) 0.08718 0.00752218
CADAVERINE(cdr) 0.06433 0.00787294
PUTRESCINE(ptr) 0.09082 0.00813422
EPHEDRINE(eph) 0.06545 0.0054153
PSEUDOEPHEDRINE(peh) 0.07158 0.00573527
MDA(mda) 0.03658 5.32E-04
MDMA(mdma) 0.135 4.42E-05
AMPHETAMINE(anf) 0.02443943 0.0072249
SEROTONINE(ser) 0.02652 0.00216798
DOPAMINE(dop) 0.04776 0.00444705
TRIPTAMINE 0.04776 0.00444705
TYRAMINE 0.02652 0.00216798

Tabla 7: Constantes de velocidad de activacion (K,©™*") y desactivacion (K, """ de la
fluorescencia tras afiadir 1 equivalente de analito en H,O sobre una disolucion de 14 en DMSO

medidos con el método Stopped-Flow.
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Figura 85: Constantes de velocidad de los proceso de fluorescencia ON (azul) y OFF (granate)
medidos por el método de Stopped-flow para el proceso de deteccion de anfetaminas y aminas

biogénicas con 14.

ANALISIS MULTICOMPONENTE

Dado que el estudio se ha realizado con un alto numero de compuestos, a
continuacion se procesaron todos los datos y variables obtenidos mediante analisis
multicomponente, con el fin de poder diferenciar unos compuestos de otros. Partiendo de
las cuatro variables estudiadas, como son pKaciger, PKequitibrio K formacion y g auenching 6 didas
para la serie de 13 aminas estudiadas, se efectud el estudio mediante analisis

multicomponente. El set de datos se resume en la tabla siguiente.
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Col 1 Col 2 Col 3 Col 4

AMINA pKa pKeq Kv formacion Kv quenching
1 Triptamine 10.2 5.40 0.04776 0.00444705
2 Tyramine 9.74 5.17 0.02652 0.00216798
3 Putrescine 10.8 5.49 0.09082 0.00813422
4 Cadaverine 10.05 6.23 0.06433 0.00787294
5 Spermidine 10.9 5.48 0.092402 0.0071713
6 Spermine 115 5.78 0.08718 0.00752218
7 Dopamine 8.9 4.09 0.04776 0.00444705
8 Serotonine 6.04 4.83 0.02652 0.00216798
9 Ephedrine 9.2 4.50 0.06545 0.0054153
10 Pseudoephedrine 9.9 4.36 0.07158 0.00573527
11 Anfetamine 9.9 5.35 0.02443943 0.0072249
12 MDA 9.9 3.95 0.03658 5.32E-04
13 MDMA 10.38 4.23 0.135 4.42E-05

Tabla 8

El propodsito de este analisis fue obtener el menor numero de combinaciones

lineales de las cuatro variables que sirvieran para explicar el mayor porcentaje de

varianza. A partir de este conjunto de datos y utilizando el programa statgraphics de

analisis estadistico se obtuvieron 2 componentes principales que sirvieron para explicar un

83.3% de la varianza.

N° COMPONENTE | EIGENVALUE % VARIANZA | % VARIANZA ACUMULADA
1 2.11569 52.892 52.892
2 1.21932 30.483 83.375
3 0.370479 9.262 92.637
4 0.294511 7.363 100.000
Tabla 9

Estas nuevas variables creadas no son mas que una combinacion de las iniciales

en las que se elimina la informacion innecesaria. El peso de cada variable inicial en las

dos nuevas variables generadas es el siguiente:
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COMPONENTE 1 COMPONENTE 2
pK. 0.537145 0.385256
pKeq 0.531915 -0.451612

K formacion 0.332355 0.717747

K duenching 0.563988 -0.363954

Tabla 10

Con estos resultados se pueden construir las ecuaciones de cada una de las

componentes principales:
Ecuacion de la primera componente principal:

0.537145* pK, + 0.531915* pK,, + 0.332355% K, ™" + 0.563988* K, """
Ecuacion de la segunda componente principal:

0.385256* pK, - 0.451612* pKeq + 0.717747* K formacion = 0.363954* K" uenching

Con estas nuevas ecuaciones se puede calcular para cada muestra estudiada un

sistema de dos coordenadas formado por las componentes antes senaladas:

Component 1 | Component 2
1 0.237284 -0.423788
2 -0.792332 -0.58522
3 172.276 0.165016
4 164.792 -10.701
5 157.965 0.359368
6 20.638 0.184291
7 -12.668 0.0264696
8 -254.806 -144.763
9 -0.466001 0.118383
10 -0.159798 0.504292
11 0.39581 -135.015
12 -186.097 0.665276
13 -0.553264 28.538
Tabla 11

La representacion grafica de estos puntos es la siguiente:
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Figura 86: Representacion grafica de las dos componentes principales obtenidas para el proceso de

deteccion de anfetaminas y aminas biogénicas con 14.

Analisis de resultados: La distribucion de los puntos en la representacion de estas

dos componentes muestra las siguientes caracteristicas:

1°.- Se encuentran 4 puntos (3, 4, 5, 6) que estan separados del resto y que se
encuentran en la zona de valores altos de la componente 1; en esta componente tiene una
correlacion importante la variable pK,, K,*™<" y K 2h¢ v ostas aminas son las que
tienen un valor més elevado de estas variables, mientras que se encuentran en valores
bajos de la componente 2, en las cuales la correlacion negativa mas importante se da con

las variables pKq y K """,

2°.- Se observa otro grupo separado del resto, puntos 2, 7, 9, 10, que estan en la
parte central de la representacion. Se encuentran en valores negativos de la componente 1,

pK,, K ormeion y g auenehing - menores que para otras aminas

3°.- El punto 8 estd en valores negativos de ambas componentes, es decir que

presenta valores bajos de todas las variables medidas.
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4°.- El punto 13 esta separado del resto debido a un alto valor de la componente 2;

formacion

esta componente tiene una correlacion positiva elevada con la variable K, y esto
hace que esta amina, que presenta ese resultado tan alto en la velocidad de formacion, esté

situada en ese lugar.

5°.- Los puntos 11 y 12 también se encuentran separados del resto, el punto 11
tiene un valor negativo de la componente 2, es decir K, ™" es baja y tiene valores
medios de K, E] punto 12 tiene valores negativos de componente 1, K, ™"
K, Mg gon especialmente bajos y el resto de variables muestra valores intermedios, ya

que se encuentra en un punto intermedio de la componente 2.

CONCLUSIONES:
De este capitulo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

De entre una serie de compuestos fluorogénicos, se ha puesto a punto una sonda
fluorogénica de aminas biogénicas, que funciona generando una elevada fluorescencia en
presencia de diversas aminas de origen natural o sintético, en que la fluorescencia
generada depende de la estructura de la amina utilizada, y que se extingue con el tiempo,

siendo la velocidad de formacion y de extincion distinta para cada amina estudiada.

La sonda fluorogénica estudiada es capaz de discriminar entre las diversas aminas
biogénicas o miméticas de las mismas, que es capaz de detectar por via fluorogénica,
debido al peso que tiene cada componente estudiada, lo que puede ser aplicado a aminas
de alto interés farmacoldgico o bioldgico, como anfetaminas sintéticas, con limites de

deteccion extraordinariamente bajos.
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TAREA 3: PREPARACION DE UNA SONDA
FLUOROGENICA PARA LA DETECCION DE
AMINOACIDOS Y PEPTIDOS

RESULTADOS EXPERIMENTALES: En tercer lugar se va a realizar el
estudio de la sonda fluorogénica mostrada en la figura siguiente, en que una unidad
coordinante bisamida se encuentra unida a dos grupos fluorogénicos, por lo que se
mediran las variaciones fotofisicas debidas a la coordinacion en presencia de varias series
de metabolitos relacionados.

CN NC
NC™ X

50
SENG

(o) N (6]
I/

7 "CN

Figura 87: Sonda fluorogénica proyectada.

En esta sonda los fluor6foros estan cercanos debido al puente de hidrégeno entre
las amidas. Cuando se produzca la coordinacion, los dos fluoroforos se alejaran como
consecuencia del cambio conformacional y la excitacion se modificara. Este tipo de
estructuras con un receptor dipicolinilamida conectado a dos etiquetas fluorescentes ha

. : 1
demostrado una alta capacidad como receptor de aniones.

LA Kovalchuk, J. L. Bricks, G. Reck, K. Rurack, B. Schulz, A. Szumna, H. Wei3hoff, Chem.
Commun. 2004, 1946-1947.
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La sintesis del receptor queda descrita en el esquema 9. Una disolucion del
dicloruro del acido 2,6-piridindicarboxilico en CH,Cl, se afade, gota a gota, en
condiciones de atmosfera inerte, sobre una disoluciéon que contiene amina 4 y base de
Hiinig en CH,Cl,. La mezcla se mantiene bajo agitacion a temperatura ambiente durante
un dia, tras lo cual el producto solido formado se filtra y se caracteriza. La bisamida 16 se

obtiene como un s6lido amarillo oscuro con un rendimiento del 79%.

NH2 / CN
|Pr2NEt
CH2CI2

NC / 24 h
CN 0 | NS ¢}
4
Z 16
Esquema 9

El compuesto 16 es un sélido poco soluble en los disolventes ordinarios, aunque
es algo soluble en CHCl; y en DMSO. En DMSO da lugar a una disolucion de color

absorcion

amarillo claro, con un Apgxima = 381 nm y un coeficiente de extincion molar & =
30200 M ecm™, mostrando en fluorescencia un méaximo de emision de Apixima™ > " = 512
nm (Aexcitacion = 366 nm) en DMSO, con un rendimiento cuantico de ® = 0.012 en DMSO.
Este tipo de bisamidas presenta un sistema preorganizado util para la deteccion de
aniones, ya que la disposicion espacial de los NH favorece la formacion de puentes de

hidrogeno con aniones que pueden formarlos. En cambio, permanece sin cambios después

de la adicion de varios equivalentes de los cationes mas comunes.

El estudio comenzé realizando pruebas preliminares con aniones en distintos

medios, tal como se muestra en las figuras siguientes.
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Ref F- CI Br I BzO-NOs HaPOs HSO4ACO- CN-SCN-  Ref F CI Br I BzO NOs H:POsHSOsAcO- CN-SCN-

Figura 88: Efecto de la adicion de 2 equivalentes de cada uno de los aniones (5:10° M en MeCN)

sobre disoluciones 10 M del compuesto 16 en DMSO. Izquierda: variacion del color. Derecha:

H’ | J;_ :
1111

1 ok 3 TR . L . ] 5 __ . p— — o A
Ref F- CI Br I BzO-NOs H,POs HSOrAcO- CN-SCN-  Ref F- ClI Br I BzO NOs H:POsHSOsAcO- CN-SCN-

modificacion de la fluorescencia, Ao = 366nm.

g

Figura 89: Efecto de la adicion de 2 equivalentes de cada uno de los aniones (5-107 M 40ul H,0)
sobre disoluciones 10 M del compuesto 16 en DMSO. Izquierda: variacion del color. Derecha:

modificacion de la fluorescencia, g = 366nm.

Las disoluciones iniciales 10 M de 16 en DMSO no sufren cambios aparentes en
el color después de la adicion de cada uno de los aniones, sino que el proceso de
reconocimiento se traduce solamente en cambio de fluorescencia. Asi, al observar las
distintas disoluciones bajo luz ultravioleta A, = 366 nm, se aprecia que el compuesto
pierde la fluorescencia inicial en presencia de los aniones: F~, BzO", AcO" y CN’, cuando
se afiaden en disolucion en acetonitrilo, y en presencia de los aniones BzO", AcO™ y CN/,
cuando se afiaden los aniones en disolucion acuosa. El agua en pequenias proporciones no

parece tener incidencia en la fluorescencia en aquellos casos en que el anién no influye.
ESTUDIOS FRENTE A AMINOACIDOS Y SUS METABOLITOS

La bisamida 16 parece ser muy adecuada para el reconocimiento de grupos
carboxilo ya que la disolucion original de receptor libre en DMSO pierde la fluorescencia
en presencia de carboxilatos con preferencia a fluoruro, por lo que el trabajo se oriento al
estudio del comportamiento de la bisamida frente a una serie de aminoacidos con distintas
caracteristicas. Asi, en el siguiente grafico se puede observar de forma cuantitativa la

disminucion de la fluorescencia (1-Io/I;.) de una disolucion de bisamida 16 (10‘4 M,
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DMSO) mediante la adicion de 4 equivalentes de cada uno de los distintos aminoacidos
tanto proteinogénicos como metabodlicos, asi como algunos metabolitos importantes

relacionados con ellos.

1 -
0.9 - ~ _
0.8 4
0.7 4
206 1 o
=0.5 A Ref. lisina
—0.4 1
0.3 4
310l 01 L
0.1 -
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Figura 90: Valores normalizados de disminucion de la fluorescencia (1-1,/I ) de una disolucion
de bisamida 16 (10* M, DMSO) mediante la adicion de 4 equivalentes de cada uno de los distintos
aminoacidos o metabolitos en agua. Imagen: disminucion de la fluorescencia tras la adicion de 4

equivalentes de L-lisina.

Se observan principalmente cambios en la fluorescencia frente a aminoacidos
basicos y aminoacidos de cadena larga que llevan un grupo amino en su extremo, también
frente a un dipéptido que cumple ese requisito, como la carnosina, y frente a derivados de

aminodacidos que intervienen en el metabolismo muscular.

Para cuantificar estas interacciones se preparan disoluciones acuosas de las
aminodacidos y derivados y se realizan una serie de valoraciones con las que se cuantifica
en cada caso la disminucidén de la fluorescencia (Amaxima = 512 nm), en funcién de la
concentracion de analito en el medio. Todas las valoraciones se ajustan a un modelo 1:1
de complejacion, siendo L-lisina el aminoacido con el que obtiene una constante mas alta
asi como un ajuste mas correcto, ya que con el resto de los a-aminoacidos estudiados los

ajustes no lineales tienen un error bastante alto.
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Figura 91: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10*M en
DMSO) con L-lisina (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante

de formacion del complejo 1:1 (Apuxime = 512 nm) de 16 con L-lisina.

En la tabla y grafica siguientes se representan las constantes de complejacion de la
sonda 16 (10 M, DMSO) con los distintos o-aminoécidos estudiados, disueltos en agua

(kexcitacién =366 nm, xméxima: 512 nm)

logK (1:1) 25000 ~
Histidina | 2.91 +0.08 20000
Arginina | 2.84+0.14 15000 -
Lisina | 4.35+0.06 | 10000 -
Prolina 3.35+0.18 5000 4
Triptéfano | 3.28 £ 0.10 0 —_ —_ 1 . —
T T T T T 1
Asparagina | 2.90 + 0.17
parag & @ s & ® &
O S 52 Q & )
& O A4 ¢ & &

Tabla 14, Figura 92: Representacion de las constantes de complejacion de la sonda 16 (10 M,

DMSO) con los distintos a-aminoacidos disueltos en agua.

El cambio frente a L-lisina es tan caracteristico que se realizaron unas pruebas

para comprobar si este cambio es lo suficientemente significativo en comparacion con los
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cambios en presencia de los otros a-aminoacidos con los que existe algo de sefial en
fluorescencia. Asi, se prepararon disoluciones 10* M de 16 en DMSO y se fueron
afiadiendo una serie de a-aminoacidos en H,O, en distinto orden: histidina, triptéfano,
asparagina, prolina y lisina. Primer vial: referencia. Segundo vial: adicion de 1 equivalente
de histidina, triptéfano, asparagina y prolina sobre la referencia. Tercer vial: Adicion de 1
a 4 equivalentes de lisina sobre la mezcla del segundo vial. Cuarto vial: adicion de 1 a 4

equivalentes de lisina sobre la referencia.

(3 @ @O %0 @ 6% 0 @ 6 ()

et (1eq) (2eq) (3eq) (4 eq)
ef.

Ref. + histidina (1 eq) + triptéfano (1 eq) + asparagina (1 eq) + prolina (1 eq)

Ref. + histidina (1 eq) + triptéfano (1 eq) + asparagina (1 eq) + prolina (1 eq) + lisina (1 a 4 eq)
Ref. + lisina (1 a 4 eq).

D)

= = —

(1
(2
3
(4
Figura 93: Efecto de la adicion de 1 a 4 equivalentes de L-lisina sobre disoluciones que contienen

distintos aminoacidos que pueden actuar como interferentes

Si se compara el comportamiento de las disoluciones que contienen L-lisina con
las que no lo tienen, se comprueba una clara disminucion de la fluorescencia en los casos
en los que hay L-lisina en el medio, tanto si hay presentes otros aminoacidos como si no.
Por otro lado la adicidon de la mezcla de aminoacidos (sin lisina) sobre la disolucion de

referencia no genera disminucion aparente de la fluorescencia.

Las pruebas cualitativas realizadas inicialmente con -aminoacidos lineales
muestran resultados que merecen la pena ser estudiados, ya que a simple vista se produce
una cierta disminucién de fluorescencia en presencia de los mismos, por lo que es

interesante cuantificar las constantes de complejacion para los aminoacidos de esta serie.
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Figura 94: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10*M en

DMSO) con L-glicina (Hy0) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante
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Figura 95: lzquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10*M en

DMSO) con L-alanina (HyO) (Aexeitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante

de formacion del complejo 1:1 (Apsxima = 512 nm) de 16 con L-alanina.
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Figura 96: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10*M en
DMSO) con B-alanina (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de las

constantes de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 512 nm) de 16 con B-alanina.
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Figura 97: lzquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10*M en
DMSO) con GABA (H,0) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante de
formacién del complejo 1:1 (Apaxima = 512 nm) de 16 con GABA.
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Figura 98: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10*M en
DMSO) con ac. 5-aminovalérico (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de

K, complejo 1:1 (Apaxime= 512 nm) de 16 con ac. S—aminovalerico.
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Figura 99: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10*M en
DMSO) con ac. 6-aminohexanoico (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de

K del complejo 1:1 (Apsxima= 512 nm) de 16 con ac. 6-aminohexanoico.
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Figura 100: Izquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10 M en
DMSO) con ac. 7-aminoheptanoico (H,0) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de

K del complejo 1:1 (Apsxima= 511 nm) de 16 con ac. 7-aminoheptanoico.

logK1:1 30000 —
glicina 3.60 £ 0.07 25000 - —
o-alanina 3.68 £ 0.10 20000 ]
B-alanina 4.34 +£0.04 §715000 .
(@]
y-aminobutirico 4.39+£0.01 | ~ 10000 |
5-aminovalerico 4,22 +0.04 5000 - |_| |—|
6-aminohexanoico |4.18 + 0.08 0 . T . T . .
7-aminoheptanoico | 4.10 + 0.08 g N & & & &
Ml § o F & & &
R AN A A S

& N RS ‘Qé‘\

uf > N N

Lo « :§ 'bQ

Tabla 15, Figura 101: Representacion de las constantes de complejacion de 16 (10* M, DMSO)

con los distintos aminoacidos estudiados, disueltos en agua (Aexcitacion = 366 NM, Apsxima = 512 nm)

A continuacion se amplio el estudio al reconocimiento de metabolitos y farmacos.
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Figura 102: Izquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10* M en

DMSO) con creatina (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante
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Figura 103: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10 M en

DMSO) con creatinina (H,O) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante

de formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 512 nm) de 16 con creatinina.
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Figura 104: Izquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10 M en
DMSO) con gabapentina (H,O) (Aexcitacion= 366 nm). Derecha: Ajustes para el clculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Apaxima= 512 nm) de 16 con gabapentina.
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Figura 105: Izquierda: Espectros de emision para la valoracion fluorimétrica de 16 (10* M en
DMSO) con L-carnitina (HyO) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la

constante de formacion del complejo 1:1 (Aysimes= 512 nm) de 16 con L-carnitina.
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Figura 106: Izquierda: Espectros de emision para la valoracién fluorimétrica de 16 (10* M en
DMSO) con carnosina (H;0) (Aexcitacion = 366 nm). Derecha: Ajustes para el calculo de la constante

de formacion del complejo 1:1 (Apaxima = 512 nm) de 16 con carnosina.
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Tabla 16, Figura 107: Representacion de las constantes de complejacion de 16 (10 M, DMSO)

con los distintos metabolitos y farmacos estudiados (H,O, Aexcitacion = 366 nM, Apaxime= 512 nm)

De todos los metabolitos y farmacos estudiados, el cambio mas acusado se
produce con carnosina, que es un dipéptido de P-alanina e histidina (B-alanil-L-histidina),
utilizado como suplemento nutricional. La estructura del dipéptido carnosina esta cercana
a la de los w-aminoacidos y la constante de complejacion es del mismo orden que la

obtenida con algunos de los miembros de esa serie, por lo que parece que la sonda
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fluorogénica se comporta también como una regla molecular, en que los parametros de

emision dependen de la estructura del analito con el que se coordina.

Para completar el estudio se realizé un analisis por el método Job's Plot, que sirve
para confirmar el tipo de complejo formado entre receptor y analito. Se ha utilizado un
analito al que responde de forma selectiva, como es la carnosina, tal como puede verse en

la figura siguiente.

120 -
> 100 - . * o
k) . *
§ 80 4
[
< 60 - . 4
g
S 40 -
g L L
X 20
0 L) L) L) L) e
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
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Figura 108: Analisis por el método Job's Plot del complejo 16:carnosina

Siguiendo el método Job's Plot para el complejo 16 (en DMSO) y carnosina (en
H,0), se ha representado en el eje de abscisas la fraccion molar de analito y en el de
ordenadas el producto de la intensidad de fluorescencia por la fraccion molar de analito.
La grafica correspondiente muestra un maximo a 0.5 de fraccion molar, lo que confirma la

estequiometria 1:1 del complejo formado.

Estudio del limite de deteccion de carnosina (disuelta en H,O):

En este caso corresponde con un valor de 5.61-107° M.

Estudio del limite de deteccion de carnosina (disuelta en HEPES, pH = 8.2)

En este caso corresponde con un valor de 8.12-107° M.
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Se ha realizado también la valoracion cuantitativa de 16 con carnosina en
condiciones fisiologicas, utilizando tampoén HEPES pH = 8.2 como medio de disolucion
de carnosina. Las constante de complejacion de 16 (10 M, DMSO) con carnosina en
tampon (Aexcitacion = 366 NM, Apaxima = 512 nm) da un valor de 4.21 + 0.08, similar al
obtenido mediante disolucion acuosa, lo que prueba que se puede realizar la valoracion de
cada uno de los aminoacidos o metabolitos a los que la sonda tiene una sensibilidad

efectiva en medios tamponados.
CONCLUSIONES:

De los resultados experimentales obtenidos en este capitulo se pueden sacar las

siguientes conclusiones:

Se ha puesto a punto una sonda fluorescente de derivados de w-aminoacidos que
se comporta también como una regla molecular, extinguiéndose la emision fluorescente
inicial en funcioén de la distancia entre el grupo amonio terminal y el grupo carboxilato del

analito.

La sonda fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para la
deteccion de w-aminoacidos y sus metabolitos, como el dipéptido carnosina, encontrados
en suplementos nutricionales, asi como farmacos relacionados estructuralmente con ellos,

como gabapentina, a partir de sus formulaciones farmacéuticas comerciales.

Es posible realizar la deteccion de los analitos en condiciones fisiologicas

tamponadas.
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Conclusiones

De los hechos experimentales expuestos en esta memoria se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.- Se ha realizado la exploraciéon sistematica de una serie de complejos de
paladio, de los cuales se han estudiado sus caracteristicas como sensores quimicos de
cationes, encontrandose que uno de ellos es especialmente adecuado para esta funcion
presentando una alta selectividad y sensibilidad frente a cation mercurio(II) en distintos

disolventes.

2.- El estudio de los procesos de deteccion de mercurio(Il) y metilmercurio(Il)
ha permitido establecer una serie de equilibrios de reaccion a partir de los cuales pueden
identificarse y cuantificarse las especies de mercurio(Il) y metilmercurio(Il), e incluso

cuantificar ambas en una mezcla conjunta.

3- Se ha puesto a punto una nueva sonda cromogénica y fluorogénica OFF-ON
para la deteccion a simple vista de cation cobre(Il) en mezclas de acetonitrilo-agua, en

condiciones de selectividad completa y sensibilidad nanomolar.

4.- La sonda desarrollada para el cation cobre(Il) puede ser util para la deteccion
de cobre(I) en muestras de origen medioambiental en el rango de las cantidades traza (ug
17", requeridas por los organismos vivos, mediante espectroscopia de ultravioleta-visible y

fluorescencia.

5.- Se ha puesto a punto una sonda fluorescente tipo bis-urea, para derivados de ®-
aminoacidos, que se comporta como una regla molecular, cambiando la emisién
fluorescente amarilla inicial en azul en funcién de la distancia entre el grupo amonio

terminal y el grupo carboxilato del analito.
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6.- La sonda fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para la
deteccion de w-aminoacidos y sus metabolitos encontrados en suplementos nutricionales,
asi como farmacos relacionados con ellos, como pregabalina o gabapentina, a partir de sus

formulaciones farmacéuticas comerciales.

7.- De entre una seriec de compuestos fluorogénicos tipo bis-diarilureas, se ha
puesto a punto una sonda fluorogénica de aminas biogénicas, que funciona generando una
elevada fluorescencia en presencia de diversas aminas de origen natural o sintético, en que
la fluorescencia generada depende de la estructura de la amina utilizada, y que se extingue
con el tiempo, siendo la velocidad de formacion y de extincion distinta para cada amina

estudiada.

8.- La sonda fluorogénica estudiada es capaz de discriminar entre las diversas
aminas biogénicas o miméticas de las mismas, que es capaz de detectar por via
fluorogénica, debido al peso que tiene cada componente estudiada en el analisis de
componentes principales, lo que puede ser aplicado a aminas de alto interés farmacologico
o biologico, como anfetaminas sintéticas, con limites de deteccion extraordinariamente

bajos.

9.- Se ha puesto a punto una sonda fluorescente tipo bis-amida, para la deteccion
de derivados de w-aminoacidos, que se comporta también como una regla molecular,
extinguiéndose la emision fluorescente inicial en funcion de la distancia entre el grupo

amonio terminal y el grupo carboxilato del analito.

10.- La sonda fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para
la deteccion de w-aminoacidos y sus metabolitos encontrados en suplementos
nutricionales, asi como farmacos relacionados estructuralmente con ellos, a partir de sus
formulaciones farmacéuticas comerciales, siendo posible realizar la deteccion de los

analitos en condiciones fisioldgicas tamponadas.
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PROCEDIMIENTOS GENERALES

Las reacciones bajo atmodsfera inerte se llevaron a cabo en matraces previamente
secados y purgados en corriente de nitrogeno. Los disolventes utilizados se secaron
inmediatamente antes de su uso por destilacion en atmosfera inerte sobre un agente
desecante adecuado. Los agentes desecantes utilizados fueron Na/benzofenona para THF
y benceno.

La cromatografia de capa fina fue realizada utilizando silica gel Merck 60 GF-
254, utilizando como reveladores luz ultravioleta de 254/366 nm, acido fosfomolibdico, p-
anisaldehido o yodo. Las cromatografias preparativas se desarrollaron sobre placas de 20
x 20 cm y 1 mm de espesor. Para la cromatografia de columna se utilizo silica gel Merck
60 (230-400 mesh ASTM).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Gallenkamp y no estan
corregidos.

Los espectros de infrarrojos (IR) fueron realizados en pastilla de bromuro potasico

en un espectrofotometro Nicolet Impact 410, Perkin Elmer Spectrum BX.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear de protéon (RMN-'H) y carbono
(RMN-"3C) fueron realizados en disolucion del disolvente deuterado que se indica en cada
caso, en aparatos Varian Mercury 300 MHz (300 MHz) y Varian Unity Inova 400 (400
MHz).

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro VG-Micromass
AutoSpec, en impacto electronico a una energia de 70 eV.

Las pruebas de espectroscopia de UV-Visible se realizaron en un espectrometro
Varian Cary 300 Bio, en cubetas de 1 cm y a una temperatura controlada de 25°C.

Los espectros de fluorescencia fueron realizados en un espectrofémetro Varian
Cary Eclipse en cubetas de 1 cm y a una temperatura controlada de 25°C.

Las sales que se utilizaron en el estudio de las propiedades de los sensores
quimicos fueron en forma de percloratos o de triflatos en el caso de los cationes de interés,
para los aniones se utilizaron las correspondientes sales de tetrabutilamonio y para algunos
casos de aminoacidos se utilizaron las correspondientes sales de HCI. En todos los casos
se us6 como disolvente acetonitrilo Aldrich, 99.98+% HPLC grade, H,O bidestilada 6
DMSO.

METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES COMO
SENSORES QUIMICOS

Estudio cualitativo

El primer paso en el estudio de las propiedades como sensor quimico
colorimétrico de cualquier compuesto, es el screening cualitativo con una serie de analitos
de interés medioambiental: Ag”, Ni*", Sn*", Cd*, Zn**, Pb**, Cu*", Fe*’, S¢’*, AI*", Hg*"
como cationes y F, CI, Br, I', BzO, NO*, H,PO,, HSO,, AcO, CN’, SCN" como

aniones, para ello se utilizan las siguientes sales:

CATIONES ANIONES
. AgClO4 . XHQO F [CH3(CH2)3]4NF
g
N Ni(CIOy), - 6H,0 cr [CH5(CH,);]:NCI
1
S SH(CF3803)2 Br [CH3(CH2)3]4NBI'
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2+

n

& Cd(ClOy), I [CH;3(CH,);]4NI

- Zn(CF;S0;), BzO [CH5(CH,);1;N(OCOC4H;)

o Pb(ClO,), NOy° [CH3(CH,);],N(NO;)

o Cu(ClOy), - 6H,0 H,PO, [CH;3(CH,);],N(H,PO,)

e Fe(ClOy); - xH,0O HSO, [CH3(CH»);]14N(HSOy)

o Sc(CF3S03); AcO [CH5(CH,);1,N(OCOCH3)

o Al(CIOy); - 9H,0 CN [CH;C(CH,)]N(CN)

s Hg(Cl04), SCN [CH;(CH,);]sN(SCN)
Tabla 1

iones, asi como también se prepara una disolucion 10* M de la molécula ligando. A partir

de aqui se establecen las alicuotas que deben afiadirse.
H,SO, y NaOH, respectivamente.
utilizados como especies neutras, bien porque se utilizaban directamente o bien por que se

neutralizaban las especies idnicas de partida con NaOH.

El ensayo se lleva a cabo bajo una luz blanca (230-240V; 50-60Hz) y las

Se preparan disoluciones 5x107 M, 5x10° M, 5x10* M de cada uno de los

Para las adiciones de H y OH, se utilizan disoluciones de 5x10~° M en agua de

El resto de aniones utilizados tales como aminoacidos o aminas han sido

fotografias se realizan con una camara digital SONY modelo DSC P10.

que presentan los siguientes datos técnicos:

Para todas las pruebas se utiliza un juego de micropipetas EPPENDORF Research
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Error sistematico Error aleatorio de
MODE
Ep T.I.LP.S.  Volumen de medicion medicion
t0 (Inexactitud) (Imprecision; CV)
2-20ul 2-200 2ul +5.0% <15%
10 pl +12% <0.6 %
20 pl +1.0% <03%
10 - 100 pl 2-200 10 ul +3.0% <1.0%
50 pl +1.0% <03 %
100 pl +0.8% <02%
100 - 1000 pl 50 -1000 100 pl +3.0% <0.6 %
5000 pl +1.0% <02 %
1000 pl +0.6 % <02%
500 - 5000 pl 100- 5000 500 pl +2.4% <0.6 %
2500 pl +1.2% <025 %
5000 pl +0.6 % <0.15%
Tabla 2

Las primeras pruebas se realizaran en el disolvente en el que las moléculas
presentan una mayor solubilidad.

Se pipetean 2 ml de disolucion en diferentes viales, y se anade 1 equivalente (40
ul de disolucion 5x10° M) de catidn o anion [pipeta (10 - 100 pl)].

En primer lugar se observa con que analitos se produce el cambio de color,
también es importante tener en cuenta que el proceso de cambio de color sea estable con el
tiempo, por eso se realiza una fotografia al comienzo, y otra transcurridos unos minutos (5
min. aproximadamente).

Asi mismo, se comprueba el cambio bajo la luz ultravioleta (A = 366 nm), si los
complejos formados, al afiadir el primer equivalente de analito, son fluorescentes o por el

contrario se disminuye la fluorescencia con respecto al ligando.
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Si se continuan afiadiendo equivalentes del analito, la dilucién comienza a ser un
factor a tener en cuenta, pero en este caso al ser un estudio meramente cualitativo no es
significativo.

A continuacidn se afiade agua desionizada, hasta 6 o 8 equivalentes (alicuotas de
40 ul), para comprobar el comportamiento de las especies formadas en medio acuoso.

Una vez recogidas todas las fotos se hace un estudio para determinar que analitos
seran los mas interesentes de cara a un estudio mas profundo. Deben tenerse en cuenta
principalmente tres caracteristicas:

- sensibilidad

- selectividad

- estabilidad en medio acuoso

Para optimizar los resultados se repiten las pruebas modificando el % de agua,
posteriormente, se repite la misma secuencia de pasos con otros disolventes, como, MeCN
DMSO, EtOH ...

Una vez comprobados los efectos que produce cada analito, se hace hincapié¢ en el
estudio de la selectividad, una de las pruebas consiste en introducir en un vial junto con
los 2 ml de disolucion de ligando un equivalente de cada uno de los analitos con los que
no cambia de color o de fluorescencia, y posteriormente afiadir el analito, al que es
sensible, para comprobar si la presencia del resto de analitos le afecta.

Estudio cuantitativo

Valoracion en UV-Vis y en fluorescencia:

Una vez hecho el analisis oportuno tras las pruebas cualitativas se elige en que
disolventes y para que analitos es oportuno hacer la valoraciones, tanto en UV-Vis como
fluorescencia.

Para la valoracion en UV-Vis, el procedimiento serd siempre el mismo, pipetear
en un vial 5 ml de una disolucion 10* M de ligando, sobre este volumen se adicionan
cantidades crecientes de disolucion de cation o de anién (disoluciones 5x102 M, 5x107
M, 5x10™* M), intentando que el incremento de volumen sea minimo, ya que para los
posteriores calculos debe considerarse que la concentracion de ligando permanece

constante.
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A continuacion se muestra, como ejemplo, la siguiente tabla en la que se aprecian

los volumenes afiadidos:

Zﬁadido tht;) & Eq. Concentracion
(ub

0 5000 0 0

5 5005 0.05 4.995E-06
50 5010 0.1 9.98E-06
15 5015 0.15 1.4955E-05
20 5020 0.2 1.992E-05
25 5025 0.25 2.4876E-05
30 5030 0.3 2.9821E-05
35 5035 0.35 3.4757E-05
40 5040 0.4 3.9683E-05
45 5045 0.45 4.4599E-05
50 5050 0.5 4.9505E-05
55 5055 0.55 5.4402E-05
60 5060 0.6 5.9289E-05
65 5065 0.65 6.4166E-05
70 5070 0.7 6.9034E-05
75 5075 0.75 7.3892E-05
80 5080 0.8 7.874E-05
85 5085 0.85 8.3579E-05
90 5090 0.9 8.8409E-05
95 5095 0.95 9.3229E-05
100 5100 1 9.8039E-05
105 5105 1.05 0.00010284
110 5110 1.1 0.00010763
115 5115 1.15 0.00011241
120 5120 1.2 0.00011719
125 5125 1.25 0.00012195
130 5130 1.3 0.00012671
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\Y

afiadido Xllt)o tal Eq. Concentracion
(1)

135 5135 1.35 0.00013145
140 5140 1.4 0.00013619
145 5145 1.45 0.00014091
150 5150 1.5 0.00014563
155 5155 1.55 0.00015034
160 5160 1.6 0.00015504
165 5165 1.65 0.00015973
170 5170 1.7 0.00016441
180 5180 1.8 0.00017375
190 5190 1.9 0.00018304
200 5200 2 0.00019231
210 5210 2.1 0.00020154
220 5220 22 0.00021073
230 5230 2.3 0.00021989
240 5240 2.4 0.00022901
250 5250 2.5 0.0002381
260 5260 2.6 0.00024715
270 5270 2.7 0.00025617
280 5280 2.8 0.00026515
300 5300 3 0.00028302
320 5320 32 0.00030075
340 5340 3.4 0.00031835
360 5360 3.6 0.00033582
380 5380 3.8 0.00035316
400 5400 4 0.00037037
405 5405 4.5 0.00041628
410 5410 5 0.00046211
415 5415 5.5 0.00050785
420 5420 6 0.00055351

Tabla 3

Para realizar correctamente la valoracion se siguen los siguientes pasos:
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En primer lugar se selecciona el método a utilizar con el software desde el que se
maneja el equipo; los barridos generalmente se realizan entre 700-200 nm y es necesario
hacer en primer lugar un barrido con el blanco que en nuestro caso es el disolvente.

El 1° barrido se hace con la disolucion del ligando en concentracion 10™* M. De
este modo al observar el espectro completo se estudia cual es la banda representativa del
color del ligando, sera la que debe controlarse a lo largo de toda la valoracion.

Para el 2° barrido se vacia el contenido de la cubeta en el vial y sobre los 5 ml de
disolucion se anade la alicuota (micropipeta 2-20 ul) de cation o del anidén, se
homogeneiza varias veces, y con esta nueva disolucion se llena de nuevo la cubeta de
cuarzo (V =3 ml) y se realiza el segundo barrido.

El proceso se repite sucesivas veces, se observa como la banda responsable del
color original desaparece y aparece otra banda responsable de la aparicion del nuevo color
o por el contrario, la banda original se desplaza por efecto de la adicion del i6n.

La valoracion continua hasta que en el espectro UV-Vis no se aprecie variacion en
las bandas (exceso de analito).

Una vez finalizado el proceso, se guardan los resultados como un archivo ASCII.

Estos datos se pasan a una hoja Excel y se representan por un lado todos los
barridos realizados, y por otro lado, para una longitud de onda fija, se representa la
variacion de absorbancia frente a la concentracion de cation o anion (en moles/litro) de la
disolucion valorada.

Para la valoracion en fluorescencia, se pipetea, también, en un vial 5 ml de una
disolucion 10* M de Ligando, sobre este volumen se adicionan cantidades crecientes de
disolucién de analito (disoluciones 5x10% M, 5x10° M, 5x10* M), intentando, del
mismo modo, que el incremento de volumen sea minimo (tabla 3).

Los pasos para realizar la valoracion por fluorescencia varian un poco de los
anteriores, previamente, se tendra que realizar un espectro de absorbancia en UV-Vis,
tanto del ligando como del complejo, si es fluorescente:

En primer lugar se selecciona el método a utilizar con el software desde el que
manejamos el equipo, se realiza un barrido previo (“PreScan”), donde el fluorimetro

indica los espectros de excitacion y emision (situado en angulo de 90° respecto del
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detector) y las posibles longitudes de onda de excitacion de la muestra, segiin el equipo.
Siempre que se pueda, se elegird el punto isosbéstico de la valoracion en UV-Vis, como
longitud de onda de excitacion, para asegurar que la absorcion sea la misma en todos los
puntos de la valoracion y que la emision, asi leida, sea por tanto, comparable. Los barridos
generalmente se elegiran dependiendo de donde este la 1? dispersion Rayleigh.

Una vez seleccionada la longitud de onda de excitacion, es necesario hacer
diferentes pruebas para optimizar diferentes pardmetros del equipo, como el tamafio de la
rendija, Aexcitacion, €1 tamaio de la rendija de emision, la velocidad de los barridos, etc.

Una vez elegidos los diferentes parametros, se realiza un barrido con el disolvente
utilizado. Los datos obtenidos se restaran a cada barrido de la valoracion.

El siguiente barrido se hace con la disolucion del ligando. Para los sucesivos
barridos, como en la valoracion en UV-Vis, se vacia el contenido de la cubeta en el vial y
sobre los 5 ml de disolucion se afiade la alicuota (micropipeta 2-20 pl) de analito, se
homogeneiza varias veces, y con esta nueva disolucion se llena de nuevo la cubeta (V =3
ml), realizandose el barrido.

La valoracion continila hasta que en el espectro de emision no se aprecien
cambios (exceso de analito).

Una vez finalizado el proceso, se guardan los resultados como un archivo ASCII.

Estos datos se pasan a una hoja Excel y, si es necesario, se realiza un filtrado
(“smoothed”) si los espectros tienen mucho ruido. Posteriormente se representan por un
lado todos los barridos realizados (una vez restado el barrido del disolvente), y por otro
lado, para la longitud de onda en el maximo de emisién, se representa la intensidad
relativa frente a la concentraciéon de catidon o anion (en moles/litro) de la disolucion
valorada.

Tratamiento de los datos

A partir de los datos de la variacion de la absorbancia o intensidad relativa de
fluorescencia frente a la concentracion de cation o anion anadida, es posible determinar las

constantes de estabilidad de los complejos formados.
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Complejos ML
En el caso de la formacion de una especie de estequiometria 1:1, el equilibrio esta
controlado por una constante de estabilidad K, que depende de la concentracion de las

diferentes especies en el equilibrio (ligando libre L, metal libre M y complejo ML):

« _ ML)

M+ L=— ML [M][L]

La ecuacion de la constante de equilibrio puede ser reescrita en términos de
absorbancia del siguiente modo:

A=K
A- Alim

Donde A es la absorbancia de la disolucion y Ay y Aj;m son los valores de la
absorbancia del ligando libre y del complejo respectivamente.

Si ademas se supone que la concentracion total de metal en el medio (CM) es
igual a [M], entonces es posible determinar la constante K a partir del céalculo de la
pendiente de la recta obtenida al representar (Aop-A)/(A-Aum) en funcion de CM. Sin
embargo, en la mayoria de los casos esta aproximacion no es valida, y debe utilizarse un
modelo mas complicado para determinar la constante del equilibrio.

En el siguiente grafico se muestran los datos obtenidos en el caso de una
valoracién con Cu®” en UV-Vis. Se observa que la dependencia entre (A¢-A)/(A-Ajim) y

CM no es lineal, por lo que la aproximaciéon CM = [M] no puede ser aplicada.

450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 - ®

(A-A)(A-AL)

o
0 @m0 ‘ ‘ ‘
0 00001 00002 00003 00004 0,0005

Ceu2+ (Moles/L)
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En estos casos deben utilizarse modelos mas complicados para el calculo de la

constante. En la formacion de complejos 1:1 el modelo utilizado es el siguiente:1

2
A=A +% C,+C, +%—\/(CO +C,, +%) -4C,C,,

Siendo: A: absorbancia de la disolucion a lo largo de la valoracion

Ay: absorbancia del ligando

Ajim: absorbancia del complejo ML

Cy: concentracion del ligando

CM: concentracion del metal a lo largo de la valoracion

K: constante de formacién del complejo

De este modo, la constante K puede ser determinada mediante un ajuste no lineal
de minimos cuadrados de la absorbancia observada A en funcién de CM.

En el caso de la formacién de complejos de estequiometria mas compleja (M,L,
ML,, M,L;), existen también diferentes modelos matematicos, que permiten obtener el

valor de las constantes de los diferentes equilibrios.2

Complejos M,L.
K —_[ML]
M+ L= ML b [MI[L]
__[MyL]
ML+ M = M,L > [M][ML]

A A, +C,bK, [M]+ A, B[MT
1+K [M]+B[M]

Siendo B =K;K,y b el coeficiente de absorcion molar del complejo intermedio

ML

! (a) Principles and Methods in Supramolecular Chemistry, 2™ ed.; (Eds.: H. J. Schneider, A.
Yatsimirsky) John Wiley & Sons: Chichester, 2000. (b) J. Bourson, J. Pouget, B. Valeur. J.
Phys. Chem. 1993, 97, 4552-4557.

)} Taziaux, “Fluoroionophores dérives de la coumarine 343: photophysique et etude de la
complexation de cations alcalins et alcalino-terreux” Tesis Doctoral, Université Catholique de
Louvain.
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Complejos ML,
_ [ML]
M+ L— ML LML
[ML, ]
ML+ L — ML, > [L][ML]
:L(ierKl[M]jLM]
4K,K,[M]{ C, 2C,
N = 1=K, [M]+(1+K, [M]) +8C,KK,[M]
Complejos M;L,
_ [ML]
M+ L=— ML b OIMIIL]
_[M,L,]
2ML+ L=— ML, > [M][MLT
:L{iﬁrbKl[MhMj
AKK, [MT G 2C,

N=-1-K[M ]+\/(1+ K, [M])" +8C, KK, [MT

Todas estas expresiones se utilizan con la aproximacion CM = [M], y K se
determina a partir de un ajuste no lineal por minimos cuadrados de la absorbancia A en
funcion de CM.

El ajuste de los datos se realiza con el programa matematico (Microcal ORIGIN

v.7.0).

Valoracion por RMN-"H

Las valoraciones se realizan en un Espectrometro de Resonancia Magnética

Nuclear, modelo VARIAN MERCURY 300 MHz o VARIAN UNITY INOVA 400 MHz.
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En este caso deben aumentarse las concentraciones ya que la técnica es menos
sensible. Se prepara una disolucion 0.007733 M de ligando, (3 mg de ligando en 0.75 ml
del disolvente deuterado correspondiente) en el tubo de RMN.

Ejemplo: En las valoraciones por RMN-'H del ligando realizadas con Cu*", se va
a afiadir alicuotas de una disolucién 2.9-10° M de Cu®* en acetonitrilo deuterado. En la
Tabla 4 se aprecia el aumento del volumen en el tubo de RMN al finalizar la valoracion

V afiadido V afiadido de

de Cu*" (u) Il Cu’" (ul) Il
10 0.05 160 0.8
20 0.1 170 0.85
30 0.15 180 0.9
40 0.2 190 0.95
50 0.25 200 1

60 0.3 240 1.2
70 0.35 280 1.4
80 0.4 320 1.6
90 0.45 360 1.8
100 0.5 400 2
110 0.55 440 2.2
120 0.6 480 2.4
130 0.65 520 2.6
140 0.7 560 2.8
150 0.75 600 3

Tabla 4
Procedimiento:

Se llena un tubo de RMN (NORELL, 509-UP, 178 mm, ultra precisién) con la
disolucion preparada de Ligando en el disolvente deuterado elegido (0.75 ml), el primer
espectro sera el del Ligando.

La valoracion se realiza sobre el tubo de RMN inicial, se afaden las alicuotas de
cation (20 ul ), se agita ligeramente y se adquiere un nuevo espectro.

Considerando los resultados obtenidos previamente en UV-VIS, asi seran el
numero de puntos que se tomen en esta nueva valoracion.

En este caso no es tan importante el efecto de la dilucidon (no se efectia un
seguimiento cuantitativo) ya que no son tan importantes las concentraciones sino poder

observar bien las especies que se forman a lo largo de la valoracion.
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STOPPED FLOW

La técnica de stopped-flow es especialmente util para los estudios cinéticos de
reacciones rapidas en disolucidon, para determinar las concentraciones de los reactivos
quimicos a partir de los resultados cinéticos. El sistema de deteccidon es siempre el mismo
(Figura X) y estd compuesto por dos pistones donde se encuentran los reactivos, una
camara de mezcla y un piston de parada que detiene el flujo de las disoluciones de los
reactivos en cuanto se produce la mezcla.

Las medidas cinéticas se llevaron a cabos en un equipo de stopped-flow, bajo
temperatura controlada + 0.1 °C y provisto de dos sistemas de deteccion, tanto de
fluorescencia como de absorbancia. La sefial obtenida a lo largo del curso de la reaccion
fue recogida en un osciloscopio digital Tektronik 2212 y la sefial fue transferida a un
ordenador en la que los resultados fueron analizados por ajustes no lineales utilizando
funciones multiexponenciales’. Las medidas utilizadas en los ajustes son los valores
medios obtenidos tras 10 repeticiones de cada experimento:

Cinéticas

analito H ligando

s
I—k’,_.“"—l camara

de mezcla

—

radiacion sefial [} =
'

|Pistén parada

Figural
ANALISIS MULTICOMPONENTE

El Analisis de Componentes Principales es una técnica estadistica de sintesis de la

3'S. W. Provencher, J. Chem. Phys. 1976, 64, 2772-2777.
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informacion, o reduccidén del nimero de variables. Es decir, ante un banco de datos con
muchas variables, el objetivo sera reducirlas a un menor nimero perdiendo la menor
cantidad de informacion posible.

Los nuevos componentes principales o factores seran una combinacion lineal de
las variables originales, y ademas seran independientes entre si.

Un aspecto clave en el Analisis de Componentes Principales es la interpretacion
de los factores que serd deducida tras observar la relacion de los factores con las variables
iniciales, debe tenerse en cuenta tanto el signo como la magnitud de las correlaciones y

para ello es necesario conocer ampliamente todos los resultados del sistema a estudiar.

METODO DE JOB'S PLOT PARA EL CALCULO DEL TIPO DE
COMPLEJO FORMADO ENTRE ANALITO Y LIGANDO

Este método permite determinar experimentalmente la relacion estequiométrica en
la que se combinan los reactivos de una reaccion. Se basa en la realizacion de una serie de
disoluciones empleando cantidades diferentes de cada reactivo (variando las fracciones
molares de ambos) pero manteniendo constante la cantidad total. Puede entonces medirse
una variable del sistema, relacionada con la concentracién, como es en este caso la
Absorbancia o la Fluorescencia y representarse frente a la variacion de la concentracion de
uno de los reactivos.

Por ejemplo, en este caso tras realizar las pertinentes medidas de fluorescencia, se
representa el valor del producto Intensidad de florescencia por la fraccidon molar de

analito, frente a la fraccion molar de analito (X,)
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250
200 * .
150

100

Xa*Int(a.u.)

50

Xa

Figura 2. Analisis Job’s Plot de la bisdiarilurea 14 (10*M en DMSO) con triptamina.
()"excitacién=390 nm, }"emisic'm =515 nm)'

CALCULO DE LIMITE DE DETECCION

Se procede al calculo del limite de deteccion en los dos disolventes para los que se
han realizado el resto de ensayos, DMSO para la disolucion de bisdiarilurea 14 y MDA en
H,O. El método utilizado para este calculo es el de la variabilidad del blanco descrito en el
libro Handbook of Chemometrics and Qualimetrics®.

Para ello se realiza una recta de calibrado, se valida y se miden, en las mismas
condiciones, varias réplicas del blanco, en el caso de que la disolucion de ligando presente
senal sin presencia de analito sera tomada como blanco, como ocurre en este caso
realizandose 10 réplicas del mismo a una longitud de onda fija.

Se realiza un calibrado con 5 medidas y 10 réplicas para el blanco utilizando una

disolucion 10* M de bisdiarilurea 14:

(M) MDA | Intensidad | (M) MDA | Intensidad

0.000005 |57.30054474 | 0.000025 | 134.505722

0.00001 |80.40509033 | 0.00003 |151.3577881

0.000015 | 101.607933 | 0.000035 |174.2579803

0.00002 |112.0621109| 0.00004 |194.4051056
Tabla §

‘DL Massart, B. G. M. Vandeguiste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, P. L. Lewi, J. Smeyers-

Verbeke, Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A, Capitulo 13, Eselvier,
Amsterdan, The Netherlands, 1997, p. 379.
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Con estos valores construimos la recta de calibrado:

250 -
y = 4E+06x + 39.987
—~ 200 -
< R? = 0.9961
= 150 -
o)
3
‘5 100 -
9
£ 5o
0 ! ! ! . :
0 0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005
c(M) MDA
Figura 3

La ecuacion obtenida por el ajuste por minimos cuadrados es la siguiente:

y=4E + 06X —39.987 [1]

Los valores de absorbancia de las medidas del blanco, disolucion de ligando libre,
son las que se detallan a continuacion, asi como el valor de la concentracion calculada a

partir de la ecuacion [1].

réplicas Intensidad c(M)cac
1 40.8143501 | 2.06838E-07
2 40.6610832 | 1.68521E-07
3 40.7860375 | 1.99759E-07
4 40.2789421 | 7.29855E-08
5 38.936245 |-2.62689E-07
6 39.9844322 |-6.41945E-10
7 38.4784584 |-3.77135E-07
8 38.7967682 |-2.97558E-07
9 38.4589005 |-3.82025E-07
10 38.4399033 |-3.86774E-07

Tabla 6

Para determinar el limite de deteccion se necesita la media (7) y la desviacion

tipica () de los datos de la concentracion calculada sobre las réplicas del blanco:

X+5=(-1.058+0.258) 10" 2
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A un nivel de probabilidad del 5% (a=p=0.05), el valor de tC=tD segun las tablas’

utilizadas, para 9 grados de libertad (GL =N-1=10-1= 9) es de 1.833.

Segun este método, el limite de decision viene dado por la siguiente ecuacion.

L. =t. xsx /1+L
N 3]

Siendo N el numero de réplicas del blanco (10).

Por lo tanto:

L, =t xSx /1+%:1.833x0.258-107 x /1+%:4.962-108

El limite de deteccion corresponde al doble del limite de decision, con lo cual:
L, =2L,=9.924-10"
Dicho limite de deteccion viene dado en términos de concentracion por:

oL,

= 2 =
Xb Xc b )
Donde b es la pendiente de la recta de calibrado [1].
Entonces:
2L, : 107
x =2be (2x4962:10° ) 4q 40
b 4E - 06

Por lo tanto, el limite de deteccion de la bisdiarilurea 14, a la concentracion de

14
CL=10"* M para MDA en H,O, corresponde con un valor de 2.481-10 M.

RENDIMIENTO CUANTICO
El rendimiento cuantico de fluorescencia muestra la eficacia del proceso
fluorescente, y es la relacion entre el numero de fotones emitidos y el de fotones

absorbidos:

>D. L. Massart, B. G. M. Vandeguiste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, P. L. Lewi, J. Smeyers-
Verbeke, Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A, Capitulo 13, Eselvier,
Amsterdan, The Netherlands, 1997, p. 379.

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Apéndice experimental

¢ — nemitidos

nabsorbidos
La expresion que define el valor del rendimiento cuantico de un compuesto de

forma experimental es la siguiente:

Donde:

®s: Rendimiento cudntico de la sustancia estandar.

As: Absorbancia de la sustancia estandar a Amax

Fs: Area bajo la curva de emisién de la sustancia estandar.

ns: Indice de refraccion del disolvente en el que se encuentra el estandar

A: Absorbancia de la muestra a Amax.

F: Area bajo la curva de emision de la muestra problema.

n: Indice de refraccion del disolvente en el que se encuentra el estandar
Ejemplo:

Para el célculo del rendimiento cuantico de un compuesto cualquiera, se utiliza
como patrén una de las moléculas mas utilizadas para las técnicas fluorimétricas, el 9,10-

diphenylanthracene (DPA) disuelto en ciclohexano.

®s =0.95 en CICLOHEXANO
Abs =393 nm en CICLOHEXANO
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El compuesto que a estudiar tiene un maximo de absorbancia proximo a los 389
nm en THF. La proximidad de este valor con el de la referencia utilizada hace que se
cumpla una de las condiciones para aplicar el método para el calculo del rendimiento
cuantico.

El procedimiento utilizado se puede dividir en los siguientes pasos:

1°) Se preparan dos disoluciones de la referencia en CICLOHEXANO y otras dos
del compuesto problema (bisurea 6) en THF y se realizan los correspondientes espectros
UV-Vis (el maximo de absorbancia en todos los casos debe estar entre 0.03 y 0.1 unidades

de absorbancia):

espectro UV-vis

0.06 - DPA (A)
0.05 - DPA (B)
5 0.04 - 6 (A)
< 0.03 | 6 (B)
0.02 -
0.01 - //
O T T T 1
300 350 400 450 500
nm
Figura 4

2°) A continuacién se realizan las medidas de los espectros de emision de
fluorescencia con estas mismas disoluciones, como A excitacion se utiliza un valor

proximo al maximo de absorbancia, en este caso 393 nm.

espectro emision

60

50 ——DPA (A)

40 ——DPA(B)
- 30 6(A)

20 6 (B)

10

O T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 700
nm
Figura 5
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3°) Con los resultados obtenidos tras estas medidas se procede al calculo del
rendimiento cuantico del compuesto problema. Utilizando los valores medios de los
resultados obtenidos con el estandar para aplicarlos en el calculo del ®@ de las réplicas del

compuesto problema por separado y finalmente haciendo la media de los dos resultados

obtenidos®
Exc.393 nm | SlitsEx.5 | SlitsEm.5
sample Solvent |OD@exc |A int. Fluo red. Fluo n
6 (A) THF 0.050 0.10875 |6.5694E+02 | 6.0409E+03 1.408
6 (B) THF 0.056 0.12098 | 5.1347E+02 | 4.2444E+03 1.408
standard Solvent g £ G Lo red. Fluo n
mean mean mean
DPA Ce¢Hia 0.037 0.081667 | 3170.48251 38821.88454 |1.427
DPA C¢Hin 0.037 0.081667 | 3170.48251 38821.88454 |1.427
standard QY (std) | QY (sample) QY
p mean
DPA 0.95 0.14391
DPA 0.95 0.10111 0.12252

% Calculos realizados segun el método del Federal Institute for Materials Research and Testing
(BAM), Unter den Eichen 87, 12205 Berlin, Alemania).
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[Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenol)amine}Cl,] (1a):

th
PPh,
@E/ OH [PdCI,(1,5-cyclooctadiene) CI
/

L3 HO 1a

[PdCly(cod)] (0.106 g, 3.71 mmol) and ligand L3" (0.145 g, 3.81 mmol) were
dissolved in dichloromethane (15 mL) and stirred at room temperature. Then the solvent
was evaporated, the residue was filtered at reduced pressure and washed with ether. A
yellow solid was obtained (0.199 g, 3.56 mmol, 96%). '"H NMR (400 MHz, DMSO-dj): &
=6.71 (m, 1H), 6.85 (m, 1H), 7.10 (m, 1H), 7.21 (t, 1H, J 1.y = 8.95 Hz), 7.35 (d, 1H, Jir.
n= 7.9 Hz), 7.60 (m, 10H, Phy), 7.80 (t, 1H, Jyy = 7.6 Hz), 7.94 (t, 1H, J y.u = 7.7 Hz),
8.21 (m, 1H, (d) Jip = 8 Hz), 8.80 (s, 1H, HCN), 9.22 (br, 1H, OH); *'P NMR (400 MHz,
DMSO-dq): & = 30.90; IR (KBr): ¥ = 494 (Pd-N), 1616 (C=N), 2260 cm™ (OH); elemental
analysis calcd (%) for C,sHyClL,NOPPd: C, 53.74; H, 3.61; N, 2.51; found: C, 53.93; H,
3.52; N, 2.66.

! J. R. Dilworth, S. D. Howe, A. J. Hutson, J. R. Miller, J. Silver, R. M. Thompson, M. Harman, M.
B. Hursthouse, J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1994, 3553-3562
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[Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}Cl] (2a):

Ph,

P\ / P\Pd/ I
I;d\ o CH3;ONa >d—0
N v
7
2a

1a (PdLCI)

Complex 1a (0.099 g, 1.77 mmol) was dissolved in dichlorometane (10 mL), then
NaMeO/MeOH 0.29 M solution (0.6 mL, 1.7 mmol) was added under stirring. After the
addition, the solvent was evaporated under reduced pressure and the residue was dissolved
in dichlorometane and filtered through Kieselgur. The solution was concentrated under
reduced pressure and precipitated with hexane. The precipitate was filtered under reduced
pressure and washed with ether. Purple lustrous crystals (0.082 g, 0.157 mmol, 90%) were
obtained. Single crystals, suitable for X-ray diffraction, were grown by slow diffusion in
acetone/hexane from an acetone solution of the complex. '"H NMR (400 MHz, CDCl;): &
=6.43 (dd, 1H, J 4.y = 1.4, 6.9 Hz), 6.96 (dd, 1H, J yy = 1.4, 8.4 Hz), 7.08 (m, 1H), 7.33
(dd, 1H, J yu = 1.3, 8.7 Hz), 7.36 (s, 1H), 7.42 (m, 4H), 7.51 (m, 2H), 7.55 (m, 1H), 7.65
(m, 4H, [d in '"H{'P}-NMR, Jyp = 7.2 Hz]), 7.73 (m, 1H), 7.83 (m, 1H, [d in "H{*'P}-
NMR, J = 7.2 Hz]), 8.50 (d, 1H, Ji.p = 2.9 Hz, HCN); *'P NMR (400 MHz, CDCl;): § =
33.55; IR (KBr): ¥ = 1101 (C-0), 1579 cm™ (C=N); elemental analysis calcd (%) for
CysH1oCINOPPd: C, 57.49; H, 3.67; N, 2.68; found: C, 57.38; H, 3.59; N, 2.63. Crystal
data for 5, Cs3HisCI,N,0,P,Pd,, M = 1080.49, triclinic, P-1, a = 10.4716(9) A, b =
10.7759(10) A, ¢ = 12.1189(11) A, o = 79.939(2)°, B = 74.7020(10)°, y = 70.8850(10)°; V'
=1240.46(19) A®, Z = 1, Doy = 1.446 gem™, p(Mo-K,,) = 0.938 mm™. Purple prism, (0.50
x 0.20 x 0.10) mm’. 11781 measured reflections, 4281 independent (Ri,, = 0.0260), 3919
observed (I > 2o(l)). Ry = 0.0406, wR, = 0.1330 (all data). CCDC 675180. X-Ray
Diffraction Structure Report for 2a (CCDC 675180): A single crystal of 2a was

mounted on a glass fibre. X-ray measurements were made using a Bruker SMART CCD

area-detector diffractometer with Mo-K radiation (A = 0.71073 A).l Intensities were

integra‘[ed2 from several series of exposures, each exposure covering 0.3° in ®, and the
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total data set being a sphere. Absorption corrections were applied, based on multiple and
symmetry-equivalent measurements.3 The structure was solved by direct methods and

refined by least squares on weighted F2 values for all reflections (see Table 1).4 C26,
C27 and C28 were refined with positional constraints. C27 is disordered in two positions
with occupancy 0.25, C26 y C28 were refined with an occupancy factor of 0.5. All other
non-hydrogen atoms were assigned anisotropic displacement parameters and refined
without positional constraints. All hydrogen atoms were constrained to ideal geometries

and refined with fixed isotropic displacement parameters. Refinement proceeded smoothly

to give the final residuals. Complex neutral-atom scattering factors were used.”

1. SMART diffractometer control software, Bruker Analytical X-ray Instruments Inc.,
Madison, W1, 2000.

2. SAINT integration software, Siemens Analytical X-ray Instruments Inc., Madison, WI,
2000.

3. G. M. Sheldrick. SADABS: A program for absorption correction with the Siemens
SMART system; University of Gottingen: Germany, 2001.

4. SHELXTL program system version 6.1; Bruker Analytical X-ray Instruments Inc.,
Madison, WI, 1998.

5. International Tables for Crystallography, Kluwer, Dordrecht, 1992, vol. C.

X-ray diffraction, Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}Cl
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[Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenol)amine}CiMe] (1b).

Ph, CH
PPh2 on P~pq. *
_N [PACI(CH3)(1,5-cyclooctadiene) ;- Cl
_N
L3 HO 1b

(PdL(H)Me)

[PdCIMe(cod)] (0.130 g, 4.90 mmol) and ligand L3 (0.188 g, 4.92 mmol) were
disolved in dichlorometane (15 mL) and stirred for 1 hour at room temperature. Then the
solvent was evaporated, the residue was filtered under reduced pressure and washed with
ether. A yellow solid (0.223 g, 4.15 mmol, 85%) was obtained. 'H NMR (400 MHz,
CDCly): & = 0.71 (d, 3H, Jup= 2.7 Hz, Pd-CHs), 6.79 (br, -OH), 7.14 (m, 2H), 7.19 (m,
1H), 7.46 (m, 10H, Ph,), 7.54 (m, 3H), 7.65 (m, 2H), 8.31 (br, 1H, HCN); *'P NMR (400
MHz, CDCls) & 39.38; IR (KBr) ¥ = 1622 (C=N), 3606 cm™ (OH); elemental analysis
calcd (%) for CysH,3CINOPPd: C, 58.01; H, 4.31; N, 2.60; found: C, 57.84; H, 4.47; N,
2.59.

Rolga13-COSY
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COSY of Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenol)amine}CIMe

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Characterization of compounds | 245

[Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}Me] (2b):

Ph, CH
p\;d/ 3 Phy o,
~Cl CH;ONa Pl _/7
/ Pd-o
N /
1b
HO 2b
(PdL(H)Me) (PdLMe)

Complex 1b (0.101 g, 1.88 mmol) was dissolved in dichlorometane (10 mL). A
0.29 M solution of NaMeO in MeOH (0.65 mL, 1.89 mmol) was added under stirring.
Then the solvent was evaporated and the residue dissolved in dichlorometane and filtered
through Kieselgur. The filtrate was concentrated under reduced pressure and precipitated
with hexane. The precipitate was filtered under reduced pressure and washed with ether. A
red solid (0.058 g, 1.16 mmol, 62%) was obtained. 'H NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.60
(d, 3H, J yp = 2.7 Hz, CH;), 6.47 (ddd, 1H, J s = 1.4, 6.9 Hz), 7.02 (dd, 1H, J gy = 1.5,
8.4 Hz), 7.12 (m, 1H), 7.43 (m, 9H), 7.55 (m, 4H), 7.61 (m, 1H), 7.66 (m, 1H), 8.63 (s,
1H, HCN); *'P NMR (400 MHz, CDCl;): & = 41.35; IR (KBr): ¥ = 1099 (C-0), 1581 cm
(C=N); elemental analysis calcd (%) for CpsH;oCINOPPd: C, 62.23; H, 4.42; N, 2.79;
found: C, 62.09; H, 4.23; N, 2.72.
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[Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}H,O] CIO,
[3(H.0)ICIO:

Phy B Ph 1+
Pepde Hg(CIO,) P 10y
Pd-o gillg)2 Pd—q ClO4
N _N
2b 3 N
(PdLMe) PAL(H,0)" (Cl104)

Complex 1b (0.014 g, 0.028 mmol) was dissolved in MeOH (2 mL). A solution of
Hg(ClOy), (0.013 g, 0.03 mmol) in MeOH (1 mL) was added dropwise and left for 12
days until red needles crystallized. Alternatively, complex 3 (0.015 g, 0.030 mmol) and
Hg(ClOy), (0.016 g, 0.039 mmol) were dissolved in acetonitrile (3 mL) and left for 12
days until a purple solid was obtained. Single crystals, suitable for X-ray diffraction, were
grown by slow diffusion in ether/methanol from a solution of the complex [3(H,O)]CIO,
in methanol. "H NMR (400 MHz, CD;0D): 6 = 8.89 (s, 1H), 8.22 (m, 1H), 7.94 (t, 1H, Jy.
u= 5.3 Hz), 7.72 (m, 13H), 7.17 (t, 1H, Ju.n = 5.3 Hz), 6.82 (d, 1H, Ju.n = 6.5 Hz), 6.62 (t,
1H, Jy = 7.1 Hz); "H NMR (400 MHz, CD;CN): & = 8.89 (s, 1H), 8.27 (m, 1H), 7.95 (m,
1H), 7.70 (m, 13H), 7.05 (m, 1H), 6.60 (d, 1H, Jy.n = 4.2 Hz), 6.43 (d, IH, Juu = 4.2 Hz);
'P NMR (400 MHz, CD;OD): & = 32.26; elemental analysis caled (%) for
C,5H, CINOGPPA(2H,0): C, 46.89; H, 3.94; N, 2.19; found: C, 46.68; H, 4.12; N, 2.06.
Crystal data for [6(H,O)]ClO,4, CysHyCINO;50PPd, M = 628.25, monoclinic, C2/c, a =
18.345(2) A, b =122.576(3) A, ¢ = 14.7100(17) A, o = 90°, B = 122.192(2)°, y = 90°; V' =
5155.7(11) A%, Z = 8, Degie = 1.619 gem™, p(Mo-Ky) = 0.933 mm™. Purple prism, (0.30 x
0.20 x 0.20) mm’. 24303 measured reflections, 4531 independent (R;, = 0.0428), 3884
observed (I > 2o(/)). R, = 0.0596, wR, = 0.1529 (all data). CCDC 675181. X-Ray
Diffraction Structure Report for [3(H,O)]CIO, (CCDC 675181): Crystallographic data
are presented in Tables 1-5. A single crystal of [3(H,O)]CIO, was mounted on a glass
fibre. X-ray measurements were made using a Bruker SMART CCD area-detector

diffractometer with Mo-K, radiation (A = 0.71073 A).l Intensities were integrated2 from

several series of exposures, each exposure covering 0.3° in ®, and the total data set being
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a sphere. Absorption corrections were applied, based on multiple and symmetry-

equivalent measurements.3 The structure was solved by direct methods and refined by

least squares on weighted F2 values for all reflections (see Table 1).4 All non-hydrogen

atoms were assigned anisotropic displacement parameters and refined without positional

constraints. Hydrogen atoms H(2A) and H(2B) were located in the electron density

difference map, assigned isotropic displacement parameters and refined with positional

constraints. All other hydrogen atoms were constrained to ideal geometries and refined

with fixed isotropic displacement parameters. Oxygen atoms O7 and O8 were refined

without hydrogen atoms. Refinement proceeded smoothly to give the final residuals.

Complex neutral-atom scattering factors were used.d

1.

2.

SMART diffractometer control software, Bruker Analytical X-ray Instruments Inc.,
Madison, W1, 2000.

SAINT integration software, Siemens Analytical X-ray Instruments Inc., Madison, WI,
2000.

G. M. Sheldrick. SADABS: A program for absorption correction with the Siemens
SMART system, University of Gottingen: Germany, 2001.

SHELXTL program system version 6.1; Bruker Analytical X-ray Instruments Inc.,
Madison, WI, 1998.

International Tables for Crystallography, Kluwer, Dordrecht, 1992, vol. C.

X-ray diff. [Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}H,0] CIO,
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'H NMR [Pd{2-[(2-diphenylphosphanylbenzylidene)(o-phenolate)amine}H,0] ClO,

Synthesis of 5-(8-quinolinyl)indan-1-one 2

Br
) Pd(PPhy),
+ —_—
P4 Nach3
N THF:H,0

Pd(PPh;)4 (4 mg, 0.002 mmol) was added under nitrogen to a solution of 5-bromo-

l-indanone 1 (180 mg, 0.866 mmol) in tetrahydrofuran (20 mL) and the mixture was
stirred for 30 minutes at room temperature. Then solid 8-quinolinboronic acid (150 mg,
0.866 mmol) and sodium carbonate (460 mg, 4.335 mmol) dissolved in H,O (5 mL) were
added and the mixture was heated under reflux for 6 h. Then the solvent was evaporated
under reduced pressure and the residue was added to water (20 mL) and extracted with
CH,Cl, (3 x 30 mL). The combined organic extracts were dried (Na,SO,) and evaporated
and the residue was purified by flash chromatography (silica, 3 x 30 cm), from CH,CI, to
CH,Cl,:AcOEt (10:1), to get 5-(8-quinolinyl)indan-1-one 2 as a light yellow solid (220
mg, 98 %), mp 148-150 °C. IR (KBr, cm™): 1702 (C=0), 1603, 1494, 1429, 1305, 1251,
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1032, 827, 803, 789, 772. '"H NMR (CDCl;, 400 MHz) &: 8.95 (dd, J= 4.2 Hz, J= 1.6 Hz,
1H), 8.23 (dd, /J=8.2 Hz, J=1.6 Hz, 1H), 7.89 (dd, /= 8.0 Hz, /= 1.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J
= 8.0 Hz, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.75 (dd, J= 7.0 Hz, J= 1.6 Hz, 1H), 7.70-7.61 (m, 2H), 7.45
(dd, /= 8.0 Hz, J = 4.0 Hz, 1H), 3.24 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,), 2.73 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
CH,). *C NMR (CDCls;, 100 MHz) &: 206.79 (CO), 154.77, 150.33, 146.16, 145.65,
139.80, 136.18, 135.85, 130.19, 129.98, 128.61, 128.53, 128.22, 126.04, 123.01, 121.09,
36.36 (CH,), 25.73 (CH,). EIMS m/z (%): 260 (M'+1, 10), 259 (M", 55), 258 (M'-1,
100), 230 (M'-CO, 22), 203 (18), 149 (8), 97 (9), 87 (10), 71 (10), 57 (17). HRMS:
Calculated for C;gH;3sNO: 259.0997, found: 259.0987. Anal. Calcd for C;gH;3NO: C:
83.38; H: 5.05; N: 5.40. Found: C: 83.24; H: 5.12; N: 5.29.
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) of 5-(8-quinolinyl)indan-1-one
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3C NMR (CDCls, 100 MHz) of 5-(8-quinolinyl)indan-1-one

Synthesis of 1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene 3

Malononitrile (183 mg 2.8 mmol) and DABCO (109 mg, 1.0 mmol) were added
under nitrogen to 5-(quinolin-8-yl)indan-1-one 2 (210 mg, 0.8 mmol) dissolved in
benzene (10 mL). The mixture was heated under reflux for 5 h and then added to water
(30 mL), stirred for 5 minutes and extracted with dichloromethane (5 x 20 mL). The
combined organic extracts were dried (Na,SO4) and the solvent evaporated under reduced
pressure. The crude product was purified by flash chromatography (silica, 3 x 30 cm),
from CH,CI, to CH,Cl,:AcOEt (1:1), to get 1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene
3 as a yellow solid (166 mg, 66%) fluorescent under the UV light A = 366 nm, mp 178-
179 °C. IR (KBr, cm™): 2355, 2335, 2222 (CN), 1562, 1336, 888, 820, 789, 752. 'H NMR
(CDCls, 400 MHz) 6: 8.92 (dd, J=4.2 Hz, J= 1.6 Hz, 1H), 8.48 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 8.23
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(dd, J=8.2 Hz,J= 1.6 Hz, 1H), 7.89 (dd, J= 8.2 Hz, J= 1.6 Hz, 1H), 7.80 (m, 1H), 7.76-
7.72 (m, 2H), 7.63 (dd, J= 8.0 Hz, J= 7.2 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 8.0 Hz, /= 4.0 Hz, 1H),
3.28 (m, 4H). >C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 179.01, 153.87, 150.63, 147.77, 147.03,
139.12, 136.45, 134.66, 130.89, 130.37, 128.88, 128.17, 126.28, 125.49, 121.45, 116.03,
115.16 (CN), 113.46 (CN), 73.72, 34.81 (CH,), 29.69 (CH,). EIMS m/z (%): 308 (M'+1,
10), 307 (M", 55), 306 (M'-1, 100), 281 (3), 279 (12), 242 (18), 197 (18), 172 (8), 144
(12), 120 (6), 57 (8). HRMS: Calculated for C,;H3N3: 307.1109, found: 307.1115. Anal.
Calcd for C,1H3N3: C: 82.06; H: 4.26; N: 13.67; Found: C: 82.13; H: 4.18; N: 13.58.
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) of 1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene
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3C NMR (CDCls, 100 MHz) of 1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene

Synthesis of 2,3-dichloro-1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene 4

0
DABCO

N—Cl ————
CH,Cl,

(0]

N-Chlorosuccinimide (134 mg, 2.9 mmol) and DABCO (112 mg, 1.5 mmol) in
dichloromethane (5 mL) were added to a solution of 1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-
yl)indene 3 (91 mg, 0.3 mmol) in dichloromethane (20 mL). The mixture was stirred for30
minutes at room temperature, then added to water (30 mL) and extracted with
dichloromethane (3 x 30 mL). The combined organic extracts were dried (Na,SO,4) and the
solvent evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (silica, 3 x 30 cm) from CH,Cl,:AcOEt (20:1) to CH,Cl,:AcOEt (1:10),
to get 2,3-dichloro-1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene 4 as a reddish solid (77
mg, 70 %), mp >250 °C. IR (KBr, cm™): 2358, 2338, 2222 (CN), 1572, 1558, 1528, 1494,
1343, 1258, 1094, 1025, 820, 789, 752, 687, 663. "H NMR (CDCl;, 400 MHz) &: 8.93 (dd,
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J=7.0Hz, J=1.6 Hz, 1H), 8.29 (dd, J = 7.6 Hz, J= 4.0 Hz, 1H), 8.23 (dd, /= 8.4 Hz, J
= 1.6 Hz, 1H), 7.90 (dd, J= 8.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.75 (dd, J= 7.2 Hz, J= 1.6 Hz, 1H),
7.75 (dd, J = 1.6 Hz, J = 0.4 Hz, 1H) 7.64 (m, 1H), 7.63 (m, 1H), 7.47 (dd, J= 8.4 Hz, J =
4.4 Hz, 1H). ®C NMR (CDCl;, 100 MHz) &: 176.38, 150.64, 146.26, 145.99, 145.98,
136.62, 136.54, 131.68, 130.06, 129.17, 128.15, 128.79, 128.17, 126.62, 126.31, 125.25,
123.79, 121.55, 112.91 (CN), 111.09 (CN), 71.05. EM (EI) m/z (%): 374 (M'+1, 73), 373
(M", 51), 372 (M"-1, 100), 338 (M'-Cl, 40), 302 (M"-2Cl, 22), 275 (8), 196 (11), 69 (12).
HRMS: Calculated for C, HoCI,Ns: 373.0174, found: 373.0125. Anal. Calcd for
C, HoCILN3: C: 67.40; H: 2.42; N: 11.23. Found: C: 67.34; H: 2.49; N: 11.18.
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) of 2,3-dichloro-1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



254 | Characterization of compounds

0.648
6.262
71.056

mmmmmmmmmmmmmmmmmm
aaaaaaaaaaaaaaaaaa

176.381

| | |
150 100 50

3C NMR (CDCl;, 100 MHz): 2,3-dichloro-1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene
Synthesis of 3-[di-(2-picolinyl)amino]-1-dicyanomethylene-2-chloro-5-
(quinolin-8-yl)indene 5

X
N
N CH,Cl,
H | ~ rt, 60 min
G
4 5

Di-(2-picolyl)amine (68 pL, p=1.107 g/mL, 0.4 mmol) was added to a solution of
2,3-dichloro-1-dicyanomethylene-5-(quinolin-8-yl)indene 4 (47 mg, 0.1 mmol) in CH,Cl,
(25 mL), the mixture was stirred at room temperature for 60 minutos and then added to
water (50 mL) and extracted with CH,Cl, (3 x 30 mL). The combined organic extracts
were dried (Na,SO,4) and the solvent evaporated under reduced pressure. The crude
product was purified by flash chromatography (silica, 3 x 30 cm) from CH,Cl,:AcOEt
(1:1) to CH,CIl:AcOEt (1:10), to get 3-[di-(2-picolinyl)amino]-1-dicyanomethylene-2-
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chloro-5-(quinolin-8-yl)indene 5 as a purple solid (55 mg, 81 %), mp >250°C. IR (KBr,
cm™): 2355, 2335, 2201(CN), 1733, 1589, 1511, 1442, 1425, 1326, 1254, 1090, 923, 827,
793, 663. UV-Vis (10*M, CH3CN), Anax: 545 nm (¢ = 5893 M'em™), 393 nm (g = 12700
M'em™), 313 nm (g = 12523 M'em™), 260 nm (¢ = 16585 M'em™). '"H NMR (CDCls,
400 MHz) &: 8.75 (dd, J = 4.0 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 8.53 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 8.38 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 8.16 (dd, J = 8.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.72-7.50 (m, 5H), 7.38
(dd, J= 8.4 Hz, J = 4.0 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.20 (dd, J= 7.6 Hz, J= 5.2 Hz,
2H), 5.22 (s, 4H, 2xCH,). *C NMR (CDCls, 100 MHz) &: 158.45, 155.71, 150.24, 149.81,
145.33, 142.70, 138.62, 137.06, 136.40, 134.23, 132.57, 131.66, 129.78, 128.63, 128.59,
126.23, 126.10, 123.59, 122.73, 122.67, 121.49, 121.12, 116.13 (CN), 114.52 (CN),
113.46 101.61, 57.38, 29.65 (CH,). EIMS m/z (%): 502 (M+1-35, 25), 501 (M-35, 20),
410 (100), 195 (95), 93 (85). Anal. Caled for C33H, CINg: C, 73.81; H, 3.94; N, 15.65.
Found: C, 73.87; H, 3.85; N, 15.57
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) of 3-[di-(2-picolinyl)amino]-1-dicyanomethylene-2-chloro-5-
(quinolin-8-yl)indene
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¥C NMR (CDCl;, 100 MHz) of 3-[di-(2-picolinyl)amino]-1-dicyanomethylene-2-chloro-5-

(quinolin-8-yl)indene

Synthesis of 5-(4-aminophenyl)indan-1-one

2
H,oN
Br 2
Pd(PPh3)4/CSCO3
+
B
O o” o

1 2

Pd(PPh;)s 54 mg (0.047 mmol) was added under nitrogen to a solution of 5-
bromo-1-indanone 1 (100 mg 0.470 mmol) in toluene/butanol 4:1 mixture (15 mL) and the
mixture was stirred for 30 minutes at room temperature. Then solid 4-
aminobenzeneboronic pinacol ester 2 (103 mg, 0.470 mmol) and cesium carbonate (463
mg, 1.42 mmol) dissolved in H,O (2 mL) were added and the mixture was heated under
reflux for 16 h. Then the solvent was evaporated under reduced pressure and the residue
was added to water (20 mL) and extracted with CH,Cl, (3 x 30 mL). The combined
organic extracts were dried (Na,SO,) and evaporated and the residue was purified by flash

chromatography (silica, 3 x 30 cm), CH,Cl,, to get 5-(4-aminophenyl)indan-1-one 3 as a
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light yellow solid (95 mg, 91 %), mp 250-251 °C. IR (KBr, cm™): 3429 and 3335 (NH,),
1678 and 1592 (C=0), 1297 and 1278, 811. '"H NMR (DMSO-d,, 400MHz) 7.71 (s, 1H,
ArH), 7.60 (s, 2H, ArH), 7.48 (d, ] = 6 Hz, 2H, ArH), 6.68 (d, J = 6 Hz, 2H, ArH), 5.44 (s,
br, exch, 2H, NH,), 3.10 (m, 2H, CH,), 2.61 (m, 2H, CH,). "C NMR (DMSO-d,
100MHz) &: 205.44 (C=0), 156.14 (C-NH,), 149.53, 146.91, 134.05, 127.90 (CH),
125.84, 124.60 (CH), 123.25 (CH), 122.79 (CH), 114.13 (CH), 36.10 (CH,), 25.44 (CH,).

ME (EI) m/z (%): 224 (M'+1, 17), 223 (M, 100), 195 (18), 167 (8), 152 (9), 139 (4), 117
(7), 96 (3). HRMS (EI): caled. for C;sH;3NO: 223.0997 (M+); found: 223.0997. Anal.
Calcd for CsH3NO: C, 80.69; H, 5.87; N, 6.27. Found: C: 80.44; H: 5.95; N: 6.11.
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'H-NMR spectrum (DMSO-ds, 400 MHz) of 5-(4-aminophenyl)indan-1-one
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DEPT-NMR spectrum (DMSO-dg, 100 MHz) of 5-(4-aminophenyl)indan-1-one
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Synthesis of 1-dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4
HoN

O’ DABCO
PhMe, reflux

3 o

Malononitrile (50 mg 0.76 mmol) and DABCO (30 mg, 0.23 mmol) were added
under nitrogen to 5-(4-aminophenyl)indan-1-one 3 (50 mg, 0.23 mmol) dissolved in
toluene (10 mL). The mixture was heated under reflux for 2 h and then added to water (30
mL), stirred for 5 minutes and extracted with dichloromethane (5 x 20 mL). The combined
organic extracts were dried (Na,SO4) and the solvent evaporated under reduced pressure.
The crude product was purified by flash chromatography (silica, 3 x 30 cm), CH,Cl,, to
get 1-dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indene 4 as an orange solid (59 mg, 95 %), mp
320-322 °C (decomp). IR (KBr, cm™): 3491 and 3382 (NH,), 2221 (CN), 1627, 1600 and
1561 (C=C). '"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 8.14 (d, J = 9 Hz, 1H, ArH), 7.75 (m, 2H,
ArH), 7.54 (d, J = 9 Hz, 2H, ArH), 6.66 (d, J =9 Hz, 2H, ArH), 5.62 (s, br, exch, 2H,
NH,), 3.23 (m, 2H, CH,), 3.23 (m, 2H, CH,). °C NMR (DMSO-d,, 75 MHz): 179.83,
156.43, 150.35, 147.42, 132.53, 128.20 (CH), 125.34 (CH), 124.90 (CH), 124.72, 121.69
(CH), 11436 (CN), 114.15 (CH), 113.95 (CN), 69.96 (C(CN),), 34.66 (CH,), 29.41
(CH,). ME (EI) m/z (%): 272 (M™+1, 20), 271(M", 100), 243 (3), 214 (2), 206 (1), 204 (2),
189 (2), 135 (2). HRMS (ED): calcd. for C;sH;3N3: 271.1109 (M+); found: 271.1108. Anal.
Calcd for CigsH3N3: C, 79.68; H, 4.83; N, 15.49. Found: C: 79.77; H: 4.97; N: 15.35.
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Synthesis of 1,3-bis[4-(1-dicyanomethyleneindan-5-yl)phenylureidomethyl)-

benzene 6

G 0’;
»Q/g
M

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (100 mg, 0.38 mmol) was added
to m-xylylene diisocyanate 5 (15 pL, 0.095 mmol) dissolved in CHCI; (20 mL) and the
mixture was stirred at room temperature for 24 h. Then a second portion of m-xylylene
diisocyanate (15 pL, 0.095 mmol) was added and the mixture was stirred for additional 24

h. The solid formed after this time was filtered off, washed with CHCI; (2 portions of 2
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mL) and dried under reduced pressure. Compound 6 was obtained as a yellow solid (104
mg, 75%), mp 212-214°C. IR (KBr, cm™): 3328 (br, NH), 2221 (C=N), 1658, 1604 and
1557 (C=0), 1320, 1219, 1184. 'H NMR (DMSO-d, , 400 MHz): 8.82 (s, 2H, NH) 8.17
(d, J= 6 Hz, 2H, ArH), 7.82 (s, 2H, ArH), 7.79 (d, /= 6 Hz, 2H, ArH), 7.65 (d, /= 6 Hz,
4H, ArH), 7.52 (d, J= 6 Hz, 4H, ArH), 7.29 (m, 2H, ArH), 7.20 (m, 2H, ArH), 6.71 (t, J=
6 Hz, 2H, NH), 4.32 (d, J = 6 Hz, 4H, CH,), 3.28 (m, 4H, CH,), 3.15 (m, 4H, CH,). "°C
NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 179.60, 155.78, 154.63, 146.04, 141.21, 140.00, 133.07,
130.10, 128.22 (CH), 127.58 (CH), 125.72, 125.67 (CH), 125.55 (CH), 125.22 (CH),
122.60 (CH), 117.54 (CH), 113.66 (CN), 113.25 (CN), 70.61, 42.32 (CH,), 34.24 (CH,),
29.04 (CH,). MS (FAB) m/z (+): 731.40 (M™+1). ESI MS m/z (%): 753.28 (M + Na"),
731.29 (M™ + 1). Anal. Caled for C4H34N3O,: C, 75.60; H, 4.69; N, 15.33. Found: C,
75.42; H, 4.84; N, 15.09.
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Synthesis of 1-benzyl-3-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)phenyl]urea 8:
NC

Do ] _ CN
¢ 7 eN
O l Q
X o1 @

HN
HN/§
-7 0

NH,
4

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (50 mg, 0.18 mmol) was added
to benzyl isocyanate 7 (25 mg, 0.18 mmol) dissolved in CHCI; (10 mL) and the mixture
was stirred at room temperature for 48 h. Hexane (2 mL) was then added and the solid
formed was filtered off, washed with CHCI; (2 portions of 2 mL) and dried. Compound 8
was obtained as a yellow solid (56 mg, 75%), mp 189-190 °C. IR (KBr, cm™) 3336 (br,
NH), 2221 (C=N), 1639 and 1565 (C=0), 1328, 1227. 'H NMR (DMSO-d, , 400 MHz):
8.74 (s, 1H, NH) 8.25 (d, J = 8 Hz, 1H, ArH), 7.87 (s, 1H, ArH), 7.83 (d, J = 8 Hz, 1H,
ArH), 7.71 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.56 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.34-7.32 (m, 4H, ArH),
7.25 (m, 1H, ArH), 6.66 (t, J= 6 Hz, 1H, NH), 4.33 (d, J = 6 Hz, 2H, CH,), 3.30 (m, 2H,
CH,), 3.19 (m, 2H, CH,). "C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 179.68, 155.96, 154.82,
146.36, 141.44, 139.96, 133.40, 130.55, 128.08, 127.44, 126.96, 126.57, 125.63, 125.17,
122.87 (CHy,), 117.85, 113.81 (CN), 113.40 (CN), 71.00, 42.69 (CH,), 34.50 (CH,), 29.28
(CH,). MS (FAB) m/z (+): 405.06 (M'+1). MS (EI) m/z (%): 404 (M", 10), 297 (95), 271
(100). HRMS (EI): caled. for CogHyN,4O: 404.1637 (M"); found: 404.1633. Anal. Calcd
for CysHyoN4O: C, 77.21; H, 4.98; N, 13.85. Found: C, 77.06; H, 5.12; N, 13.67.
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Synthesis  of  1-(4-methoxyphenyl-3-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)-
phenyl]urea 9

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (150 mg, 0.55 mmol) was added
to p-methoxyphenyl isocyanate (82 mg, 0.55 mmol) dissolved in CHCl; (10 mL) and the
mixture was stirred at room temperature for 48 h. Cyclohexane (3 mL) was then added
and the solid formed was filtered off, washed with CHCl; (2 portions of 2 mL) and dried.
Compound 9 was obtained as a dark yellow solid (172 mg, 74%), mp 232-233 °C. IR
(KBr, cm™) 3320 (br, NH), 2221 (C=N), 1658, 1596 and 1557 (C=0), 1510, 1239, 1184,
1029, 823. '"H NMR (DMSO-d,, 300 MHz): 8.85 (s, 1H, NH), 8.56 (s, 1H, NH), 8.23 (d, J
=9 Hz, 1H, ArH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.86 (d, /=9 Hz, 1H, ArH), 7.76 (d, /=9 Hz, 2H,
ArH), 7.58 (d, J =9 Hz, 2H, ArH), 7.37 (d, J = 9 Hz, 2H, ArH), 6.87 (d, J = 9 Hz, 2H,
ArH), 3.82 (s, 3H, CH;), 3.28 (m, 2H, CH,), 3.18 (m, 2H, CH,). ?C NMR (DMSO-d;, 75
MHz) 180.04, 156.22, 154.52, 152.47, 146.33, 141.02, 133.63, 132.44, 131.05, 127.74
(CH), 125.86 (CH), 125.34 (CH), 123.15 (CH), 120.07 (CH), 118.23 (CH), 114.06 (CN),
113.94 (CH), 113.63 (CN), 71.12, 55.13 (OCH3;), 34.63(CH,), 29.45 (CH,). MS (EI) m/z
(%): 421 (M + 1, 3), 420 (M", 11), 297 (100), 271 (87), 149 (17), 123 (31). HRMS (EI):
calcd. for C,sHyoN4O,: 420.1586 (M+); found: 420.1582. Anal. Calcd for C,sH,0N4O,: C,
74.27; H, 4.79; N, 13.33. Found: C, 74.46; H, 4.92; N, 13.14.
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Synthesis of 1-(4-butoxyphenyl-3-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yI)-

phenyl]urea 10
NCO
CHClI3, rt
O
O
Hie— ™
H,C H

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (150 mg, 0.55 mmol) was added
to p-butoxyphenyl isocyanate (105 mg, 0.55 mmol) dissolved in CHCl; (10 mL) and the
mixture was stirred at room temperature for 48 h. Cyclohexane (3 mL) was then added
and the solid formed was filtered off, washed with CHCl; (2 portions of 2 mL) and dried.
Compound 10 was obtained as a dark yellow solid (145 mg, 57%), mp 184-186 °C. IR
(KBr, cm™): 3297 (br, NH), 2959, 2924, 2854, 2225 and 2194 (C=N), 1638, 1600 and
1557 (C=0), 1507, 1234, 823. 'H NMR (DMSO-d;, 400 MHz): 8.84 (s, 1H, NH), 8.54
(s,1H, NH), 8.25 (d, /= 8 Hz, 1H, ArH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.86 (d, J = 8 Hz, 1H, ArH),
7.76 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.59 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.34 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH),
6.86 (d, /=8 Hz, 2H, ArH), 3.90 (t, /= 4H, CH;), 3.28 (m, 2H, CH,), 3.18 (m, 2H, CH,),
1.67 (m, 2H, CH,), 1.43 (m, 2H, CH,), 0.92 (t, J = 4, 3H, CH3). C NMR (DMSO-d;, 100
MHz): 180.03, 156.21, 153.97, 152.47, 146.35, 141.00, 133.63, 132.30, 131.12, 127.71
(CH), 125.86 (CH), 125.32 (CH), 123.16 (CH), 120.10 (CH), 118.26 (CH), 114.54 (CH),
114.03 (CN), 113.60 (CN), 71.12, 67.22 (CH,0), 34.63 (CH,), 30.67 (CH,), 29.43 (CH.,),
18.69 (CHy), 13.65 (CHs). MS (ESI) m/z (%): 463 (M + 1, 12)
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Synthesis of 1-[4-(N,N-dimethylamino)phenyl]-3-[4-(1-(dicyanomethylene-
indan-5-yl)phenyljurea 11

NCO
CHClI3, rt
HsC
N \
" >CH N
8 HsC

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (150 mg, 0.55 mmol) was added
to p-N,N-dimethylaminophenyl isocyanate (89 mg, 0.55 mmol) dissolved in CHCI; (10
mL) and the mixture was stirred at room temperature for 48 h. Cyclohexane (3 mL) was
then added and the solid formed was filtered off, washed with CHCl; (2 portions of 2 mL)
and dried. Compound 11 was obtained as a dark yellow solid (160 mg, 67%), mp 178-179
°C. IR (KBr, cm™): 3320 (br, NH), 2221 and 2194 (C=N), 1654, 1596, 1565 and 1518
(C=0), 1320, 1242, 1185, 823. "H-NMR (DMSO-d,, 300 MHz): 8.81 (s, 1H, NH), 8.41 (s,
1H, NH), 8.25 (d, J =9 Hz, 1H, ArH), 7.92 (s, 1H, ArH), 7.88 (d, J = 9 Hz, 1H, ArH),
7.76 (d, J =9 Hz, 2H, ArH), 7.60 (d, J = 9 Hz, 2H, ArH), 7.29 (d, J = 9 Hz, 2H, ArH),
6.72 (d, /=9 Hz, 2H, ArH), 3.30 (m, 2H, CH,), 3.20 (m, 2H, CH,), 2.84 (s, 6H, 2xCHj).
BC-NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 180.06, 156.49, 152.63, 146.60, 141.28, 133.67, 130.96,
129.26, 127.80 (CH), 125.89 (CH), 125.42 (CH), 123.16 (CH), 120.32 (CH), 118.22 (CH),
117.54, 114.15 (CN), 113.73 (CN), 113.16 (CH), 71.07, 40.64 (N[CH;],), 34.61 (CH,),
29.43 (CH,). MS (EI) m/z (%): 433 (M", 5), 297 (100), 271 (92), 162 (35), 136 (37).
HRMS (EI): calcd. for C,7HxNsO: 433.1903 (M"); found: 433.1907. Anal. Caled for
C,7HxNsO: C, 74.81; H, 5.35; N, 16.16. Found: C, 74.68; H, 5.22; N, 15.93.
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4143
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DEPT (DMSO-dg, 75 MHz) of 1-[4-(N,N-dimethylamino)phenyl]-3-[4-(1-(dicyanomethylene-
indan-5-yl)phenyljurea
Synthesis of 1-(4-methylthiophenyl)-3-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)-
phenyljurea 12

NCO
CHCl, rt

S. S
CHs HsC

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (150 mg, 0.55 mmol) was added
to p-methylthiophenyl isocyanate (91 mg, 0.55 mmol) dissolved in CHCI; (10 mL) and
the mixture was stirred at room temperature for 48 h. Cyclohexane (3 mL) was then added
and the solid formed was filtered off, washed with CHCl; (2 portions of 2 mL) and dried.
Compound 12 was obtained as a dark yellow solid (173 mg, 72%), mp 209-210 °C. IR
(KBr, cm™): 3317 (br, NH), 2221 and 2194 (C=N), 1654, 1596 and 1546 (C=0), 1495,
1324, 1281, 1192, 827. '"H NMR (DMSO-d,, 400 MHz): 8.91 (s,1H, NH), 8.77 (s,1H,
NH), 8.25 (d, /=8 Hz, 1H, ArH), 7.91 (s, 1H, ArH), 7.87 (d, /= 8 Hz, 1H, ArH), 7.77 (d,
J =28 Hz, 2H, ArH), 7.60 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.44 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.23 (d, J =

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Characterization of compounds

8 Hz, 2H, ArH), 3.30 (m, 2H, CH,), 3.19 (m, 2H, CH,), 2.44 (s, 3H, CH;). °C NMR
(DMSO-ds, 100 MHz): 180.05, 156.23, 152.28, 146.35, 140.80, 137.20, 133.72, 131.36,
130.17, 127.78 (CH), 127.70 (CH), 125.94 (CH), 125.38 (CH), 123.25 (CH), 119.06 (CH),
118.42 (CH), 114.06 (CN), 113.64 (CN), 71.23, 34.69 (CH,), 29.50 (CH,), 15.94 (CHj;).
MS (EI) m/z (%):436 (M, 7), 297 (100), 271 (93), 165 (32). HRMS (EI): calcd. for
Cy6H20N,OS: 436.1358 (M"); found: 436.1359. Anal. Calcd for C,gH,0N4OS: C, 71.54; H,
4.62; N, 12.83. Found: C, 71.41; H, 4.78; N, 12.66.
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'H NMR spectrum (DMSO-ds, 400 MHz) of 1-(4-methylthiophenyl)-3-[4-(1-(dicyano-
methyleneindan-5-yl)phenyljurea
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B3C NMR spectrum (DMSO-dg, 100 MHz) of 1-(4-methylthiophenyl)-3-[4-(1-(dicyano-
methyleneindan-5-yl)phenylJurea
Synthesis  of  4,4'-bis-{N-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)phenyl]-[N’-
ureido]}diphenylether 14

N \ . J—CN
H,N D dco O O
D‘ g THF, reflux O O

C
| Os_NH HN._O
Y

13 NCO HN\O\ /O/NH
o 14

1-Dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (300 mg, 1.10 mmol) was added
to 4,4'-diisocyanatodiphenylether (139 mg, 0.55 mmol) dissolved in CHCI; (20 mL) and
the mixture was stirred at room temperature for 48 h. Cyclohexane (6 mL) was then added

and the solid formed was filtered off, washed with CHCl; (2 portions of 4 mL) and dried.
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Compound 14 was obtained as a dark yellow solid (337 mg, 77%), mp >250 °C. IR (KBr,
cm™): 3316 (br, NH), 2221 (C=N), 1654, 1598 and 1557 (C=0), 1510, 1239, 1184, 827.
'H NMR (DMSO-dq, 400 MHz): 8.90 (s, 2H, NH), 8.73 (s, 2H, NH), 8.25 (d, J = 8 Hz,
2H, ArH), 7.91 (s, 2H, ArH), 7.87 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.77 (d, J = 8 Hz, 4H, ArH),
7.61 (d, J= 8 Hz, 4H, ArH), 7.46 (d, J = 8 Hz, 4H, ArH), 6.96 (d, J = 8 Hz, 4H, ArH),
3.30 (m, 4H, CH,), 3.19 (m, 4H, CH,). >C NMR (DMSO-d,, 100 MHz) 1780.08, 156.27,
152.46, 151.95, 146.39, 140.92, 134.93, 133.73, 131.31, 127.81 (CH), 125.95 (CH),
125.40 (CH), 123.26 (CH), 120.11 (CH), 118.82 (CH), 118.41 (CH), 114.09 (CN), 113.67
(CN), 71.23, 34.71 (CH,), 29.51 (CH,). MS (ESI) m/z (%): 795 (M + 1, 15). Anal. Calcd
for CsoH34N3Os: C, 75.55; H, 4.31; N, 14.10. Found: C, 75.39; H, 4.47; N, 13.92.
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'H NMR spectrum (DMSO-ds, 400 MHz) of 4,4'-bis-{N-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)-
phenyl]-[N'-ureido]}diphenylether
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46.39

180.08
15627
152,46
~151.95

71.23
—34M
29.51
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B3C NMR spectrum (DMSO-dg, 100 MHz) of 4,4'-bis-{N-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yI)-
phenyl]-[N'-ureido]}diphenylether

Synthesis of N,N'-bis-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)phenyl]pyridine-2,6-
dicarboxamide 16

\ / :
HoN

& o o
+ N IperEt

e e
. | P <:H20|2

l
4 NC CN 15

24 h
O | NS o}

_ 16

2,6-Pyridinedicarbonyl dichloride (75 mg, 0.37 mmoles) dissolved in
dichloromethane (10 mL) was added dropwise to a chilled and stirred solution of 1-
dicyanomethylene-5-(4-aminophenyl)indane 4 (200 mg, 0.74 mmol) and N,N-
diisopropylethylamine (96 mg, 0.74 mmol) in dichloromethane (50 mL). The mixture was
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left to warm to room temperature and stirred for 24 hours. The solid formed was filtered
off, washed with CHCIl; (2 portions of 3 mL) and dried. Compound 16 was obtained as a
dark yellow solid (197 mg, 79%), mp >250 °C. IR (KBr, cm™): 3344 (br, NH), 2221
(C=N), 1682, 1565, and 1526 (C=0), 1340, 1188, 819. 'H NMR (CDCls, 400 MHz) 10.79
(s, 2H, NH), 8.51 (d, J= 12 Hz, 2H, ArH), 8.42 (d, J = 12 Hz, 2H, ArH), 8.16 (d, J = 12
Hz, 2H, ArH), 8.10 (d, J = 8 Hz, 4H, ArH), 7.72 (m, 8H, ArH), 3.30 (m, 4H, CH,), 3.18
(m, 4H, CH,). °C NMR (DMSO-ds, 75 MHz) 179.95, 161.74, 156.13, 148.69, 146.00,
139.99 (CH), 139.00, 134.04, 133.80, 127.65 (CH), 127.05, 126.20 (CH), 125.35 (CH),
123.61 (CH), 121.09 (CH), 113.93 (CN), 113.52 (CN), 71.50, 34.65 (CH;), 29.48 (CH,).
MS (ESI) m/z (%):674 (M + 1, 12). Anal. Calcd for C43HyN-O,: C, 76.66; H, 4.04; N,
14.55. Found: C, 76.49; H, 4.19; N, 14.39.
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'H NMR (CDCls, 400 MHz) of N,N'-bis-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)phenyl]pyridine-

2,6-dicarboxamide

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral

277



278

Characterization of compounds

w 0 L= =3 L= =] (=4 e l=

& = @ 28 §828 £83:%y @ @ =

o P -1 Cw OB LOECTmn i e e

~ w uy =+ = gl = oSN S ; g
) NS P ettt |

t ¥ L,

180 170 160 150 140 130 120 10 100
1 (ppm)

—T——
90 80 70 &0 50 40 30

BC NMR (DMSO-ds, 75 MHz) of N,N*-bis-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-
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DEPT (DMSO-dg, 75 MHz) of N,N'-bis-[4-(1-(dicyanomethyleneindan-5-yl)phenyl]pyridine-
2,6-dicarboxamide
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Resumen

Los sensores quimicos moleculares, fluorogénicos y cromogénicos han
adquirido una gran importancia en el mundo cientifico; estos sistemas presentan un
doble interés, el primero es de tipo bésico, se basa en el estudio de las
interacciones entre huésped-receptor-colorante en relacion a la sefializacion de
procesos de coordinacion; el otro campo de interés es la aplicacion de estos
sistemas y se basa en el desarrollo de sistemas de deteccion de especies quimicas de
interés mediante simples cambios de color y/o emision fluorescente.

Durante los ultimos afios nuestro grupo de trabajo ha puesto a punto una nueva
familia de sondas fluorogénicas intrinsecas muy selectivas, capaces de desarrollar grandes
diferencias de fluorescencia en presencia de determinados analitos; en esta Tesis Doctoral
se han estudiado una serie de sistemas capaces de realizar una deteccion selectiva de
analitos seleccionados entre miembros de series andlogas de biomoléculas, y también
sondas colorimétricas capaces de actuar en la deteccion de especies para las que no existen

en la actualidad quimiosensores especificos.

Desarrollo de una sonda cromogénica orientada a la deteccion y especiacion

de mercurio(Il) y cation metilmercurio(II).

La contaminacion medioambiental por derivados de mercurio(Il) tiene gran
importancia a causa de la enorme cantidad de mercurio que se emite al medio ambiente
por la accion humana. De las especies de mercurio metal que pueden encontrarse en el
medio ambiente, la que tiene mas importancia es el cation metilmercurio(Il), que se
produce en el medio ambiente por la accién de bacterias a partir de cation mercurio(Il) en

agua y su principal caracteristica es que tiende a acumularse en organismos vivos.

Se ha realizado el screening de una serie de complejos de paladio, de los cuales
se han estudiado sus caracteristicas como sensores quimicos de cationes, encontrandose
que uno de ellos es especialmente adecuado para esta funcién presentando una alta

selectividad y sensibilidad frente a Hg*" en distintos disolventes.
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2b(EtOH) Ag" Ni** Sn** Cd** Zn** Pb*" Cu*" Fe** Sc¢* AI* Hg™

La deteccion de cation mercurio(Il) se ha estudiado a través de valoraciones
UV-vis, obteniéndose las correspondientes constantes de reaccion y los limites de
deteccion de los derivados mercuriales. De los estudios por RMN se han identificado

todos los intermedios responsables del proceso de deteccion.

Ph Ph (Ph)

(Ph):2 Me 1/, Hg?* % & 11, Hg?* Pt

P~piyg — ~~Ppd- 279 ~~Pd-0
(D:/ Dy - 4 -— /N/

7

/
N, ~-N j
+
+
+ 1/, CH;HgCH,4 CHsHg
El estudio de estos procesos ha permitido establecer una serie de equilibrios de

reaccion, a partir de los cuales pueden identificarse y cuantificarse las especies de

mercurio(Il) y metilmercurio(Il) en una mezcla de ambas.

Desarrollo de nuevos materiales sensores orientados a la deteccion

fluorogénica de cobre(II).

La experiencia en la sintesis y el conocimiento de las propiedades quimico-fisicas
de derivados de indeno han permitido la obtencion de un nuevo compuesto que presenta

unas interesantes cualidades como sensor quimico de catioon cobre (II), ademas de poseer
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una buena selectividad para este cation frente aniones y cationes en disolventes organicos

aproticos, y en disolventes proticos, asi como en medios acuosos o parcialmente acuosos.

Se ha sintetizado un nuevo producto derivado de indeno que posee un grupo
fluorogénico, mediante la introduccion de un sustituyente quinolina en la posicion 5 de la
indanona, a través de una reaccion de acoplamiento de Suzuki entre el halégeno-derivado
y el acido bordnico correspondiente. Después se afiadié una unidad receptora capaz de

formar quelatos, introducida en la posicion 3 del indeno.
O D

/
Br B(OH)2 O _NCTReN “cN
Pd(PPh3)4 . DABCO

(0) N32C03

1 THF/H,0 o ) NC /
S
1 Q p
NCS O KO
—_—— —>
DABCO Cl
/
NC—/ NC Cl =
Cl CN N
CN 4 N/

El compuesto obtenido cumple con los objetivos propuestos, ya que posee

una alta selectividad frente al cation cobre(Il) en distintos disolventes, incluso

parcialmente acuosos.

ScrenizotnAgt Nitt Sn?* Cd* Zn* Pb* Cu® Fe'* Sc¢** APY Hg™
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5, 5+ Cu’" (MeCN)

El estudio de los cambios espectroscopicos de dicho compuesto, tanto en
sus espectros de absorcion en UV-Vis, emision fluorescente, como en resonancia
magnética nuclear, permiten confirmar la selectividad de esta sonda; del mismo
modo los calculos de limites de deteccion nos indican que puede ser util para la
deteccion de cation cobre(Il) en muestras de origen medioambiental, en el rango de las
cantidades traza (ug "), requeridas por los organismos vivos, mediante espectroscopia de

ultravioleta-visible y fluorescencia.

Desarrollo de nuevos protocolos de reconocimiento fluorogénico para la

deteccion selectiva de algunos aminoacidos y sus metabolitos de interés biosanitario.

Se ha realizado el estudio y la sintesis de receptores, capaces de actuar como
sondas fluorogénicas en disolucion, para la deteccion de aminoacidos y sus metabolitos de
interés biologico. Todos estos nuevos compuestos tienen en comin una substancia
fluorescente 4, sintetizada a partir de una metodologia puesta a punto en el grupo de
investigacion, consistente en una reaccion de acoplamiento tipo Suzuki y una
condensacion de Knovenagel, obteniéndose asi un derivado, que lleva un grupo amina, y

que ha mostrado propiedades fluorescentes interesantes.

NH, Br NH,

Pd(PPH;), O N’ eN O
—»
. PhMe/BuOH DABCO
B, Cs,CO5/H;0 PhMe
o 0 ¢ reflujo 16h O reflujo 2h O
ANz ) DY,

o
3 CN 4
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La estructura fluorogénica sintetizada, que lleva un grupo amino, se ha utilizado
para la sintesis de todos los receptores, tanto aquellos que estan basados en ureas como el

que esta basado en una bisamida.

Se ha puesto a punto una sonda fluorescente tipo bisurea, capaz de interaccionar
con derivados de w-aminoacidos, cambiando la emision fluorescente amarilla inicial en
azul, en funcion de la distancia entre el grupo amino terminal y el grupo carboxilato del

analito, comportandose por tanto como una regla molecular:

(o] NC
O~
NC

n\n/ﬂ O O. CN

o 6

6 - o log k1

nddd

Ref. Ala, B-ala, GABA, 5-am, 6-am, 7-am

log K,

3-Ala GABA 5-amino 6-amino 7-amino

Izquierda: Efecto de la adicion de 3 equivalentes de cada uno de los m-aminoacidos en agua sobre
la fluorescencia de una disolucion 10 M de 6 en DMSO: Ala: o-alanina, -ala: B-alanina, GABA:
acido y-aminobutirico, 5-am: acido 5-aminovalerico, 6-am: acido 6-aminohexanoico, 7-am: acido
7-aminoheptanoico. Derecha: Grafico de los valores de log K., para los complejos 2:1 formados

entre 6 y los @-aminoacidos.

La bisurea fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para la
deteccion de metabolitos encontrados en suplementos nutricionales, asi como farmacos
relacionados con ellos, como pregabalina o gabapentina (de estructura similar a la de los

w-aminoacidos) con limites de deteccion bajos.

Se han sintetizado una serie de compuestos fluorogénicos con estructuras del tipo

bisdiarilureas.
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O NC \ 14 ’ CN
O=(NH

NH

R=0CH;, (9)
R=O0Bu, (10)
R =N(CHy)y, (11)
R R=SCH; (12)

De entre todos ellos se ha puesto a punto una sonda fluorogénica 14 de aminas
biogénicas, que funciona generando una elevada fluorescencia en presencia de diversas

aminas de origen natural o sintético.

Ref, pu, esp, ser, dop, cist, cad, his, esd, eta, trip, tir.

Efecto de la adicion sobre una disolucion 10* M de 14 en DMSO de dos equivalentes de cada
amina en H,O: Ref, pu: putrescina, esp: espermina, ser: serotonina, dop: dopamina, cist:
cisteamina, cad: cadaverina, his: histamina, esd: espermidina, eta: etanolamina, trip: triptamina,

tir: tiramina (Ae. = 366 nm).

La fluorescencia generada depende de la estructura de la amina utilizada como
analito, observandose que dicha fluorescencia se extingue con el tiempo. Se han estudiado
los parametros caracteristicos del proceso, como la velocidad de formacion y de extincion
de la fluorescencia y la constante de equilibrio del mismo. Los datos obtenidos permiten
hacer un estudio multivariante, basado en componentes principales, que ha permitido
identificar cada una de las aminas estudiadas, integrandolas en grupos de caracteristicas

similares.
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Se ha puesto a punto una sonda fluorescente tipo bisamida, que ha demostrado ser

un buen quimiosensor para la deteccion fluorogénica de derivados de w-aminoacidos.

CN NC

RO

La sonda fluorogénica descrita se comporta también como una regla molecular,
extinguiéndose la emision fluorescente inicial en funcidén de la distancia entre el grupo

amonio terminal y el grupo carboxilato del analito.
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Representacion de las constantes de complejacion de 16 (10 M, DMSO) con los distintos

metabolitos y farmacos estudiados (HyO, Aexcitacion = 366 M, Amixima > "= 512 nm)

Con la ayuda de los estudios espectroscopicos realizados, se ha encontrado que la
sonda fluorescente es suficientemente selectiva como para que sirva para la deteccion de
w-aminodcidos y sus metabolitos, encontrados en suplementos nutricionales, asi como

farmacos relacionados estructuralmente con ellos, en condiciones fisiologicas tamponadas.
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Summary

Fluorogenic and chromogenic molecular chemical sensors have become extremely
important in the chemical science. These systems are doubly interesting; first from the
point of basic research, they study the host-guest interactions, mediated by a dyestuff,
oriented to the signalling of coordination processes; second, the applications of these
systems is intended to the development of detection systems for selected interesting
analytes from simple colour absorption or fluorescent emission changes.

During the last period, the research group has developed a new family of
intrinsically fluorogenic probes, very selective and capable of generate large differences in
the fluorescent emission in the presence of selected analytes; in this PhD Thesis, I have
studied a series of such systems capable of selectively detect a range of analytes from
related biomolecular compounds. I have also developed colorimetric probes able to make

detection of species for which there are not currently specific chemical sensors.

Development of a chromogenic probe for the detection and speciation of

mercury(Il) and methylmercury(Il) cations.

Environmental contamination by mercury(Il) derivatives is a matter of concern
because of the enormous amount of mercury released to the environment by the human
activity. From the mercury metal species that can be found in the environment,
methylmercury(Il) cation is the most important one; it is produced by environmental

bacteria from merury(Il) cation in water and it is bio-accumulated in the living organisms.

With this aim, I have performed a screening of a series of palladium complexes,
from them I have studied their characteristics as chemical sensors for cations. I have
found that one of them was specially suited for this matter, showing a very high

selectivity and sensitivity against mercury(Il) cation in a range of diverse solvents.
Phy
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PdLMe

Daniel Moreno Mediavilla Tesis Doctoral



Summary

2b(EtOH) Ag" Ni** Sn** Cd** Zn** Pb*" Cu*" Fe** Sc¢™* AI* Hg™

The detection of mercury(Il) cation has been studied by UV-vis titrations, from
which I have obtained the titration constants and the detection limits corresponding to
every one of the mercury derivatives studied. From the NMR experiments [ have

identified all intermediates that are responsible for the detection process.

Ph Ph (Ph)
R Y
Flo Fd-o - Py Y
PA\ Z N@ z N@
+

+
+ 1/, CH;HgCH,4 CH,Hg

From the study of all these processes I have established a series of equilibrium
reactions, from which species of mercury(Il) and methylmercury(Il) cations can be

identified and quantified in a mixture.

Development of new sensing materials oriented to the fluorogenic detection of

copper(Il) cation.

The previously developed experience in the synthesis and the knowledge of fisico-
chemical properties of indene derivatives has allowed the preparation of a new compound
that has shown interesting applications as chemical sensor, in addition to a very good
selectivity fro copper(Il) cation in comparison to the rest of cations, being insensitive to
anions. All these characteristics are also performed in protic as well as aprotic solvents

and in mixed organic aqueous solvents.

The synthesis of the new fluorogenic indene derivative has been performed by

introduction of a quinoline substituent in the 5 position of indanone. This process was
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performed by Suzuki coupling between the halogen derivative and the corresponding
boronic acid. Then a receptor unit, able to perform complexation of metal cations, was

introduced in the 3-position of the indene nucleus.

Br B(OH)2 _NCTReN “cN
Pd(PPh3)4 ~ basco
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The synthesized compound accomplished the expected objectives, showing a very

high selectivity for the copper(Il) cation in different solvents, including mixtures of

organic and aqueous solvents.
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ScrenizoinAgt Nitt Sn?* Cd** Zn** Pb** Cu®* Fe’* Sc¢** AIY Hg™

5, 5+ Cu’" (MeCN)
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The study of spectroscopic changes of the synthesized compound, by using UV-
vis absorption spectroscopy, Fluorescent emission spectroscopy and nuclear magnetic
spectroscopy, has permitted to confirm the selectivity of the molecular probe. The
detection limits indicated that the molecular probe can be employed for the detection of
copper(Il) cation in samples from environmental origin, in the range of trace amounts (ug
1", required by living organisms, measured by ultraviolet-visible spectroscopy and

fluorescence spectroscopy.

Development of new protocols for the fluorogenic sensing for the selective

detection of selected aminoacids and their metabolites having a bio-sanitary interest.

I have performed the design and synthesis of chemical receptors, able to act as
fluorogenic probes in solution, for the detection of aminoacids and their metabolites of
biological interest. All these new compounds share as a common characteristic the
existence of a fluorescent compound 4, synthesized by a new methodology developed in
the research group, consisting of a Suzuki coupling reaction followed bay a Knoevenagel

condensation, that gives rise to an amino-derivative with interesting fluorescent properties.

NH, Br NH, NH,
Pd(PPH;), O ne” eN O
— > - 5
. PhMe/BuOH DABCO
i:N Cs,CO4/H,0 PhMe
00 g reflujo 16h O reflujo 2h O
AN 2 ) ()
1 o NC Y
3 CN 4

The synthesized fluorescent structure, carrying an amino group, has been
employed for the synthesis of all receptors of aminoacids, some of them as urea

derivatives, and another one as a bis-amide derivative.

First, I have synthesized and studied a fluorescent probe having a bisurea group,
able to interact with w-aminoacids and their derivatives. This fluorescent probe effectively

showed a modification of the initial yellow fluorescent emission into blue as a function of
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the distance between the amino terminal group and the carboxylate group from the

analyte, thus behaving as a molecular ruler.

o} NG
{uku i
NG
n\[ofn O O. CN6
6 - o log k1

ol

B-Ala GABA 5-amino 6-amino  7-amino

Ref. Ala, B-ala, GABA, 5-am, 6-am, 7-am

Left: effect of the addition of 3 equivalents of every m-aminoacid in water on the fluorescence of a
10 solution of 6 in DMSO: Ala: a-alanine, B-ala: p-alanine, GABA: y-aminobutyric acid, 5-am:
S-aminovaleric acid, 6-am: 6-aminohexanoic acid, 7-am: 7-aminoheptanoic acid. Right: Plot of

logK ., values for the 2:1 complexes between 6 and m-aminoacids.

The fluorescent bisurea is sufficiently selective for the detection of metabolites
found in nutritional supplements, as well as drugs related to them, such as pregabaline and

gabapentine, which have a structure related to m-aminoacids, with very low detection

limits.

Then I have synthesized a series of fluorogenic compounds having in common a

bis-diarylurea structure.
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From all these compounds, I have studied a fluorogenic probe 14 for
biogenic amines, which works by generating a very high fluorescence in the

presence of a range of natural or synthetic amine derivatives.

Ref, pu, esp, ser, dop, cist, cad, his, esd, eta, trip, tir.

Effect of the addition of 2 equivalentes of every amine to a 10™ solution of 14 in DMSO: Ref, pu:
putrescine, esp: espermine, ser: serotonine, dop: dopamine, cist: cisteamine, cad: cadaverine, his:

histamine, esd: espermidine, eta: ethanolamine, trip: triptamine, tir: tiramine (Ae.= 366 nm).

The generated fluorescence depended on the structure of the analyte amine,
showing that the fluorescence faded with time. I have studied the characteristic parameters
of the process, such as formation and extinction rates of the fluorescence, and the
equilibrium constants. The obtained data permitted to perform a multivariate study, based
on the principal components, which has permitted to identify every one of the studied

amines, by integrating them in groups of similar characteristics.

I have also studied a fluorescent probe with a bisamide structure, which has shown

to be a good chemical sensor for the fluorogenic detection of w-aminoacid derivatives.
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The described fluorescent probe behave as a molecular ruler, extinguishing the
initial fluorescent emission as a function of the distance between the ammonium terminal

group and the carboxylate group of the analyte.
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Plot of the complexation constants of 16 (10™* M, DMSO) with the diverse metabolites and drugs
studied (HZOo xexcilation =366 nm, 7\'maximum emission — 512 nm)

From the spectroscopic studies, I have found that the fluorescent probe is
sufficiently selective for the detection of w-aminoacids and their metabolites, such as
those found in nutritional supplements, and the related drugs that have structural

similarities, all in buffered solutions.
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Conclusions

From the experimental results obtained during the performance of this work, I

have extracted the following conclusions:

1.- I have performed the screening of a series of palladium complexes, from
which I have studied their characteristics as chemical sensors of cations, from this study
I have found that one of them was especially suited for the chemical sensing of cations,
showing a very high selectivity and sensitivity for mercury(Il) cation in a range of

different solvents.

2.- The study of the detection processes of mercury(Il) and metylmercury(Il)
cations has permitted the discovery of a series of reaction equilibriums, from which the
species of mercury(Il) and methylmercury(Il) cations can be identified and quantified,

permitting also the quantification of both species in a mixture of them.

3- A new chromogenic and fluorogenic OFF-ON probe has been developed,
permitting the naked eye detection of copper(Il) cation in mixtures of acetonitrile and

water, in conditions of complete selectivity and nanomolar sensitivity.

4.- The molecular probe developed for copper(Il) cation can be useful for the
detection of copper(Il) cation in samples from environmental origin, in the range of trace
amounts (ug 1), required by living organisms, by ultraviolet-visible spectroscopy and

emission fluorescence spectroscopy.

5.- I have studied a fluorogenic probe having a bis-urea structure, which is able to
recognize w-aminoacids and behaves as a molecular ruler, changing the initial yellow
fluorescence emission into blue as a function of the distance between the terminal

ammonium group and the carboxylate group of the analyte.
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6.- The fluorescent probe is sufficiently selective for the detection of c-
aminoacids and their metabolites, such as found in nutritional supplements, as well as
drugs related to them, such as pregabaline and gabapentine, from their pharmaceutical

preparations.

7.- From a series of fluorogenic compounds, having a structure of bis-diarylureas,
I have studied a fluorogenic probe for biogenic amines, which works generating a high
fluorescent emission in the presence of a range of amines from natural or synthetic origin,
in which the generated fluorescence depends on the structure of the employed amine, and
results to be extinguished on time, being the emission formation and extinction different

for every studied amine.

8.- The studied fluorogenic probe is able to discriminate between the diverse
biogenic amines or their synthetic mimics, which is capable to detect by fluorescent
emission, due to the weight that every component studied has in the principal components
analysis, and this characteristic is applied to highly interesting amines from their
pharmacological or biological point of view, such as synthetic amphetamines, with

extremely low limits of detection.

9.- I have studied a fluorescente probe, having a bis-amide structure, suitable for
the detection of w-aminoacids, which also behaves as a molecular ruler, diminishing the
initial fluorescent emission as a function of the distance between the ammonium terminal

group and the carboxylate group of the analyte.

10.- The fluorescent probe is sufficiently selective to be used for the detection of
w-aminoacids and their metabolites, such as found in nutritional supplements, as well as
drugs structurally related to them, from their commercial pharmaceutical formulations,

being possible to detect the analytes in physiologically buffered solutions.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN ESTA MEMORIA

absorbancia

10" m

cuartete

acetonitrilo deuterado

etanol deuterado

1,4-diazobiciclo[2.2.2]octano

doblete

doble doblete

doble cuartete

dimetilsulfoxido

agua deuterada

espectrometria de masas

equivalente

espectrometria de masas mediante ionizacion con electrospray
etanol

éter dietilico

Fast Atom Bombardent (técnica de bombardeo con atomos rapidos)

(Forster resonant energy transfer) fluorescencia con transferencia resonante

de energia
acido gamma-aminobutirico

hercios
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ANEXO |

HOMO orbital molecular ocupado de mayor energia
HPLC cromatografia liquida de alta eficiencia
I intensidad de fluorescencia

IR infrarrojos

J constante de acoplamiento

kg kilogramo

LED diodo emisor de luz

LUMO orbital molecular desocupado de menor energia
M concentracion molar

m multiplete

MT ion molecular

m/z masa por unidad de carga

MCM mobile crystalline material

MeCN acetonitrilo

mg miligramo

NCS n-clorosuccinimida

nm 10° m

nM milimolar

PET transferencia electronica fotoinducida
p.f. punto de fusion

pM pico molar

ppb partes por billon

ppm partes por millon
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ANEXO |

PVC policloruro de vinilo

RMN resonancia magnética nuclear
s singulete

t triplete

THF tetrahidrofurano

TTF tetratiafulvaleno

uv ultravioleta

\Y volumen

Vis visible

X fraccion molar

ul microlitro

uM micromolar

A longitud de onda

) desplazamiento quimico

€ coeficiente de extincion molar
@ rendimiento cuantico
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ANEXO |

ABREVIATURAS DE LOS ANALITOS ESTUDIADOS

Ala o-alanina

anf anfetamina

Arg arginina

Asn asparagina

Asp acido aspartico
cad cadaverina
Carnit L-carnitina

cist cisteamina
Creat creatina

Cys cisteina

dop dopamina

eph efedrina

esd espermidina

esp espermina

eta etanolamina
Gln glutamina

Glu acido glutamico
His histidina

his histamina

Leu leucina

Lys lisina

MDA 3,4-metilendioxianfetamina
MDMA 3,4-metilendioximetanfetamina
Met metionina

peh pseudoefedrina
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Phe
Pro
pu
Sarc
Ser
ser
Thr
tir
trip
Trp
Tyr
B-ala
5-am
6-am

7-am

fenilalanina

prolina

putrescina

sarcosina

serina

serotonina

treonina

tiramina

triptamina

triptofano

tirosina

B-alanina

acido 5-aminovalerico
acido 6-aminohexanoico

acido 7-aminoheptanoico
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ANEXO I
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