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La luz es una forma de radiacidon electromagnética, usualmente, una
mezcla de ondas con diferentes longitudes. La longitud de onda (L) es la
distancia entre dos crestas de una onda. Las unidades utilizadas son
nanometros. Dependiendo de la longitud de onda nuestros ojos perciben un
color diferente, si es que ésta se encuentra en el rango visible, este incluye
aproximadamente las longitudes de onda que van de 400 nm hasta 750 nm?
(Figura 1).
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Figura 1. Region visible del espectro electroméagnetico.

ABSORCION DE LA LUZ

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 fotén incidente promueve la transicion de un
electron de un estado de menor a mayor energia. Los electrones excitados,
eventualmente, pierden esta energia ganada y por un proceso de radiacién
regresan a su estado inicial.

La radiacion emitida por una molécula, o un atomo, después de que ha
absorbido energia para colocarse en un estado excitado, es convenientemente
definida como luminiscencia. Esta se divide formalmente en dos categorias,
fluorescencia y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado
excitado (Figura 2).

" Wald, G. Science 1945, 101 (2635), 653—658.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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Emision de
energia (luz)

Excitacion

Estado excitado TRIPLETE. Electrones desapareados
con el mismo sentido de giro

Figura 2. Modelo de emision de la fluorescencia y fosforescencia en la fluorita.

La absorbancia se suele representar frente a la longitud de onda
utilizada para obtener el espectro correspondiente que indica cuales son las
probabilidades de que un fotdn de cierta longitud de onda sea absorbido. La
siguiente ecuacidn muestra la formula que se usa para la representacion de los
espectros de absorbancia conocida como ley de Lambert-Beer.

A=£lC

Ecuacion 1. Ley de Lambert-Beer. A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion molar
que depende de la longitud de onda utilizada, | es la longitud del camino 6ptico de la cubetay C
es la concentracion.

En la ecuacién anterior se puede comprobar que hay una relacién lineal
entre la absorbancia A y el coeficiente de extincidon molar €, la concentracion C
del compuesto y la longitud de la cubeta llamado camino O&ptico. La
absorbancia también se puede definir como el logaritmo negativo de la
transmitancia T, la cual es el cociente entre la intensidad final | y la inicial lo
antes de atravesar la muestra, como se muestra en la ecuacion 2 y la figura 3.

I
A= —log(T) = —log —
Iy

Ecuacion 2. Definicion de la absorbancia.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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Figura 3. Absorcion de un rayo de luz incidente a través de una cubeta por parte de la
muestra.

La ley de Lambert-Beer s6lo se cumple cuando se usa una unica
longitud de onda ya que € depende de ésta, debiendo elegir la longitud de onda
del maximo de absorbancia para cometer el menor error y para
concentraciones bajas, ya que a medida que aumenta la concentracién se dan
fendmenos de agregacion de moléculas, dispersion de la luz y otros efectos.?

NATURALEZA DE LOS ESTADOS EXCITADOS

La forma en que una molécula absorbe radiacién electromagnética es
por medio de un proceso mecanico-cuantico, donde una molécula pasa de un
estado basal a un estado excitado. La energia del fotébn de luz absorbido
corresponde a la diferencia de energia entre los dos estados. En la luz del
ultravioleta y el espectro visible (200-800 nm) corresponden energias de 143 a
35.8 kcalxmol'. En los atomos la absorcion involucra la promocion de un
electron de una capa orbital externa hacia un orbital vacio de mayor energia.
En moléculas, un electron es promovido del mayor orbital molecular ocupado
(HOMO, highest occupied molecular orbital), al menor orbital molecular
desocupado (LUMO, lowest unoccupied molecular orbital). Cuando un electrén
en una molécula es movido de un orbital a otro cambia el estado de la molécula
y entonces es importante considerar los estados de la molécula involucrados
en lugar de considerar solamente los orbitales involucrados en la promocion del
electron.

2 (a) Skoog, D. A., West, D. M., Holler, F. J. Analytical Chemistry: An Introduction, 7" Ed. 1999,
Brooks Cole. (b) Skoog, D. A., West, D. M., Holler, F. J., Crouch, S. R. Fundamentals of
Analytical Chemistry, 8" Ed. 2003, Brooks Cole.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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Una molécula en un estado excitado esta mejor descrita como una
nueva entidad, solo remotamente relacionada a la misma molécula en estado
basal. Un estado excitado tendra una distribucidon electronica completamente
diferente del estado basal, una nueva geometria, y mas que eso, podra
reaccionar quimicamente de forma diferente del estado basal.

Existe s6lo un estado basal para una molécula dada. Sin embargo, hay
diversos estados excitados posibles aun para moléculas muy simples, y la
naturaleza exacta de los cuales depende de los tipos de orbitales involucrados.
Los estados electronicos de las moléculas electronicas se pueden agrupar en
dos grandes categorias: estado singlete y estado triplete.

En los estados excitados singlete, un electron en un orbital excitado esta
apareado (spin opuesto) a un segundo electron en un orbital en el estado
basal, dicho de otra forma, todos los electrones en la molécula tienen sus spins
apareados. En consecuencia, el regreso al estado basal es “permitido” por el
spin y ocurre rapidamente por emisién de un foton. Este es el caso de la
fluorescencia, y las velocidades de emision de ésta son tipicamente de 108 s,
por lo que la vida media de la fluorescencia es cercana a 10 ns.

Los estados excitados triplete son aquellos en los cuales un par de
electrones tienen sus spins desapareados, esto es, el electron en el orbital
excitado tiene la misma orientacion que un electrén en el estado basal. La
fosforescencia es la emisién de luz del estado excitado triplete. La transicién al
estado basal es impedido y las velocidades de emision son lentas (10° —
10°s7), tal que la vida media de la fosforescencia es tipicamente de
milisegundos a segundos. Para su mayor comprension es utilizado el diagrama
de Jablonski. (Figura 4)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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Figura 4. Diagrama de Jablonski.

Los estados S son los estados singletes la multiplicidad de espin es 1.
Mientras que los estados T son aquellos que se llaman estados triplete la
multiplicidad de espin es 3. Las transiciones no radiantes, que no producen
luminiscencia, se indican mediante flechas onduladas, y las radiantes son las
que se indican con flechas rectas. Los estados vibracionales se indican con los
distintos numeros del 0 al 5.

Cuando se produce el fenobmeno de absorcidn, el electron pasa del
estado fundamental So a uno de mayor energia S1, S2... Al retorno del electrén
excitado al estado fundamental mediante una transicion radiante entre estados
electronicos de la misma multiplicidad se le denomina fluorescencia. La
fluorescencia ocurre desde el estado excitado de menor energia (regla de
Kasha).? A continuacion se describen los diferentes procesos de desactivacion
del estado excitado:

3 McNaught, A. D. ., Wilkinson, A. [IUPAC Compendium of Chemical Terminology, 2" Ed. (the
"Gold Book"), 1997. Blackwell Scientific Publications

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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Relajaciéon Vibracional

En solucion, la relajacion termal de wuna molécula excitada
vibracionalmente es muy rapida a través de la transferencia del exceso de
energia vibracional de la molécula soluto al solvente. Este proceso es tan
eficiente que, no solo uno o dos cuantos de energia vibracional se pierden, sino
todo el exceso de energia vibracional del estado excitado, en 103 a 10" s.
Esto significa que antes de que una molécula excitada en solucién pueda emitir
un fotdn, sufrira una relajacion vibracional y por lo tanto la emision del fotén
ocurrira siempre a partir del nivel vibracional mas bajo de un estado excitado.

Conversion Interna: No Radiativa (Radiationless)

Se pueden encontrar procesos no radiativos por los cuales las moléculas
en un estado excitado singlete pueden regresar al estado basal sin la emisién
de un fotén, convirtiendo toda la energia de excitacién en calor. A éstos se
llama conversion interna.

De forma general, la energia de separacion entre estados excitados
singlete en moléculas aromaticas es mas pequefia que la separacion entre el
estado S1, y el estado basal, So. Esto significa que el nivel vibracional 0 de Sz,
por ejemplo, se solapara con los niveles vibracionales mas altos de S1. Esta
situacion da lugar a un alto grado de acoplamiento entre los niveles
vibracionales, de tal manera que la molécula sufre una conversion interna del
estado S: al nivel vibracional mas bajo del estado Sx.

Fluorescencia

Una vez que una molécula llega al nivel vibracional mas bajo de un
estado excitado singlete S1(0) puede sufrir un proceso que es motivo de
interés, es decir que regrese a uno de varios niveles de energia
vibracionales/rotacionales del estado So por la emision de un fotdén de luz que
corresponde a la diferencia de energia entre el estado excitado S1, nivel
vibracional 0, y un nivel vibracional particular de So.

Cruzamiento Intersistemas (Intersystem Crossing)

Existe un proceso muy eficiente para poblar estados triplete partiendo
del estado excitado singlete en muchas moléculas. Este proceso es referido
como cruzamiento intersistemas, y es un proceso de conversidon interna

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral
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dependiente de spin. Ocurre cuando uno de los electrones sufre una inversion
de su spin de + a — o viceversa. Esto resulta en un estado electronico de menor
energia (los electrones solos en diferentes orbitales prefieren tener spines
paralelos) con una multiplicidad M = 3, con la que se designa al estado triplete,
T1.

Transferencia de la Energia de Excitacion sin Radiacion

El estado excitado inicial puede ser un estado excitado singlete mayor o
un nivel vibracional del estado excitado singlete mas bajo. Ya que la conversién
interna ocurre hacia el nivel vibracional mas bajo del estado S+1 en
aproximadamente 107" a 10" s. En el nivel vibracional mas bajo del estado
excitado singlete una molécula tiene un tiempo de vida aproximado de 108 s,
por lo que la transferencia de energia puede ocurrir por mecanismos
“colisionales” o no.

Apagamiento Colisional (Collisional Quenching).

El apagamiento colisional es un proceso bimolecular dependiente del
“contacto” entre la molécula excitada y el apagador (quencher). Es un proceso
de difusién controlada que requiere que el tiempo de vida del estado excitado
sea mayor de 10° s. Basicamente hay dos mecanismos por los cuales la
pérdida “colisional” de la energia de excitacion puede ocurrir: intensificacion del
cruzamiento intersistemas por el apagador, o transferencia de electrones. Una
gran variedad de moléculas pueden actuar como apagadores colisionales, que
incluyen oxigeno, halégenos, aminas y moléculas deficientes de electrones
como acrilamida. EI mecanismo de apagamiento varia con el par fluoréforo-
apagador.

Transferencia No Colisional.

Otro proceso importante que ocurre en el estado excitado es la
transferencia de energia por resonancia (RET). La transferencia de energia que
ocurre a través de distancias mas grandes que la distancia de colisién
molecular es llamada transferencia de energia no colisional. El proceso ocurre
cuando el espectro de emision de un fluordforo se solapa con el espectro de
absorcion de un aceptor (Figura 5). El aceptor no necesariamente es
fluorescente. RET no involucra la emisién de luz por el donador, esto es, no es
el resultado de la emision del donador siendo absorbida por el aceptor. No hay
un foton intermediario en RET. El donador y el aceptor estan acoplados por una
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interaccion dipolo-dipolo. Por esta razon el término RET es preferido al término
de transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET), que también
es muy comun.

Acoplamiento
D————A .‘,¥ B vibracional Se,
e e Vs
Estado

¢ excitado

Absorcioén

Donador de
emision

UOIDIOSqE
O Ul Blauadsalonyf

Estado basal

Aceptor de
absorciorn

Molécula Molécula
D A

Longitud de onda

(a) (b)

Figura 5. (a) Solapamiento espectral de FRET, (b) Mecanismo de transferencia de energia no
colisional.

CARACTERISTICAS Y PARAMETROS DE LA FLUORESCENCIA
Espectro de Fluorescencia

La luz emitida por una molécula a partir de su estado excitado singlete
en su nivel vibracional mas bajo, S1 (0), corresponde a la diferencia de energia
de éste con un nivel vibracional de So. Habra un espectro de energia de los
fotones que fluorescen en donde la longitud de onda (wavelength) corresponde
a la transicion radiativa de S1(0) a So (0). Esta es la transicion de energia mas
grande y es la diferencia de energia entre estos dos estados. En Awmax, la
longitud de onda corresponde a la intensidad de fluorescencia mas alta, la
transicion de S1 (0) a So (0) representa la transicion radiativa mas probable
entre estos dos estados.

Rendimiento Cuantico (Quantum Yield)

El tiempo de vida de la fluorescencia y el rendimiento cuantico son
probablemente las caracteristicas mas importantes de los fluoréforos. El
rendimiento cuantico se define como la fraccion de las moléculas excitadas que
fluorescen, que relaciona fotones emitidos en relacion con los fotones
absorbidos. El valor de este cociente se encuentra entre 0 y 1 y se representa
con la siguiente ecuacion.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Introduccidn y objetivos |11

> = k.
okt ko,

Ecuacion 3. Ecuacion del rendimiento cuantico.

Donde kr es la constante de velocidad para la relajacion por via radiante
que puede ser fluorescencia o fosforescencia, y knr es la constante de
velocidad para la relajacion por via no radiante que engloba todas las
desactivaciones tales como la conversion interna, cruce de sistemas y demas
desactivaciones intra o intermoleculares que no emiten luz.

Tiempo de Vida de Radiacion (Lifetime)

El tiempo de vida medio se puede definir como el tiempo promedio que
permanece la molécula en el estado excitado antes de producirse la relajacion.
Este se puede expresar de la siguiente forma como muestra la ecuacion 4.

Ecuacidn 4. Tiempo de vida media.

Las constantes son las mismas que para el caso del rendimiento
cuantico. Otra manera de expresar el tiempo de vida media con el que
calcularlo experimentalmente se muestra en la siguiente ecuacion.

-1
=

I:Iﬂl‘?

Ecuacion 5. Expresién para calcular tiempos de vida media experimentalmente.

La muestra se excita mediante un pulso de radiacién electromagnética
ultra rapida para lo que normalmente se utiliza un laser. Esto provoca que la
fluorescencia llegue al maximo y entonces decaiga rapidamente hasta cero. Asi
se pueden encontrar fluoréforos de largos tiempos de vida y de cortos tiempos
de vida.

FLUOROFOROS

Recapitulando, los fluoréforos son moléculas fluorescentes que tienen un
espectro de absorcion y emisiéon bien definidos; existe una diferencia entre los
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picos de absorcion y emision de un fluoréforo, llamado desplazamiento de
Stokes; la intensidad de su fluorescencia emitida varia con la longitud de
excitacidon, pero no varia la distribucion de su espectro (Figura 6), entre ellos,
encontramos a los derivados de acido perileno-3,4:9,10-tetracarboxidiimida
(comunmente llamados perilenodiimida y abreviado como PDI).

Espectro

Espectro de de emision

excitacion EX 1 EM 1

e/ ]\
/)
/

EX 3 \ /] Ema \
._.-‘\

A

Longitud de onda

EM 2

Figura 6.La excitacion de un fluoréforo a tres diferentes longitudes de onda produce
variaciones en la intensidad de emision de fluorescencia.

Perilenodiimida

Los derivados de perileno-3,4:9,10-tetracarboxidiimida (PDI) han sido
ampliamente estudiados como colorantes (solubles) y pigmentos (insolubles).
La Figura 7 muestra la estructura del dianhidrido de perileno-3,4,9,10-
tetracarboxilico (PDA), que puede considerarse como el compuesto original de
esta clase de colorantes y que se obtuvo primero a principios de 1910,* y de
un colorante PDI genérico, que indica la numeracién de las diversas
posiciones. Se han obtenido PDI con diferentes propiedades quimicas vy fisicas
por modificacion de los sustituyentes, con mayor frecuencia aquellos en las
posiciones N, N de imida y las posiciones 1, 6, 7 y/o 12 del nucleo de
hidrocarburo (denominada posiciones "bahia").

4 Kardos, M. German Patent, DE 276357, 1913.
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PDA

Figura 7. Estructura quimica de PDA y un PDI genérico (se muestra la numeracion en el
sistema de anillos).

Los derivados de PDI fueron utilizados exclusivamente, en un principio,
como pigmentos industriales. Se formaron un grupo de pigmentos de alto
rendimiento con tonos rojo a negro, dependiendo de los detalles finos de la
estructura quimica que exhibieron una excelente estabilidad quimica, térmica y
climatica,> ademas, las pinturas basadas en PDI generalmente muestran una
buena estabilidad a la migracion después del recubrimiento sobre plasticos. Por
lo tanto, estos compuestos encontraron su camino hacia la produccion y uso a
escala industrial desde principios de los afos 1950.6 Actualmente, los
pigmentos basados en PDI se usan, predominantemente, en aplicaciones de
fibras y en pinturas industriales de alto rendimiento, particularmente, en fibras
de alfombras y en la industria del automovil, donde su alto costo es
compensado por la alta calidad y/o durabilidad de los colores.® Sin embargo,
ademas de su uso como pigmentos industriales, los PDI exhiben otras
propiedades interesantes en solucion como: rendimientos cuanticos de
fluorescencia cercanos a la unidad, altos coeficientes de extincion, alta
estabilidad fotoquimica y su capacidad como aceptor de electrones, que
permiten que los PDI se utlicen en otras aplicaciones recientemente
desarrolladas.’

5 Wirthner, F. Chem. Commun. 2004, 1564—1579.

6 Herbst, W., Hunger, K. Industrial Organic Pigments, 2nd completely reviseded; Wiley-VCH:
Weinheim, 1997.

7 (a) Serin, J. M., Brousmiche, D. W., Frechet, J. M. J. Chem. Commun., 2002, 2605-2607. (b)
Gronheid, R., Hofkens, J., Kohn, F., Weil, T., Reuther, E., Millen, K., Schryver, F. C. D. J. Am.
Chem. Soc. 2002, 124, 2418-2419. (c) Jones, B. A., Facchetti, A., Wasielewski, M. R., Marks,
T.J. J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 15259-15278. (d) Weil, T., Wiesler, U. M., Herrmann, A,,
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Durante la pasada década estos colorantes basados en PDI se estudian
con vistas al disefio de mondmeros que permiten la construccion de materiales
por la via de la quimica supramolecular.® La razén viene dada por la
combinacion de propiedades favorables para su estudio fundamental, la utilidad
de estos colorantes para una gran variedad de aplicaciones, ademas por la
simplicidad para la construccion de bloques que permiten la formacion de
arquitecturas supramoleculares.®

Areas de aplicacion

Los sistemas basados en estos materiales supramoleculares estan
cimentados en estudios llevados a cabo mediante espectroscopia de
fluorescencia molecular,'® energia fotoinducida,! procesos de transferencia de
electrones!? y mas recientemente en la fotosintesis artificial.’* Las aplicaciones
comerciales de los derivados de PDI son como pigmentos y como colorantes
fluorescentes que se basan, ademas de las propiedades Opticas, electrénicas y
fisicas, en la excelente fotoestabilidad de estos cromoéforos. Por otra parte, los
PDI han sido utilizados en diversas aplicaciones electronicas y Opticas, tales
como transistores organicos de efecto de campo (OFET)* celdas solares

Bauer, R., Hofkens, J., Schryver, F. C. D., Millen, K. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 8101-
8108. (e) Ahrens, M. J., Fuller, M. J., Wasielewski, M. R. Chem. Mater. 2003, 15, 2684—2686.

8 Wirthner, F. Chem. Commun. 2004, 1564-1579.

® Wirthner, F., Saha-Moller, C. R., Fimmel, F., Ogi, S., Leowanawat, P., Schmidt, D. Chem.
Rev. 2016, 116, 962-1052.

0 Lang, E., Wirthner, F., Kdhler, J. Chem Phys Chem, 2005, 6, 935-941.Yang, S. K., Shi, X.,
Park, S., Doganay, S., Ha, T., Zimmerman, S. C. J. Am.Chem. Soc., 2011, 133, 9964-9967.
Stéttinger, S., Hinze, G., Diezemann, G., Oesterling, |, Millen, K., Basché, T. Nat.
Nanotechnol. 2014, 9, 182-186.

" (a) De Schryver, F. C., Vosch, T., Cotlet, M., van der Auweraer, M., Miillen, K., Hofkens, J.
Acc. Chem. Res., 2005, 38, 514-522. (b) Serin, J. M., Brousmiche, D. W., Fréchet, J. M. J.
Chem. Commun. 2002, 2605-2607. (c) Ham, S., Yang, J., Schlosser, F., Warthner, F., Kim, D.
J. Phys. Chem. Lett. , 2014, 5, 2830-2835. (d) Hippius, C., Schlosser, F., Vysotsky, M. O.,
Béhmer, V. Wirthner, F. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 3870-3871.

2 (a) O'Neil, M. P., Niemczyk, M. P., Svec, W. A., Gosztola, D., Gaines, G. L., Wasielewski, M.
R. Science, 1992, 257, 63-65. (b) Blas-Ferrando, V. M., Ortiz, J., Ohkubo, K., Fukuzumi, S.,
Fernandez-Lazaro, F., Sastre-Santos, A. Chem. Sci., 2014, 5, 4785-4793.

3 (@) Wasielewski, M. R. Acc. Chem. Res., 2009, 42, 1910-1921. (b) Vagnini, M. T., Smeigh,
A. L., Blakemore, J. D., Eaton, S. W., Schley, N. D., D'Souza, F., Crabtree, R. H., Brudvig, G.
W.; Co, D. T., Wasielewski, M. R. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2012, 109, 15651-15656.

4 (a) Zhan, X., Tan, Z. A., Domercq, B., An, Z., Zhang, X., Barlow, S., Li, Y., Zhu, D., Kippelen,
B., Marder, S. R. J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 7246-7247. (b) Lindner, S. M., Kaufmann, N.,
Thelakkat, M. Org. Electr. 2007, 8, 69-75. (c) Jones, B. A., Ahrens, M. J., Yoon, M.-H.,
Facchetti, A., Marks, T. J., Wasielewski, M. R. Angew. Chem., Int. Ed. 2004, 43, 6363-6366. d)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Introduccién y objetivos |15

fluorescentes,’® dispositivos electrofotograficos,® laseres de colorantes,’
colectores de luz solar fluorescentes,'® sensores 6pticos,® células fotovoltaicas
organicas (OPV),?° limitadores de potencia o6ptica,?? y como sondas para
biomacromoléculas (ADN, ARN, proteinas).??

Considerando la excelente capacidad de transporte de electrones de los
PDI y su intensa absorcién de luz visible, en particular en la region visible
caracteristica del cuerpo negro, parece sorprendente que la utilizacion de los
PDI en celdas organicas solares?® se encuentre detras de los fullerenos.?* Si
consideramos que la afinidad electronica del nucleo sin sustituir del PDI es casi
idéntica que la del fullereno Ceo, desde el punto de vista electrénico estos dos
materiales pueden ser combinables con los semiconductores de tipo p,
proporcionando el mismo voltaje de circuito abierto, mientras que la corriente
del cortocircuito deberia aprovechar los protones absorbidos mejor por el PDI
comparado con el fullereno. En efecto, la primera celda organica con un poder
de eficiencia de conversion >1% fue descrita para un derivado del PDI.
Consistia en un sistema formado por un electron-donador, cobre ftalocianina
(CuPc), y un electron-aceptor perileno tetracaboxi bisbenzimidazol (PTCDI).?®
La combinacion de materiales, uno que conduce y absorbe en la luz roja
(CuPc) y otro que conduce y absorbe en la luz azul (derivado del PDI) continta
atrayendo a cientificos durante mas de tres décadas.?® Por lo tanto, los PDI son
materiales fascinantes, sin embargo, por exhibir baja solubilidad, son menos

Jimenez, A. J., Spanig, F., Rodriguez-Morgade, M. S., Cai, S., Fukuzumi, S., Guldi, D. M.,
Torres, T. Org. Lett. 2007, 9, 2481-2484.

5 Gvishi, R., Reisfeld, R., Burshtein, Z. Chem. Phys. Lett. 1993, 213, 338—344.

6 L aw, K. Y. Chem. Rev. 1993, 93, 449-486.

7 Sadrai, M., Bird, G. R. Opt. Commun. 1984, 51, 62—64.

'8 Debije, M. G., Verbunt, P. P., Adv. Energy Mater. 2012, 2, 12-35.

9 (a) Siekierzycka, J. R., Hippius, C., Wirthner, F., Williams, R. M., Brouwer, A. M. J. Am.
Chem. Soc., 2010, 132, 1240-1242. (b) Feng, X., An, Y., Yao, Z., Li, C., Shi, G. ACS Appl.
Mater. Interfaces, 2012, 4, 614-618.

20 Schmidt-Mende, L., Fechtenkotter, A., Mllen, K., Moons, E., Friend, R. H., MacKenzie, J. D.
Science, 2001, 293, 1119-1122.

21 (a) Belfield, K. D., Bondar, M. V., Hernandez, F. E., Przhonska, F. E. J. Phys. Chem. 2008,
112, 5618-5622. (b) Huang, C. Ph.D Thesis, Georgia Institute of Technology, 2010.

22 (a) Rossetti, L., Franceschin, M., Bianco, A., Ortaggi, G., Savino, M. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2002, 12, 2527-2533. (b) Malinovskii, V. L., Wenger, D., Haner, R. Chem. Soc. Rev. 2010, 39,
410-422.

2 Anthony, J. E. Chem. Mater. 2011, 23, 583-590.

2 Mishra, A., Bauerle, P. Angew. Chem., Int. Ed. 2012, 51, 2020-2067.

25 Tang, C. W. Appl. Phys. Lett. 1986, 48, 183-185.

% (a) Peumans, P., Uchida, S., Forrest, S. R. Nature 2003, 425, 158-162. (b) Sharenko, A.,
Proctor, C. M., van der Poll, T. S., Henson, Z. B., Nguyen, T.-Q.; Bazan, G. C. Adv. Mater.
2013, 25, 4403-4406.
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aplicados en solucion, por lo que se requiere, en ocasiones, ser combinados
con polimeros semiconductores.?’

Estructura de los PDI

La razdén principal por la que los PDI presentan esta gama de
aplicaciones esta codificada en su estructura molecular: un nucleo aromatico
policiclico y dos grupos imida en las llamadas posiciones peri (3,4 y 9,10). La
fuerte conjugacion entre el nucleo de perileno (rico en electrones) y los grupos
imida (aceptores de electrones) desplaza la banda de absorciéon UV / vis de
perileno, de ~440 a ~525nm, mientras que progresiones vibronicas
caracteristicas del esqueleto aromatico permanecen casi sin cambios por la
doble imidacion.

Una caracteristica importante de este croméforo es su imagen especular
de fluorescencia con rendimiento cuantico (muy cerca de) la unidad. Estos altos
redimientos cuanticos de fluorescencia son observados para los PDI en todos
los disolventes comunes, incluidos disolventes alifaticos, aromaticos, clorados y
dipolares. La estabilidad de este colorante es atribuido al sistema 1T-conjugado,
el cual es muy resistente a la degradacién por oxidacién y por otras vias de
descomposicion.

A pesar de que estos cromdéforos presentan una disminucion de la
fluorescencia en disolventes proticos, y en particular en agua, estudios
recientes con dendrones o con PDI de cadena lateral fuertemente cargados
(para disminuir la agregacion) han demostrado que incluso en el agua
rendimientos de fluorescencia cuanticos de 0.9 son posibles para este
cromoforo.?® Esta importante propiedad se atribuye a que el nucleo es bastante
rigido y plano, también el nivel de triplete muy bajo? (Figura 8), haciendo que el
cruce entre sistemas S1 — T1 (Intersystem crossing, 1SC) sea lento y, en
consecuencia, proceso improbable (rendimiento cuantico ISC <0.01%).2° Los
estudios electroquimicos sobre derivados de estos colorantes han demostrado
que, de hecho, especies reducidas a radicales (anion y dianién), asi como las
especies oxidativas son muy estables bajo un ambiente inerte como el

27 Glnes, S., Neugebauer, H., Sariciftci, N. S. Chem. Rev. 2007, 107, 1324-133.

28 Rehm, S., Stepanenko, V., Zhang, X., Rehm, T. H., Wirthner, F. Chem. - Eur. J. 2010, 16,
3372-3382.

29 Ford, W. E., Kamat, P. V. J. Phys. Chem. 1987, 91, 6373-6380.
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nitrégeno.3° La alta estabilidad de los dianiones de PDI?*! ya se habia observado
hace mas de 80 afos cuando se redujeron especies de PDI para ser solubles
en agua y patentadas para tefir algodén.3? Sin embargo, en contraste con el
indigo y otros tintes, el tefido textil nunca se convirti6 en una aplicacion
importante para los colorantes PDI.

, — H

Figura 8. Diagrama simplificado de Jablonski que muestra los estados de energia de singlete
y triplete de un cromoforo de PDI, incluido los estados acoplados H y J, ademas los
desplazamientos 11 de los apilados de dimero agregados.

Los calculos quimico-cuanticos revelan que la oxidacion y los procesos
de reduccion, asi como la transicion So — S1 pueden ser interpretados de la
manera mas simple a partir de un electron que se elimina del HOMO y / o una
adicion de electrones en el LUMO. En consecuencia, se observa un maximo de
absorcion de 527 nm (corresponde a 2.35 eV) (electroquimicamente la
diferencia entre las ondas de oxidacion y reduccién es 2.19 eV).?* De manera
que la transicién So — S1 se puede atribuir a una transicion HOMO — LUMO
que esta polarizada a lo largo del eje molecular largo (Figura 9).

30 Salbeck, J., Kunkely, H., Langhals, H., Saalfrank, R. W., Daub, J. Chimia 1989, 43, 6-9.

31 (a) Shirman, E., Ustinov, A., Ben-Shitrit, N., Weissman, H., Iron, M. A., Cohen, R,
Rybtchinski, B.. J. Phys.Chem. B 2008, 112, 8855-8858. (b) Marcon, R. O., Brochsztain, S.
Langmuir 2007, 23, 11972-11976.

32 Schmidt, M. P., Neugebauer, W. Vat Dyes with Perylene Nucleus. U.S. Patent 1,715,430,
1929.

3 Lee, S. K., Zu, Y., Herrmann, A., Geerts, Y., Millen, K., Bard, A. J. J. Am. Chem. Soc. 1999,
121, 3513-3520.
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=

Lo

HOMO
Figura 9. Ejemplo de Orbitales HOMO y LUMO para N,N'-dimetil-PDI.

Estudio de la variacion de las propiedades opticas por sustitucion

en diferentes posiciones de las PDI.

Es evidente que el nucleo de perilenodiimida no esta eléctricamente
conectado a ningun sustituyente que influya sobre la posicion del nitrégeno en
la imida. Los sustituyentes en esta posicion tienen una insignificante influencia
en la propiedades fisicas de los PDIs, pues se encuentran en una posiciéon de
baja energia de transicién, por lo que es independiente el sustituyente
localizado (alqui o aril) que se encuentra en la posicion imida. Un ejemplo de
ello fue un estudio realizado por Chen y col (2012)** en donde se describe una
variacion en el espectro de absorcion UV/vis de solo 3 unidades en
diclorometano (524-527nm) comparando un sustituyente alquil con un aril. El
efecto del disolvente fue modesto, de 517 nm (solvente alifatico) y 530 nm
(cloroformo) para el sustituyente alquil, que puede ser atribuido a la
polarizacion transitoria de las moléculas de disolvente (relacionado con el
indice de refraccion). Este caracter cerrado de las unidades cromoféricas es
ideal para la utilizacion de estos cromoéforos en arquitecturas supramoleculares
multicromoféricas por lo significativo de las conexiones covalentes y no
covalentes via grupo imida.3>

34 Chen, Z., Fimmel, B., Warthner, F. Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5845-5855.
35 Wiirthner, F. Pure Appl. Chem. 2006, 78, 2341-2349.
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En las propiedades fluorescentes, los sustituyentes de grupo imida
tienen un mayor impacto. Se ha demostrado que un sustituyente aromatico rico
en electrones como los alquilados y, en particular los grupos fenil alcoxi,
presenta fluorescencia en disolventes de polaridad intermedia a alta por
transferencia de electrones fotoinducida desde el sustituyente al grupo pobre
en electrones del PDI.3¢

Por otro lado, los sustituyentes en el nucleo tienen influencia en los
potenciales redox y propiedades de absorcion de estos colorantes. Esto abrid
la posibilidad de ajustar las propiedades funcionales de los colorantes, mientras
se mantenian las propiedades de autoensamblaje codificadas en las
subunidades de los grupos imida. La fuerte modulacion 6ptica y propiedades
electronicas de idénticas dimensiones solo son superadas por los homdlogos
mas pequefios, las naftalenos diimidas.?” Wirthner y col (2016)° realizaron un
resumen de los efectos en el potencial redox y absorcidon de algunos derivados
que se muestran en la figura 10.

> 05 nm
- 524 nm
5 00 525 pm M -
2 512 A  —
W o594 1m —_—
~1.04 —
1.5
X= H N OPh H H Cl CN Cl H Cl
Y= H H OPh H H Cl H Cl H Cl

Figura 10. Impacto de varios sustituyentes en el nucleo sobre el potencial redox y propiedades
Opticas de los colorantes de PDI (N* = pirrolidona; Alk = ~CH2CH2Ph).

Desplazamientos en el espectro de absorcion

El desplazamiento batocrémico es un cambio de la posicién de la
banda espectral en la absorcion, reflectancia, transmitancia o espectro de

3% (a) Beckers, E. H. A., Meskers, S. C. J., Schenning, A. P. H. J., Chen, Z., Wirthner, F.,
Janssen, R. A. J. J. Phys. Chem. A. 2004, 108, 6933-3937. (b) Hippius, C., van Stokkum, I. H.
M., Zangrando, E.; Williams, R. M., Wirthner, F. J. Phys. Chem. C. 2007, 111, 13988-13996.

37 (a) Sakai, N., Mareda, J., Vauthey, E., Matile, S. Chem. Commun. 2010, 46, 4225-4237. (b)
Suraru, S.-L., Wirthner, F. Angew. Chem., Int. Ed. 2014, 53, 7428-7448.
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emision de una molécula a una longitud de onda mas larga (frecuencia mas
baja). En general la banda es mas aguda con un aumento en el coeficiente de
absorcion. Esto puede ocurrir debido a un cambio en las condiciones de
trabajo: por ejemplo, un cambio en la polaridad del disolvente dara como
resultado un solvatocromismo. El solvatocromismo es la capacidad de una
sustancia quimica de cambiar de color debido a un cambio en la polaridad del
disolvente. El solvatocromismo negativo corresponde al cambio hipsocrémico,
el solvatocromismo positivo corresponde al cambio batocrémico con polaridad
creciente del disolvente.

El desplazamiento hipsocrémico se conoce a menudo como cambio al
azul en fotoquimica, que es el fendmeno en el que la frecuencia de una onda
electromagnética (como la luz) emitida por una fuente que se mueve hacia el
observador se desplaza hacia el lado azul del espectro electromagnético (es
decir, su longitud de onda disminuye o su energia aumenta, a menudo con
ampliacion de la banda de absorcién y disminucion de la intensidad.

Agregados unidimensionales, H- y J-agregados en disolucion.

Por otra parte, el nucleo de PDI es un sistema plano 1r-conjugado,
propenso a apilamiento 11-1T en agregados en el cristal con una distancia entre
capas de 3.4 A (similar a la del grafito).3® En solucion estos compuestos se
auto-asocian debido a fuerzas de atraccion intermoleculares de tipo van der
Waals entre las moléculas. Los agregados en solucidn presentan cambios
distintos en la banda de absorcion en comparacion con las especies
monomeéricas. A partir de los cambios espectrales, se han propuesto diversos
patrones de agregacion de los colorantes en diferentes medios. Las bandas J
desplazadas de forma batocrémica (J para Jelly, uno de los pioneros en la
investigacion de estos cambios)®* y las bandas H desplazadas de forma
hipsocromica (H para hipsocromico). Los agregados que exhiben bandas J en
su espectro de absorcion se llaman agregados J y los agregados H presentan
las bandas H.

Estudios extensivos sobre agregados J y H han dado lugar a la
propuesta de que estos agregados existen como un ensamblaje unidimensional
en solucion que podria estar en forma (a) paralela “plano a plano” o (b) de
escalera “cabeza-cola”. El grupo de F. Wurthner ha preparado una serie de

38 Chen, S., Slattum, P., Wang, C., Zang, L. Chem. Rev. 2015, 115 (21), 11967-11998.
3 Jelley, E.E. Nature, 1936,138, 1009
40 Franck, J., Teller, E. J. Chem. Phys. 1938, 6, 4.
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geles a partir de cromoéforos de perilenodiimida que pueden agregarse dando
lugar a apilamientos cuya geometria solamente depende de la naturaleza de
los sustituyentes de los grupos amida periféricos (11.a o 11.b; Figura 11).*! En
general, como se muestra para el compuesto 11.a en la Figura 11, estos
derivados dan lugar a apilamientos paralelos de tipo H que muestran un
desplazamiento hacia el azul de la banda de absorcidn. En cambio, cuando los
sustituyentes periféricos presentan cierto volumen estérico, las moléculas se
ven obligadas a apilarse formando un angulo entre la perpendicular al plano de
la superficie aromatica y el eje de apilamiento, formando los agregados de tipo
J que presentan bandas de absorcidén desplazadas hacia el rojo (Figura 11.b).

o OR
o] o] »—QOR
RO _/—NN—/_ NH OR
HN Q Q
M.a  R=-CqpHas RO‘@—ﬂo o o 1.b R=\)\
RO 1 F

Agregados H Agregados J

I

Figura 11. Estructura de las moléculas de perilenodiimida y tipos de agregados formados.

Sin embargo, se han descrito estructuras de PDI en las cuales existen
agregados J y H para una misma molécula. Un ejemplo de ello se muestra en
la figura 12. Estudios de agregacion de la molécula 12.a (figura 12), revelaron
la competicién entre agregados H y J.** En concentraciones y temperaturas
intermedias dominaba el agregado tipo H con disminucién de la fluorescencia;
debido a que la estructura cofacial se congestiona, este agregado no puede
crecer mas en forma de agregados extendidos. El crecimiento en agregados
mas grandes es posible a partir de un nucleo de dimero deslizado, menos
favorecido, dando lugar a agregados con acoplamiento excitonico de tipo J y
fluorescencia potenciada observada experimentalmente a altas
concentraciones (y / o temperaturas mas bajas).

41 Ghosh, S., Li, X. Q., Stepanenko, V., Wirthner, F. Chem. Eur. J., 2008, 14, 11343-11357.
42 Fennel, F., Wolter, S., Xie, Z., Plotz, P.-A., Kiihn, O., Wirthner, F., Lochbrunner, S. J. Am.
Chem. Soc. 2013, 135, 18722-18725.
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Figura 12. Derecha: estructura de la molécula. Izquierda: ilustracion del comportamiento del
12.a en metilciclohexano y calculos estructurales de los agregados H y J.

En contraste con la sustitucion en la posicion imida, la sustitucion en las
posiciones bahia del nucleo de PDI impone una restriccion estérica que
conduce a una distorsion del nucleo de PDI. Como resultado, las constantes de
agregacion de PDI con trenzado central son de 2 a 3 6rdenes de magnitud mas
bajas que aquellas que no son sustituidas en el nucleo.”* Ademas, la
disposicion de los sustituyentes en las posiciones bahia que se dirigen hacia el
mismo lado del plano del PDI crea la superficie 1T estéricamente mas impedida
en una cara por lo que se inhibe la agregacion adicional. El otro lado de la
superficie 11, que es mas accesible, puede apilarse con otro monémero para
formar un dimero estable. El angulo de torsion del nucleo también tiene un
fuerte efecto sobre las disposiciones supramoleculares de estos
autoensamblajes. Estudios realizados en moléculas de PDIs centralmente
disustituidas (Figura 13, 13.c) que poseen angulos de torsién relativamente
pequefios (15°-25°) muestran que el acoplamiento excitdnico y desplazamiento
hipsocromico de los maximos de absorcion (formacion de agregados H) son
mas fuertes en comparacion con los de las PDI tetrasustituidas (Figura 13, 13.a
y 13.b) con angulos de torsion mas grandes (27°-36°, favorece la formacion de
agregados J). Estos resultados fueron explicados por la distancia entre los
monomeros en el dimero, es decir, angulos de torsibn mas grandes que evitan
el contacto cercano de los nucleos de PDI.43

Estas diferencias en el empaquetamiento también influyen en las
propiedades funcionales; es decir, un apilamiento deslizado longitudinalmente
de tetracloro-PDI 13.a proporcioné agregados J altamente fluorescentes.*?
Estos resultados sugieren que un nucleo retorcido de PDI puede dirigir el

43 Chen, Z.; Baumeister, U.; Tschierske, C.; Wurthner, F. Chem. Eur. J. 2007, 13, 450-465.
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apilamiento 1r-11 preferencial en modo de desplazamiento rotacional habitual
hacia desplazamiento longitudinal.

R,R
Ci2H2s 0, Q O o) C12H2s
C12H25‘©’N 0.0 N Ci2Hzs

R R,

13.a: R=R,=CI CHs,
13.b: R=R1=--0—©—€CH3
CH,

13.c: R=H, R4=Br

Cq2H2s

Figura 13. Ejemplos de estructuras de PDI sustituidas en el nacleo que forman agregados H y
J.

Acoplamiento excitonico y procesos de desactivacion de la

fotoexcitacion de los PDIs

Segun la teoria de excitones, la molécula de colorante se considera
como un dipolo de punto y el estado excitonico del agregado de colorante se
divide en dos niveles a través de la interaccién de dipolos de transicion. Las
moléculas de colorante pueden agruparse de manera paralela (apilamiento de
plano a plano) para formar una disposicion de tipo sandwich (dimero H) o en
una disposicion de cabeza a cola (apilamiento de extremo a extremo) para
formar un dimero-J* (Figura 14).

4 Yao, H., Domoto, K., Isohashi, T. Kimura, K., Langmuir 2005, 21, 1067-1073.
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Figura 14. Representacion esquematica de la relacion entre la disposicion de cromaforos vy el
cambio espectral basada en la teoria de excitones moleculares.

Cuando las moléculas (o cromoforos) estan alineadas en paralelo, se
generan dos nuevas bandas excitdnicas de acuerdo con la teoria de excitones
simple: una con energias mas altas y la otra con un nivel de energia inferior al
monomero como se muestra en la figura 14. En los agregados H, el estado
inferior estda muy estabilizado. Por lo tanto, la transicion del estado excitado al
estado fundamental es muy rapida y sucede sobre todo entre las bandas
excitonicas con momentos dipolares diferentes como resultado de que la
mayoria de las pérdidas de energia no son radiativas como las pérdidas
térmicas. Debido a esta razon, los agregados H tienen una fluorescencia muy
baja que es dificil de medir mediante técnicas regulares, por esta razén, los
agregados H presentan un rendimiento cuantico de fluorescencia bajo. En los
agregados J, la transicion sélo a los estados de baja energia son permitidos vy,
como consecuencia, los agregados J se caracterizan por un rendimiento
cuantico alto. Sin embargo, ambos agregados presentan rendimientos
cuanticos menores a los de sus respectivos monémeros.

Otra caracteristica de esta disposicion es la aparicion de tiempo vida
mayor al del monémero lo que podria atribuirse a un cambio en la disposicion
supramolecular en el estado excitado electronicamente.* Un dimero excitado

45 Fink, R. F., Seibt, J., Engel, V., Renz, M., Kaupp, M., Lochbrunner, S., Zhao, H.-M., Pfister,
J., Wirthner, F., Engels, B. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 12858—-12859.
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(excimero),*® que esta compuesto por dos PDI orientados casi paralelamente,
se genera dentro del apilamiento de colorantes a través de este proceso de
relajacion y la emision de tiempos de vida mas largos de tales dimeros se
atribuye a una transicion optica casi prohibida (agregado H).

Si bien el conocimiento de la estructura de J-agregados en solucion es
limitado, son de considerable interés tecnolégico debido a sus aplicaciones en
la fotografia, y los usos potenciales en la terapia fotodinamica, optoelectrénica
y células fotoeléctricas.’

Mientras que la baja fluorescencia esta bien explicada para los
agregados H por la teoria del acoplamiento de excitones, la situacion de los
agregados J es mas sutil (pues propone una fuerte emision) y probablemente
esté envuelta una disminucioén de la fluorescencia por procesos como fision del
singlete.*® Estos agregados pueden explicarse por la teoria de acoplamiento de
excitones de Kasha.* En ésta se describe la interaccion de la transicion de los
momentos dipolares de cromoforos con respecto a sus disposiciones
geométricas sobre la fotoexcitacion. Wirthner y col (2016)° han explicado este
modelo de forma cualitativa basado en un sistema de dimero (Figura 15).
Segun el modelo, los autores explican que la excitacion vertical desde So a S+
puede tener diferentes estados electronicos altos dependiendo del arreglo
espacial de las unidades de colorante en una molécula compuesta. Una de las
situaciones que puede surgir es que el sistema formado por el dimero sea
coplanar, paralelo y de orientacion equidistante en la participacion de la
transicion de los momentos dipolares. En un agregado de colorante de un
dimero la energia del estado fundamental y del estado excitado son reducidas
relativamente a las unidades del monomero debido a la energia ganada por las
fuerzas de van der Waals. Los niveles de energia del estado fundamental de
los mondmeros y el formado por el dimero dan lugar a que el dimero excitado

46 Birks, J. B. Rep. Prog. Phys. 1975, 38, 903-974.

47 (a) Tamaoki, N., Keuren, E. V., Matsuda, H., Hasegawa, K., Yamaoka, T. Appl. Phys. Lett.
1996, 69, 1188. (b) Balaban, T. S., Bhise, A. D., Fischer, M., Linke- Schaetzel, M., Roussel, C.,
Vanthuyne, N. Angew. Chem., Int. Ed. 2003, 42, 2140-2144. (c) Das, S., Kamat, P. V. J. Phys.
Chem. B 1999, 103, 209. (d) Khazraji, A. C., Hotchandani, S., Das, S., Kamat, P. V. J.
Phys.Chem. B 1999, 103, 4693—4700. (e) Ponterini, G., Fiorini, M., Vanossi, D., Tatikolov, A. S.,
Momicchioli, F. J. Phys. Chem. A 2006, 110, 7527

48 Eaton, S. W., Shoer, L. E., Karlen, S. D., Dyar, S. M., Margulies, E. A., Veldkamp, B. S.;
Ramanan, C., Hartzler, D. A., Savikhin, S., Marks, T. J., Wasielewski, M. R. J. Am. Chem. Soc.
2013, 135,14701-14712.

49 (a) McRae, E. G., Kasha, M. J. Chem. Phys. 1958, 28,721-722. (b) Kasha, M. Radiat. Res.
1963, 20, 55-70. (c) Kasha, M., Rawls, H. R., Ashraf EI-Bayoumi, M. Pure Appl. Chem., 1965,
11, 371-392.
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es energeéticamente mas estable por la mayor polarizacién de las moléculas
excitadas y muestra un incremento en la interacciones de van der Waals
(AEvaw) como consecuencia del acoplamiento excitonico, por lo tanto el estado
excitado del singlete de tales dimeros se divide en dos estados exciténicos. La
magnitud de estas divisiones (Ag) depende de la magnitud de la transicion de
los momentos dipolares de estos colorantes (u), la distancia entre los
cromoforos y su arreglo mutuo.

0 _
A | H prohibido D 2f
S; oy wralial R —
E —_ AE,aw / i =~ ~o /_ I
™ ' Ac ~ J
\ ' S~ - — 0
v J 7 —
\ ! '
t —
21 1 I i permitido {
I : i
\ : |
:f’:"‘\ ; : :
= s
S R - e = o
[ l
T 1
mondémero dimeros 0 g/¢ 547 90 dimeros

Figura 15. Diagrama esquematico de los niveles de energia para los acoplamientos
excitonicos de los dimeros de PDI con la transicidon coplanar de los momentos dipolares.

La transicién del momento dipolar puede estar en linea (formando un 6 =
0°, Agregados J) o en la parte superior (6 = 90°, agregados H). Se muestra un 6
= 54.7° en el cual ambas curvas sigmoidales tienen un punto de interaccion en
el que los dos estados son de igual energia. Cabe destacar que cada espectro
de los agregados no es posible distinguirlo de sus respectivos monomeros. Asi
para la disposicion PDI-PDI para angulos menores a 54.7° la transicion
energéticamente decrece con respecto a la transicion del mondémero, para
valores superiores al angulo la energia se incrementa. En consecuencia, la
maxima absorcidén de los agregados tendra un desplazamiento batocromico a
bajas energias o hipsocrémico a altas energias, respectivamente. En este
punto sélo son considerados los desplazamientos longitudinales a lo largo de
las transiciones de los momentos dipolares de los colorantes.

En cuanto a la fotoexcitacion de los cromoéforos desde el estado
electronico fundamental (So) a niveles de energia mayores (Sn, Nn>1) ocurre una
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rapida relajacion del primer estado excitado (S1), mientras que segun la teoria
de Kasha éste sirve como punto de partida para futuros procesos de relajaciéon
de S1—S0.%°. El principal canal de desactivacién para los monémeros de PDI
excitados es el proceso radiativo del estado fundamental (fluorescencia),
mientras que el cruce de los intersistemas conduce al estado triplete (T1) que
es un proceso relativamente lento, pues los niveles de energia de estos
estados son bajos. Ademas, los esqueletos de PDI son muy rigidos, por lo
tanto también la radiacion interna de conversion al estado fundamental es
lenta. Como resultado, los rendimientos cuanticos de fluorescencia de las PDI
son en general muy altos. Para un par de cromoéforos de PDI varios procesos
de relajacion adicional son factibles, que pueden conducir a cualquiera de los
decaimientos radiativos o no radiativos, por ejemplo el reajuste estructural entre
los agregados de PDI puede conducir a estados de excimeros (PDI-PDI*), con
un tiempo de vida alto (cercano a los 20 ns); un marcado desplazamiento en la
fluorescencia y de moderado a alto rendimiento cuantico son observados para
agregados tipo H. Ademas, otras vias de relajaciéon al estado fundamental
pueden llegar a ser mas prominentes en los estados agregados de PDI. Por
ejemplo, para el hipotético dimero de PDI (PDI-PDI) la posible pérdida de
radiacion y las desintegraciones radiativas se ilustran en la figura 17. Otra via
de relajacion de S1 — So es el ISC a los estados triplete, lo que da como
resultado un estado singlete-triplete (3PDI-PDI). Mientras que el proceso S1 —
T1 es muy lento para los monémeros de PDI debido a la gran diferencia de
energia,?® este proceso puede acelerarse en agregados de PDI, por ejemplo a
través de un intermedio PDI*-PDI- donde existe una transferencia de carga®! o
estado excimero.

50 Kasha, M. Discuss. Faraday Soc. 1950, 9, 14-19.
51 Veldman, D., Chopin, S. M. A., Meskers, S. C. J., Groeneveld, M. M., Williams, R. M.,
Janssen, R. A. J. J. Phys. Chem. A 2008, 112, 5846-5857.
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Figura 16. Diagrama de los niveles de energia para diferentes estados excitados para un
dimero de PDI hipotético. (A, absorcion; F, fluorescencia; FS, Fision de singlete; ISC, cruce
entre sistema; P, fosforecencia; SC, separacion de carga; RC, recombinacion de carga).

La fision del singlete (exciton) también es posible via desactivacion, que
hasta ahora solo ha sido observado en materiales soélidos.** En este proceso,
un estado excitado ('PDI-PDI) se convierte en dos estados excitados de
triplete  (3PDI-3PDI). Segun estos estudios, esta via es ligeramente
endoergonica y por lo tanto solo puede ocurrir en estado sdélido donde es
favorecido por la entropia. Finalmente, uno de los procesos no radiativos mas
competitivos es a través de estados de transferencia de carga (incluso mas si
los PDI poseen sustituyentes ricos en electrones), de modo que después de la
separacion de carga (PDI*-PDI") ocurre una recombinacién de carga.>?

Solubilidad de PDI en disolucion

La solubilidad es siempre un problema cuando se trata de estructuras
poliaromaticas, como las PDI, ya que como hemos analizado tienden a formar
agregados insolubles a través de fuertes interacciones 11-11, lo que es aun mas
pronunciado en un entorno acuoso.

Para evitar la formacidén de estos agregados y mejorar la solubilidad de
las PDIs se han modificado las posiciones imida mediante la introduccion de

52 Giaimo, J. M., Gusev, A. V., Wasielewski, M. R. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 8530-8531.
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cadenas largas laterales de alquilo. Debido a la presencia de los nodos
orbitales moleculares en las posiciones de imida en los PDls, tales uniones de
cadena lateral imponen poco efecto sobre las propiedades electronicas de las
moléculas de PDIs, ofreciendo opciones amplias para modificar las estructuras
de cadena lateral para ajustar la disposicion de apilamiento -1.>® Por el
contrario, la sustitucion en las posiciones bahia perturba significativamente el
autoensamblaje bien organizado de los PDIs**. En muchos casos, los efectos
estéricos impartidos por sustituyentes en bahia puede conducir a una torsién
del plano del PDI, es decir, una distorsion de los sistemas 1 a partir de la
planariedad, aumentando potencialmente la solubilidad y restringiendo el
comportamiento de la disposicion de empaquetamiento de cristal inducida por
el apilamiento -1 (Figura 17).%®

O
0’

a)
Figura 17. Ejemplos de sustitucion en posicion a) imida y b) bahia del PDI.

En solucidn, los procesos de agregacion de PDIs pueden ser
considerados como equilibrios entre las unidades monomeéricas y las especies
agregadas. Diferentes modelos matematicos pueden ser usados para describir
los procesos de agregacion de las PDIs en disolucion, como el modelo
monoémero-dimero,*®* modelo isodésmico y el modelo isodésmico modificado.®’
El primero, como su nombre lo indica, considera un equilibro entre el
monomero y el dimero como especie agregada unica. Como la especie
agregada llega a ser mas grande que el dimero, el modelo monémero-dimero
no es aplicable. En cambio, el segundo modelo es mas simple para describir el

53 Gorl, D., Zhang, X., Wirthner, F. Angew. Chem., Int. Ed. 2012, 51, 6328-6348.

54 Supura, M., Fukuzumi, S. ECS J. Solid State Sci. Technol. 2013, 2, M3051-M3062.

% Huang, C., Barlow, S., Marder, S. R. J. Org. Chem. 2011, 76, 2386-2407.

5 Chen, Z., Lohr, A., Saha-Moller, C. R., Wurthner, F. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 564-584.
57 Zhao, D., Moore, J. S. Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 3471-3491.
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comportamiento de formacion que conduce a agregados extendidos®® vy
considera las constantes de union iguales para cada adicion de monémero a la
cadena de ensamblaje. Sin embargo, este modelo se puede modificar para
representar uno mas realista con el proceso de agregacion, suponiendo que la
primera constante de enlace del mondémero es diferente del resto de la cadena
de alargamiento. Si el paso de enlace inicial (paso de nucleacion) es menos
favorable que el paso de elongacion, este proceso se designa como proceso
cooperativo.%® Sin embargo, si el paso de nucleacion es mas favorable que el
paso de elongacion, este proceso se llama proceso de agregacion
anticooperativo.%8

Chen y col. describieron estudios detallados sobre el autoensamblado de
una PDI sin sustituir las posiciones bahia en un disolvente de baja polaridad tal
como el metilciclohexano (MCH).>® Estos autores describieron que a una
concentracion creciente de PDI se observaba un desplazamiento hipsocromico
y una ampliacion de las bandas de absorcion, lo que indica apilamiento cara a
cara entre nucleos de PDI (agregados de tipo H). Los espectros UV / vis de
estos agregados H se pueden racionalizar mediante un desplazamiento rotativo
de las subunidades PDI en el apilamiento, lo que permite parcialmente la
transicion optica prohibida (banda J) en estos agregados de tipo H (ver figura
15).%° Lo mas interesante es que los agregados resultantes exhibieron una
intensa fluorescencia con un rendimiento cuantico de 0.65 en MCH.5° El color
de fluorescencia cambié dependiendo del grado de agregacion en solucidn
(aagg) de verde (0agg <0,3) a amarillo (0agg = 0,7), naranja (0agg = 0.8) y rojo
(aagg> 0.9). Ademas, el tiempo de vida de fluorescencia aumenté en el estado
agregado debido a la transicion reducida de S1 a So comunmente observada en
agregados H.

La polaridad del disolvente es otro factor que influye en la formacion de
los agregados de PDIs, asi lo demuestran estudios realizados por Wurthner y
col.®® Estos investigadores describieron diferentes contribuciones de las fuerzas
intermoleculares que operan en los sistemas -1 de estas PDIs sin sustitucion
del nucleo. En los disolventes alifaticos de baja polaridad (n-hexano y MCH) a
disolventes de polaridad intermedia (tolueno, THF) operan fuerzas de
interaccién electrostatica reducida entre estas moléculas. Por otro lado, el

% De Greef, T. F. A., Smulders, M. M. J., Wolffs, M.; Schenning, A. P. H. J., Sijbesma, R. P,
Meijer, E. W. Chem. Rev. 2009, 109, 5687-5754.

59 Chen, Z., Stepanenko, V., Dehm, V., Prins, P., Siebbeles, L. D. A., Seibt, J., Marquetand, P.,
Engel, V., Wirthner, F. Chem. - Eur. J. 2007, 13, 436-449.

80 Chen, Z., Fimmel, B., Warthner, F. Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5845-5855.
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aumento de las constantes dieléctricas dipolares (por ejemplo, acetona, MeCN)
y disolventes préticos (MeOH) produce que predominen las fuerzas de
dispersion, que son mas fuertes a medida que aumenta la polaridad del
disolvente. En cuanto a los disolventes halogenados, tales como CClsy CHCls,
la alta polarizacion produce una mejor solvatacion de las unidades de PDI, que
conducen a una menor fuerza de union de los agregados. En el caso del agua,
el pronunciado efecto hidrofébico causa mayores valores para las constantes
de agregacién, que no son faciles de determinar porque la disociacion es dificil
de lograr en el rango de concentracion requerido para la espectroscopia UV/vis.

Construccion de agregados de PDI en medios acuosos

Para mejorar la solubilidad en el agua de las PDI se han probado
diversos métodos. Entre ellos, introducir dendrones en las posiciones imida de
las PDI, aunque se mejora la solubilidad en agua se mantiene la agregacién de
los cromdforos por lo que exhibe un apagado de la fluorescencia. Sin embargo,
Haag y col informaron de dendrones de poliglicerol de tercera y cuarta
generacion capaces de suprimir el apilamiento - de las PDI. En
consecuencia describieron una mejora de los rendimientos cuanticos de
fluorescencia (Figura 18 ay b).
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el C
@”J@

18.c

Figura 18. PDIs solubles en agua por la sustitucién de dendrones de poliglicerol y 3-
ciclodextrina en las posiciones imidas.

Por otro lado, se ha combinado la solubilidad en agua y las propiedades
anfitrion-huésped de la ciclodextrina, para funcionalizarla en las posiciones
imida con B-ciclodextrina en los PDI (Figura 18.c)®* ésta estructura proporcioné
agregados de PDI que son utiles como sensores de fluorescencia. Sin
embargo, estudios de los espectros de UV / vis y de fluorescencia, muestran la
formacion de agregados cofaciales de tipo H en medios acuosos.

Ademas de estas estrategias utilizadas, y para mejorar sus propiedades
en soluciones acuosas para que sean aplicados en el campo bioldgico,®? se ha
usado en las PDI la formacion de un fuerte complejo anfitrion-huésped con los
compuestos macrociclicos denominados cucurbituriles (CB). De hecho en una

6" Liu, Y., Wang, K.-R., Guo, D.-S., Jiang, B.-P. Adv. Funct. Mater. 2009, 19, 2230-2235.

62 (a) Dsouza, R. N., Pischel, U., Nau, W. M. Chem. Rev. 2011, 111, 7941-7980. (b) Rao, J.,
Dragulescu-Andrasi, A., Yao, H. Curr. Opin. Biotechnol. 2007, 18, 17-25. (c) Basabe-
Desmonts, L., Reinhoudt, D. N., Crego-Calama, M. Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 993-1017.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Introduccién y objetivos |33

cierta cantidad de compuestos se describe una desagregacion de las PDI.%2 En
contraste con las modificaciones covalentes, la reversibilidad de la formacion
del complejo anfitridn-huésped también permite la conmutacién sensible a los
estimulos de las propiedades fotofisicas de las PDls.

Esta quimica esta basada en la interaccion débil intermolecular entre el
anfitrion-huésped y ha sido considerada como uno de los enfoques mas
eficientes para estos tipos de complejos, también se ha encontrado interaccién
mecanica no-covalente entre el anfitriéon-huésped del complejo.®® Por lo tanto,
al introducir en el sistema de colorantes fluorescentes esa interaccion mecanica
no covalente es posible destruir la forma agregada original del colorante e
incrementar la fluorescencia debido al efecto de embalaje anfitrion-huésped del
compuesto macrociclico, lo que proporciona un enfoque alternativo para ajustar
la agregacion de moléculas de colorantes, de esta forma la molécula pasa de
ser no fluorescente a fluorescente con un aumento significativo en el
rendimiento cuantico de fluorescencia (Figura 19).63

( No quorescent@

Figura 19. Desagregacion de PDI en agua tras la adicion de CBn.

Nau y col. consiguieron prevenir la agregacion de los PDIs en agua
utilizando curcurbit[8]uril (CB [8]), este ultimo forma un fuerte complejo de
inclusion huésped-anfitrion ocasionando la desagregacion de los PDIs y un
rendimiento cuantico igual a 0,90.%4 Esto permite que sean utilizados como
sensores de fluorescencia en medio acuoso.

83 Herbst, W., Hunger, Industrial Organic Pigments, 3rd ed., Wiley-VCH,Weinheim, 2004.
64 Biedermann, F., EImalem, E., Ghosh, I., Nau, W. M., Scherman, O. A. Angew. Chem. Int. Ed.
2012, 51, 7739-7743.
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Estudios de asociacion de las PDIs

Se ha estudiado la morfologia de las arquitecturas supramoleculares de
las PDIs mediante diferentes técnicas microscopicas, que incluyen SEM, TEM y
AFM. Para las PDIs con sustituyentes insaturados en la posiciones imida
(Figura 20.a) dio como resultado nanovarillas cilindricas en forma de hoz.®
Para sustituyentes con cadenas de alquilo mas simples (Figura 20.b) la
morfologia de los agregados fue de nanocinturon.®® Cuando los sustituyentes
imida son colas ramificadas de alquilo (Figura 20.c) la solubilidad se vuelve
alta, las constantes de agregacion se vuelven bajas y se obtienen
nanoparticulas esféricas debido al impedimento estérico que interrumpe el
crecimiento unidimensional de la pila m-1.%® Estos hallazgos enfatizan el
importante efecto de los sustituyentes imida en la morfologia de conjuntos
apilados 1-11 de PDI sin sustitucion de nucleo.

C15H34
o OO 0 g Q
N

20.b R=C12H25

X OC
20.a R=OC12H25 (0] (0]
ol Ked, SO s
2 Oa®a®
g BgBe B!
o) o
20.c R=CQH19

ioaade!
OO

20.1.a: R=R1=OC12H25
20.1.b: R=R1=SC12H25
20.1.c: R=0C12H25 R1=SC12H25

Figura 20. Ejemplos de estructuras de PDI estudiadas morfol6gicamente.

El efecto de la sustituciéon en la posicion bahia en la morfologia de
nanoagregados también se investigd con nucleos disustituidos de PDI, 20.1.a-

65 Bhavsar, G. A., Asha, S. K. Chem. - Eur. J. 2011, 17, 12646-12658.
66 Balakrishnan, K., Datar, A., Naddo, T., Huang, J., Oitker, R., Yen, M., Zhao, J., Zang, L. J.
Am.Chem. Soc. 2006, 128, 7390-7398.
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c, que contienen dodeciloxi, tiododeciloxi o ambos grupos, respectivamente
(Figura 20).” La PDI 20.1.a que contiene dos grupos dodeciloxi
autoensamblados dio como resultado nanocables largos y flexibles, mientras
que el derivado de tiododeciloxi 20.1.b formé nanoparticulas esféricas y el
sistema mixto 20.1.c formdé nanovarillas. Esta diversidad en la morfologia del
autoensamblaje se justificd en términos de diferentes grados de torsion central
dependiendo de los sustituyentes y la diferente inclinacion que presentan los
grupos dodeciloxi y tiododeciloxi con respecto al ntcleo.®”

En el caso de los agregados moleculares compuestos por sistemas
moleculares 1T-conjugados, su estructura permite que surjan una variedad de
morfologias diferentes a partir de una unidad monomérica dada, estos sistemas
se consideran plataformas prometedoras para evaluar y controlar las
interacciones intermoleculares dependientes de la estructura entre las unidades
funcionales.%®

Estudios de dimeros de PDI

Los dimeros pueden ser agrupados en dos clases: una en la que los
colorantes de PDI son conectados por unidades conjugadas 1 (Figura 21.1),
mientras que el segundo grupo exhibe unidades espaciadoras que
preorganizan los dos cromoforos de PDI en diferentes tipos de contacto T—1r
(Figura 21.2). En el primer tipo se muestra un desplazamiento batocromico de
10 nm, baja energia maxima de absorciéon a 535 nm en cloroformo con una
banda estrecha significativa e incremento en el coeficiente de absorcion (e =
241800 M' cm™') comparada con su respectivo monémero (¢ = 85700 M-
cm").%% Estas propiedades son caracteristicas de los agregados J que apuntan
a un acoplamiento intramolecular del excitén debido a una disposicion lineal de
las unidades de cromoforos. Los dimeros de PDI lineales con largas distancias
entre las unidades de mondmeros son logradas por conexiones del monémero
con puentes mono-, di-, y tri- p-fenileno (Figura 21.1b—d).”®

67 Su, W.; Zhang, Y.; Zhao, C.; Li, X.; Jiang, J. Chem Phys Chem. 2007, 8, 1857-1862.

68 Son, M., Park K. H., Shao C., Wurthner F., Kim D. J. Phys. Chem. Lett. 2014; 5:3601-3607.
8 (a) Langhals, H., Jona, W. Angew. Chem., Int. Ed. 1998, 37, 952-955. (b) Demmig, S.,
Langhals, H. Chem. Ber. 1988, 121, 225-230.

70 (a) Langhals, H., Gold, J. J. Prakt. Chem. / Chem.-Ztg. 1996, 338, 654-659. (b) Liu, R.,
Holman, M. W., Zang, L., Adams, D. M. J. Phys. Chem. A 2003, 107, 6522-6526. (c) Holman,
M. W., Liu, R., Zang, L., Yan, P., DiBenedetto, S. A., Bowers, R. D., Adams, D. M. J. Am.
Chem. Soc. 2004, 126,16126-16133.
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Figura 21. Tipos de dimeros de PDI.

Estudios sobre la primera serie de dimeros de PDlIs (Figura 21.1 a-d)”*
mostraron que las constantes de velocidad para la transferencia de electrones
fotoinducida en estos dimeros son fuertemente dependientes de la longitud del
espaciador oligomérico, la geometria del cromoforo y la polaridad del disolvente
(constante dieléctrica). Los estudios espectroscopicos de una sola molécula
mostraron que el comportamiento fluorescente de estos dimeros de PDI
depende de la longitud de su puente y la alineacién croméfora, que afectan el
acoplamiento electrénico y, por tanto, el puente de transferencia electrénica.

También, se han descrito conformaciones mas dinamicas en el que los
cromoforos monomeéricos son unidos en la posicion bahia con un puente de
hexadiino (Figura 21.2). Este dimero presenta distancias intramoleculares mas
cortas y mostré una absorcidn con desplazamiento al azul en las bandas del
espectro de excitacion en comparacién con la de su mondémero, revelando un
acoplamiento exciténico de tipo H entre los mondmeros constituyentes.’?
Ademas del pronunciado desplazamiento hipsocromico en los espectros de
absorcién, los rendimientos cuanticos de fluorescencia fueron drasticamente
reducidos por la formacién de agregados tipo H.

"' Diehl, F. P., Roos, C., Duymaz, A., Lunkenheimer, B., Kéhn, A., Basché, T. J. Phys. Chem.
Lett. 2014, 5, 262-269.

72 Jumper, C. C., Anna, J. M., Stradomska, A., Schins, J., Myahkostupov, M., Prusakova, V.,
Oblinsky, D. G., Castellano, F. N., Knoester, J., Scholes, G. D. Chem. Phys. Lett. 2014, 599,
23-33.
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En el caso de los dimeros 21.3 y 21.4 (Figura 21) presentan
considerables interacciones 11-11 entre los mondémeros constituyentes debido a
que estan muy cerca el uno del otro con alineaciones predefinidas impuestas
por las respectivas redes troncales rigidas.”? En los dimeros
atropoenantioméricos presentados (se muestra un enantiomero de cada uno),
las unidades de cromdéforo son alineadas de una manera casi perpendicular
segun lo revelado por calculos quimicos cuanticos.”® Las distancias centro-a-
centro de las unidades de PDI en estos dimeros son mucho mas cortas en
comparacién con los de los dimeros con disposicion lineal (21.1 y 21.2, Figura
21), lo que resulta en cambios mas pronunciados en los espectros de absorcién
de estos dimeros quirales, en particular, una disminucion de la banda de
absorcion 0-0 con un hombro adicional a una de mayor energia (acoplamiento
en H). Ademas, se han reportado dimeros en los que el nucleo de PDI se
encuentra sin sustituyentes con un alquilo lineal en la posicion imida, y ambas
unidades de cromdforos estan apiladas cofacialmente en un dimero tipo H casi
perfecto.”

El grado de apilamiento es dependiente de las caracteristicas
estructurales de los croméforos y el entorno que lo rodea. > Por lo tanto, las
unidades mas planas de PDI que posean hidrogenos en las posiciones bahia
del nucleo de perileno exhiben una mejor capacidad de apilamiento, lo que
resulta en PDI estrechamente apilados en disolventes de baja polaridad, o
desapilados en disolventes con mayor polaridad. Este ejemplo demuestra que
los procesos de apilamiento/desapilamiento pueden ser controlados por
condiciones externas. Sin embargo, la distorsion gradual del nucleo de perileno
introduciendo sustituyentes mas voluminosos (en las posiciones bahia 1,7)
produce que el apilamiento de estos cromoforos sea casi nulo.

ANTECEDENTES DEL GRUPO EN EL CAMPO DE LOS SENSORES
QuimMmicos

En la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de sensores
quimicos para la deteccidon de contaminantes altamente toxicos o peligrosos
porque constituyen marcadores de contaminacion y, al mismo tiempo,

3 (a) Langhals, H., Hofer, A., Bernhard, S., Siegel, J. S. J. Org. Chem. 2011, 76, 990-992. (b)
Langhals, H., Gold, J. Liebigs Ann. 1997, 1151-1153.

74 Giaimo, J. M., Lockard, J. V., Sinks, L. E., Scott, A. M., Wilson, T. M., Wasielewski, M. R. J.
Phys. Chem. A 2008, 112, 2322-2330.

75 Hippius, C., van Stokkum, I. H. M., Zangrando, E., Williams, R. M., Wykes, M., Beljonne, D.,
Wodrthner, F. J. Phys. Chem. C 2008, 112, 14626-14638.
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constituyen una amenaza para la salud.’”® La deteccién de contaminantes en
alimentos, agua y muestras biolégicas o ambientales es un punto critico para el
desarrollo de procedimientos apropiados de seguridad. Los sensores quimicos
apropiados deberian ser baratos, portatiles, y faciles de usar, con los requisitos
minimos de reactivos y de preparacion de la muestra, y deberian ser capaces
de detectar variaciones emergentes de los contaminantes para tener una
buena versatilidad. Por otro lado, el gran numero de amenazas quimicas o
biolégicas, cada una con sus propias caracteristicas, establece algunos
requisitos especificos para cada sensor quimico, que tiene que trabajar en
tiempo real para ser realmente Uutil.

El componente mas critico es la unidad de reconocimiento, que tiene
que tener las caracteristicas de especificidad, sensibilidad, reproductibilidad y
gran aplicabilidad al reconocimiento de la toxina especifica o una especie
quimica particular de riesgo (Figura 22).”7

) Receptor
Molecular Chemical Sensor

Substrate

Response

Figura 22. Componentes principales de un sensor quimico.

El desarrollo de un sensor quimico ideal requiere que cumpla ciertos
principios basicos: 1) la identificacion de una estructura particular en el
contaminante, 2) la construccion de una molécula capaz de reconocer a una
estructura particular, 3) el acoplamiento de dicha molécula receptora a un
elemento de transduccién que genera una sefial cuando el metabolito se une a

76 Jelinek, R., Ed. Cellular and Biomolecular Recognition: Synthetic and Non-Biological
Molecules, 2009. Wiley-VCH, Weinheim, Germany.

7 Wang, B., Anslyn, E. V. Chemosensors: Principles, Strategies, and Applications, 2011 John
Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey.
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la molécula receptora. 4) la evaluacion del sensor quimico en condiciones
controladas en el laboratorio y la ratificacion del funcionamiento del sensor
quimico frente a los métodos de identificacion mas tradicionales, 5) la
optimizacion de la especificidad y la sensibilidad del sensor quimico, 6) la
extension del alcance del sensor quimico mediante la evaluacién de su
funcionamiento en la deteccion del contaminante en las muestras reales de
alimento, agua o aire, 7) la evaluacion de la estabilidad, la reproductibilidad, el
coste, y la aprobacién legal. Finalmente, se espera que un sensor quimico
fuera capaz de la deteccion rapida de cantidades pequefias de contaminante
en una matriz compleja sin que existan falsos positivos o negativos y el sensor
quimico deberia ser suficientemente simple como para ser usado sin un
entrenamiento excesivo. Las metodologias Opticas, sobre todo aquellas que
estan basadas en la fluorescencia (Figura 23), son de interés sustancial debido
a sus aspectos ventajosos que incluyen la simplicidad, la alta sensibilidad, el
bajo precio, la adaptacién a la automatizacion y el analisis en tiempo real en el
lugar donde se encuentra la muestra. La tecnologia que pueda crearse a partir
de los resultados de esta Tesis sera del interés especial para desarrollar
nuevos sensores utiles quimicos orientados a la seguridad.

Excited state Excitation

Fluorescence

Figura 23: Diagrama clasico del fenédmeno de la fluorescencia, simplificado del diagrama de
Jablonsky.

Los peligros para la sociedad pueden provenir de la adicién accidental,
intencionada o natural de algun agente quimico o biolégico en alguno de los
estadios de distribucion comercial, que puede llegar al consumidor final
haciéndole por tanto susceptible de enfermedades o muerte. Los grupos
terroristas son capaces de obtener facilmente una gran variedad de informacion
cientifica que puede ser utilizada fraudulentamente para ocasionar gran
preocupacion a la gente. Pueden usar esta informacion para efectuar actos de
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terrorismo en alguno de los estadios menos seguros y mas vulnerables de la
sociedad, usando solo instrumentos simples y baratos. Mas alla del punto de
vista del terrorismo, la aparicion natural de contaminantes se detecta
esporadicamente en diferentes épocas de tiempo, y puede culminar en
incidentes de intoxicaciones y a veces muerte accidental. Esta amenaza
impulsa la urgencia de desarrollar dispositivos altamente fiables capaces de
descubrir, con gran sensibilidad y especificidad, sustancias peligrosas en el
medio ambiente o alimentos. Tales dispositivos usados en las etapas
apropiadas, ayudarian a mitigar la transmision de los contaminantes al
consumidor final. Por lo tanto, la alta fiabilidad, la portabilidad y la facilidad para
funcionar son caracteristicas importantes que los dispositivos de deteccion
proyectados deben poseer.

La investigacion actual en el entorno del proyecto SNIFFER FP7-
SEC-2012-312411:

El proyecto SNIFFER FP7-SEC-2012-312411 consistio en el disefio y el
desarrollo de una red de dispositivos de deteccion distribuidos, capaces de la
deteccién rapida, en el sitio de origen, de multiples clases de agentes CBR
(Quimicos, Bioldgicos y Radiolégicos) con gran sensibilidad y especificidad en
todas las etapas mas vulnerables de la cadena de suministro alimentario como
granjas, grandes centros de almacenamiento, mayoristas, etc. El proyecto se
orientod tanto a la tecnologia de sensores disponible como a nuevos dispositivos
sensores, complementarios a los conocidos, que son usados para la deteccidn
de agentes peligrosos CBR dentro de la cadena de suministro alimentario. Los
dispositivos sensores desarrollados se caracterizan por su portabilidad,
facilidad para ser usados y la posibilidad de ser reutilizables. Otro rasgo
importante de los nuevos dispositivos es su disefio modular, los dispositivos
estan formados por varios médulos independientes (sensores, el dispositivo de
comunicacioén, la informatica de a bordo, etc.), conectado en red a través de
conexiones generalizadas y estandarizadas a todo el sistema.

La red de dispositivos sensores esta diseiada como una arquitectura
centralizada, en la cual todos los datos de los dispositivos son enviados a un
centro de mando. Un operador del sistema del SNIFFER también tiene la
capacidad de controlar remotamente y dar 6rdenes a los dispositivos sensores
que usan un interfaz especifico del centro de mando. Los objetivos
mencionados del proyecto se dirigen a alcanzar el objetivo final de proporcionar
medios tecnoldgicos para mitigar un incidente posible de salud que impliquen
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agentes peligrosos CBR en la cadena de suministro alimentario y aumentar la
seguridad en todas las etapas que constituyen la cadena de suministro
alimentario. El proyecto SNIFFER ofrece el objetivo claro de hacer que la
cadena de suministro alimentario sea mas segura mediante la aplicacion tanto
de los dispositivos disponibles en el comercio como una tecnologia nueva, la
tecnologia de sensores basada en Polimeros Impresos Molecularmente
(Molecular Imprinted Polymers — MIPs) en un entorno de red que comprende
los sensores mencionados.

La principal innovacion del proyecto SNIFFER consiste en la
combinacion de la tecnologia MIPs con indicadores fluorescentes o
colorimétricos aumentando asi la fiabilidad del nuevo sistema de sensores
SNIFFER. El sistema consiste en que varios indicadores colorimétricos o
fluorescentes son conectados quimicamente a derivados silanizados el tipo de
los que se utilizan clasicamente como monomeros en preparaciones de MIPs.
Estos precursores modificados son los puntos de partida de los sensores
colorimétricos o fluorimétricos basados en MIPS. La deteccion en todos estos
sensores mencionados se realiza de forma eléctrica, luminiscente o
electroluminiscente. Por lo tanto son posibles varias tecnologias para el
dispositivo de deteccién. Sin embargo la tecnologia MIP no es la solucion de
todos los problemas en el disefio de sensores. En algunos casos los sensores
tienen que ser desarrollados utilizando la reaccion fluorescente de un sustrato
dado, compuestos totalmente o en parte por sondas fluorescentes, con un
metabolito objetivo, una toxina o una proteina. En este caso una buena
solucion es de tener dos o mas estructuras fluorogénicas en la sonda
fluorescente, que permiten a la valoracion cuantitativa del metabolito
seleccionado (Figura 24).

Figura 24. Sensores MIPs y empleo de sensores MIPs para monitorizar metabolitos.
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En la Universidad de Burgos el grupo de trabajo ha sintetizado varias
sondas fluorescentes para aplicaciones analiticas.’”® Estas sondas estan bien
disefiadas para la deteccion rapida de varios metabolitos téxicos. Con estos
antecedentes, desarrollamos nuevos receptores marcados con una o dos
unidades de unos cuantos indicadores fluorescentes sumamente
solvatocromicos. De este modo, la discriminacion selectiva fluorescente de
analitos sumamente tdxicos se realiza mediante el resultado comparado de
series de diferentes sondas fluorescentes. En muchos casos, la velocidad de
generacion, intensidad y duracion de la fluorescencia es diferente, lo que puede
verse a simple vista en cada caso. Este efecto ha sido estudiado en
profundidad para distinguir diversos analitos toxicos. A causa de la facil
funcionalizacion de las sondas fluorescentes, es posible hacer una serie en un
soporte soOlido que contenga una gama de unidades de sefalizacidon
fluorescentes unidas a receptores selectivos para los metabolitos
seleccionados, permitiendo asi su deteccion rapida.

En estos sensores fluorescentes, los indenos en la periferia actian como
indicadores solvatocromicos. La excitacion selectiva del fluoréforo permite
medir la fluorescencia del conjunto en presencia de una metabolito interferente.
La funcionalizacion posterior de la periferia del soporte de silica permite
adaptar el entorno quimico a la mejor recepcion del metabolito seleccionado
para ser detectado. El sistema es lo bastante flexible como para ser adaptado a
entornos muy especializados (Figura 25).

8 (a) Moreno, D., Cuevas, J. V., Garcia-Herbosa, G., Torroba, T.Chem. Commun. 2011, 47,
3183-3185; (b) Moreno, D., Diaz de Grefu, B., Garcia, B., lbeas, S., Torroba, T. Chem.
Commun. 2012, 48, 2994-2996; (c) Gomez, T., Moreno, D., Diaz de Grefiu, B., Fernandez, A.
C., Rodriguez, T., Rojo, J., Cuevas, J. V., Torroba, T. Chem. Asian J. 2013, 8, 1271-1278; (d)
Diaz de Grefiu, B., Moreno, D., Torroba, T., Berg, A., Gunnars, J., Nilsson, T., Nyman, R.,
Persson, M. Pettersson, J., Eklind, I., Wasterby, P. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 4125-4128;
(e) Diaz de Grefu, B., Garcia-Calvo, J., Cuevas, J. V., Garcia-Herbosa, G., Garcia, B., Busto,
N., Ibeas, S., Torroba, T., Torroba, B., Herrera, A., Pons, S. Chem. Sci. 2015, 6, 3757-3764.
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SENAL ,
FLUORESCENTE |,

SIN SENAL OPTICA MIP's CON SONDAS DETECCION
Polimeros Impresos % Sondas Fluorogénicas @ Analito Reactivo  POSITIVA
Molecularmente Activables O Interferente No Reactivo

Figura 25. Explicacion esquematica de la conexion entre sensores MIPS y sensores
colorimétricos y fluorimétricos.

En su momento, pidieron participar al grupo de trabajo en el proyecto
SNIFFER con el fin de suministrar las sondas fluorescentes necesarias para su
utilizacién en combinacion con polimeros molecularmente impresos con el fin
de fabricar los nuevos sensores de naturaleza dual programados en el
proyecto. Pronto comprendimos que aunque nuestras sondas fluorescentes
fueran sumamente selectivas y eficaces por si solas no tenian la estabilidad
necesaria para la exposicion prolongada a la luz y al aire que era un requisito
necesario para los objetivos del proyecto. Es por lo que se comenzo a trabajar
en una nueva clase de materiales fluorescentes que tenian la estabilidad
quimica adecuada y al mismo tiempo eran faciimente funcionalizables segun
los objetivos requeridos. Las perilenodiimidas’® (PDIs) y perilenomonoimidas?
(PMIs) han recibido una atencion significativa debido a sus usos potenciales en
sistemas moleculares optoelectrénicas®! y componentes basicos para construir
sistemas artificiales fotosintéticos o supramoleculares,®? pero apenas han sido
usadas en la busqueda de sensores quimicos.®® Se han preparado
perilenodiimidas tetrasustituidas derivatizadas con grupos (trimetoxisilil)propilo,
que son sumamente fluorescentes y que han resultado utiles para la

® Dubey, R. K., Efimov, A., Lemmetyinen, H. Chem. Mater. 2011, 23, 778-788.

80 | ewandowska, U., Zajaczkowski, W., Chen, L., Bouilliere, F., Wang, D., Koynov, K., Pisula
W., Mullen, K., Wennemers, H. Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 12537-12541.

81 Samori, P., Fechtenkétter, A., Reuther, E., Watson, M. D., Severin, N., Miillen, K., Rabe, J. P.
Adv. Mater. 2006, 18, 1317-1321.

82 Alexy, E. J., Yuen, J. M., Chandrashaker, V.,. Diers, J. R, Kirmaier, C., Bocian, D. F., Holten,
D., Lindsey, J. S. Chem. Commun. 2014, 50, 14512-14515.

83 Lu, X., Guo, Z., Feng, M., Zhu, W. ACS Appl. Mater. Interfaces 2012, 4, 3657-3662.
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preparacion de composites estables para su empleo en agua o disolventes,
dando lugar asi a nuevos sensores quimicos requeridos para el proyecto
SNIFFER. Los composites fluorogénicos o fluorescentes han sido probados por
el resto de los miembros del consorcio SNIFFER para ser empleados en el
desarrollo y validacion del sistema SNIFFER. Al tiempo que se preparaban los
compuestos requeridos en el proyecto, han sido desarrolladas nuevas
metodologias sintéticas para la preparacion de PDIs y PMIs que han permitido
obtener una gran flexibilidad sintética en el disefo de nuevas estructuras
quimicas que contienen PDIs y PMls fluorescentes asi como fluorogénicas.

A partir de ahora se desea utilizar esta nueva metodologia sintética para
el disefio y desarrollo de nuevos dispositivos moleculares fluorogénicos para la
deteccion rapida de agentes sumamente peligrosos de tipo quimico o biolégico
orientados sobre todo a toxinas bacterianas, explosivos caseros, armas
quimicas y drogas de abuso, que complementen las metodologias existentes.
El grupo de investigacion esta especializado en la generacion de meétodos
rapidos de deteccién orientados a analitos huérfanos, aquellos analitos que no
tienen ningun método facil deteccidn rapida. Algunos de estos objetivos se
estdn desarrollando actualmente a través de la realizaciéon de diferentes
proyectos en colaboracion con varios grupos internacionales. La deteccion de
drogas de abuso se ha realizado a través de un proyecto concreto,
subvencionado por la Direcciéon General de Trafico, que se orienta a la
deteccion cuantitativa de consumo de opiaceos en conductores, y pretendid
llenar una necesidad urgente actual que no esta resuelta. La deteccién de
explosivos caseros, armas quimicas y otros agentes quimicos de alto riesgo,
estd en parte cubierto por un proyecto nacional, del Programa Estatal de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion Orientada a los Retos de la Sociedad, en
el marco del Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Técnica y de Innovacién
2013-2016, del afo 2015, ya concedido. El proyecto presentado es sumamente
ambicioso y con unos objetivos de gran alcance cientifico y técnico. Aunque el
Ministerio de Economia considera tanto al grupo que lo solicita como al
proyecto solicitado como de buena calidad, ha decidido subvencionar solo una
tercera parte de lo solicitado, por lo que algunos de los objetivos tienen
necesariamente que esperar o buscar subvencion complementaria.
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La investigacion actual del grupo en el entorno de proyectos
nacionales:

1.- Deteccion y cuantificacion fluorogénica de opioides en muestras
biologicas.

Entidad financiadora: Direccion General de Trafico, area de Trafico,
movilidad y seguridad vial correspondientes al ejercicio 2015. Referencia:
SPIP2015-01820. Este proyecto desarrollé nuevos dispositivos fluorogénicos
capaces de detectar opiaceos en muestras biolégicas para la deteccién de
drogas, con el propésito de desarrollar nuevos dispositivos para la deteccién
rapida de alcaloides en cualquier muestra, sean muestras de la calle o
muestras bioldgicas con una orientacion concreta a la deteccién de conjugados
de morfina en orina. El proyecto desarrolla una nueva metodologia para la
deteccion rapida de alcaloides utilizando instrumentos portatiles que permiten
una identificacion y cuantificacién rapida de la posesiéon o del consumo de
drogas en conductores con el objeto de desarrollar tecnologias mas rapidas y
mas eficientes de deteccion y cuantificacion de la posesion o consumo de
drogas alcaloides, especialmente opiaceos, en conductores. La investigacion
es potencialmente importante para el establecimiento de sistemas de deteccién
avanzados en el caso de posesion o consumo de drogas opiaceas por
conductores, de forma que puedan tomarse las medidas adecuadas de forma
inmediata. El proyecto estuvo orientado hacia el desarrollo de métodos que
describian en tiempo real y con gran sensibilidad la deteccion y cuantificacion
de drogas, dando lugar a la creacion de un prototipo de dispositivo microfluidico
fluorimétrico y su validacion en el laboratorio y en entornos que simulan
escenarios particulares.

2.- Desarrollo de nuevos dispositivos moleculares fluorogénicos
para la deteccion rapida de agentes de origen quimico o biolégico de alto
riesgo.

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad,
Direccion General de Investigacion Cientifica y Técnica, Subdireccion General
de Proyectos de Investigacion, Referencia: CTQ2015-71353-R. Este proyecto
desarrolla nuevos dispositivos fluorogénicos capaces de detectar
contaminacién de origen quimico o biolégico en alimentos y transporte y utiles
para la deteccion de drogas. El foco de este proyecto esta puesto en
investigacion basica y transversal en el campo de la defensa quimica y
biolégica. Este propédsito esta dividido en varios objetivos y sus logros
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esperados, como el desarrollo de nuevas sondas fluorogénicas, el desarrollo de
nuevos materiales fluorogénicos para la deteccion y discriminacion en aire de
explosivos caseros basados en oxidantes, el desarrollo de nuevos dispositivos
fluorogénicos para la deteccion y discriminacion de drogas, el desarrollo de
materiales fluorogénicos utiles para la deteccion de explosivos caseros y
drogas, y su validacién utilizando prototipos de sensores en diferentes
entornos. El proyecto esta en curso de realizacion.

3.- Desarrollo de materiales fluorogénicos nanoestructurados para
la deteccion de toxinas agroalimentarias de origen bacteriano y estudio
de su accioén celular.

Entidad financiadora: Junta de Castilla y Ledn, Consejeria de Educacion,
Fondo Europeo de Desarrollo Regional. Referencia: BU0O51U16. Este proyecto
desarrolla nuevos dispositivos fluorogénicos moleculares capaces de detectar
contaminantes peligrosos de origen bioldgico en alimentos. El foco del proyecto
esta puesto en la investigacion en seguridad alimentaria a través de un disefio
multidisciplinar, con el propdésito de desarrollar nuevos dispositivos moleculares
para la deteccion rapida de toxinas alimentarias de origen bacteriano de gran
impacto en la vida de personas y animales. El reto especifico es el desarrollo
de nuevos métodos para la deteccion de toxinas de origen bioldgico, utilizando
protocolos de deteccion e identificacion rapida en caso de contaminacion
accidental o ataque terrorista. El objetivo es el desarrollo de nuevas soluciones
para la determinacién rapida de la existencia de contaminantes de alto riesgo
de origen biolégico asi como la evaluacion del nivel de contaminacion. El
impacto esperado es el desarrollo de tecnologias mas rapidas y eficientes para
la deteccidn y monitorizacion de la exposicion y contaminacion con toxinas
biolégicas. El proyecto tiene un objetivo preciso que es incrementar la
seguridad de alimentos y su transporte mediante la deteccidn en tiempo real de
contaminantes biologicos peligrosos. El objetivo es alcanzable a través del
desarrollo y aplicaciones de nuevas tecnologias orientadas a la seguridad
alimentaria, obtenidas mediante investigacion avanzada en toxinas peligrosas
introducidas de forma accidental o intencionada. La aspiracion ultima es
proponer investigacion avanzada en defensa quimica y biolégica que dé lugar a
nuevas oportunidades para la mejora de salud en diagndstico y seguridad
alimentaria y que ayuden a proteger a la poblacién en caso de contaminacion
accidental o intencionada. El proyecto esta en curso de realizacién.

Como consecuencia de todo lo anterior, el trabajo de la presente tesis se
centra en el disefio, sintesis y caracterizacion de nuevos derivados basados en
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perilenodiimidas con el propdsito de ser utilizadas en aplicaciones biologicas y
en la creacion de nuevos sensores quimicos, como parte del desarrollo de los
proyectos sefialados.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



48| Introduccidén y objetivos

OBJETIVOS

1.- Desarrollo de nuevos métodos de sintesis de perilenodiimidas
sustituidas en posiciones bahia altamente fluorescentes para el marcado
de células.

1.1.- Disefio y optimizacion de sintesis de derivados de PDI simétricas.

1.2.- Disefio y sintesis de PDI simétricas orientadas al estudio de
células.

1.3.- Disefo y sintesis de PDI disimétricas.
1.4.- Caracterizacion de las PDI obtenidas en cada apartado.

1.5.- Estudio de las propiedades 6pticas de las PDI obtenidas en cada
apartado.

1.6.- Pruebas en células.

2.- Disefio y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el sistema
conjugado T de la posiciéon bahia y estudio de su asociacion.

2.1.- Disefio y sintesis del sistema expandido 1T en posicion bahia de las
PDI disustituidas.

2.2.- Disefo y sintesis de un sistema semi-expandido 11 partiendo de un
derivado monosustituido en posicién bahia del PDI.

2.3.- Caracterizacién de los compuestos con sistema semiexpandido y
expandido 1T en posicion bahia de las PDI disustituidas.

2.4.- Propiedades Opticas de la PDI disustituidas con sistema
semiexpandido y expandido 1T en posicidén bahia.

2.5.- Estudios de asociacion.

3.- Diseno y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el sistema
conjugado T de la posicion bahia solubles en agua.

3.1.- Disefio y sintesis de un sistema expandido 1T en posicidén bahia de
derivados de PDI solubles en agua.
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3.2.- Caracterizacion de los compuesto di- y monosustituidos derivados
de PDI.

3.3.- Propiedades oOpticas de los compuesto di- y monosustituidos
derivados de PDI.

3.4.- Estudios de asociacion.

3.5.- Estudios de ensamblaje supramolecular en presencia de
cucurbituril CBJ[7].

3.6.- Estudios de asociacion supramolecular en presencia de
nitrocompuestos: Deteccion de explosivos (TNB y TNT).

3.7.- Pruebas en células.

3.8.- Estudios de asociacion frente a ADN cuadruple.
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DESARROLLO DE NUEVOS METODOS DE SINTESIS DE
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INTRODUCCION

En los ultimos anos, nuestro grupo de investigacion se ha interesado por
el desarrollo de metodologias adecuadas para la sintesis de compuestos
basados en (PDI). En este capitulo se explicara el disefo, sintesis,
caracterizacion y propiedades 6pticas de derivados de la perilenotetracarboxil-
3,4:9,10-diimida funcionalizados en las posiciones bahia para la formacion de
PDIs simétricos y asimétricos.

Los derivados de la perilenotetracarboxil-3,4:9,10-diimida destacan como
uno de los grupos mas interesantes de materiales aceptores de electrones,
gracias a su intensa absorcidon en el visible y su gran movilidad electrénica.8
Su estructura aromatica rigida favorece las interacciones intermoleculares y les
imparte caracter semiconductor tipon, muy utii para aplicaciones
optoelectrénicas® y fotovoltaicas.2®

La manera mas directa para sintetizar las perilenodiimidas (PDI) es
utilizando el perileno dianhidrido comercial (PDA) como reactivo de partida
(Figura 1). Posteriormente, las reacciones de imidacion con aminas alifaticas o
aromaticas proporcionan colorantes o pigmentos de perileno solubles con altos
rendimientos y métodos de purificacion sencillos. La solubilidad de las
perilenodiimidas resultantes varia en funcion de los grupos imida. Las cadenas
de alquilo pequehas o lineales conduciran a PDIs bastante solubles en
disolventes organicos,®” un método descrito por primera vez por Langhals y sus
colaboradores®® en la década de 1990.

84 Kong, X., Gao, J., Ma, T., Wang, M., Zhang, A., Shi, Z.; Wei, Y. Dye. Pigment. 2012, 95 (3),
450-454.

85 (a) Newman, C. R., Frisbie, C. D., da Silva Filho, D. A., Brédas, J. L., Ewbank, P. C., Mann,
K. R. Chem. Mater. 2004, 16, 4436-4451; (b) Sun, Y., Liu, Y., Zhu, D. J. Mater. Chem. 2005,
15, 53-65; (c) Zhan, X., Facchetti, A., Barlow, S., Marks, T. J., Ratner, M. A., Wasielewski, M.
R., Marder, S. R. Adv. Mater. 2011, 23, 268—-284; (d) Usta, H., Facchetti, A., Marks, T. J. Acc.
Chem. Res. 2011, 44, 501-510.

8 (a) Hinze, G., Métivier, R., Nolde, F., Millen, K., Basché, T. J. Chem. Phys. 2008, 128,
124516; (b) Dill, M. Baier, M. C., Mecking, S., Woll, D. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 12435-
12438.

87 Langhals, H. Heterocycles, 1995, 40, 477-500.
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Figura 1. Sintesis general del esqueleto de PDI.

Sin embargo, en solucion, todos estos colorantes de PDI presentan
espectros de absorcion similares, lo que indica que las propiedades 6pticas de
los materiales de perileno no se ven afectadas por la naturaleza de los
sustituyentes de imida.%® Esto es debido a que se mantiene la planariedad del
nucleo de perileno ocasionado por la presencia de los nodos en los niveles de
HOMO y LUMO en los nitrégenos de imida, lo que reduce al minimo el
acoplamiento entre las unidades de PDIs y los sustituyentes en la posicion
imidica.>®

Por otro lado, los PDIs pueden ser funcionalizados en otras posiciones
que si logran tener una influencia significativa en las propiedades quimicas y
fisicas, pues conducen a la distorsion del nicleo de perileno® y esto puede
determinar qué campo de aplicacién es mas adecuado. Debido a los elementos
de simetria del perileno, se identifican tres posiciones diferentes (Figura 2):
peri, orto y bahia.®

8 Dubey, R. K.; Westerveld, N.; Grozema, F. C.; Sudhdlter, E. J. R.; Jager, W. F. Org. Lett.
2015, 17 (8), 1882—1885.
89 Pagoaga, B.; Giraudet, L.; Hoffmann, N. European J. Org. Chem. 2014 (24), 5178-5195.
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Figura 2. Perilenotetracarboxi-3,4:9,10-diimida con las posiciones numeradas.

De éstas, la mas comunmente utilizada es la posicion bahia, que ha
representado un gran avance en la quimica del perileno. En los ultimos anos,
se han desarrollado métodos sintéticos apropiados para funcionalizar estas
posiciones. Entre éstos se encuentra la sustitucion selectiva de hasta cuatro
posiciones bahia (1, 6, 7, 12), tomando ventaja las reacciones de
halogenacién.® Estos perilenos dianhidridos pueden reaccionar primero con los
halégenos bajo la influencia de disolventes acidos para formar los compuestos
halogenados en las posiciones bahia del PDI, luego producirse las reacciones
de imidacion en las posiciones peri del perileno, método reportado a finales de
los 80 por Seybold y sus colaboradores en BASF.%° Posteriormente, se pueden
realizar sustituciones nucleofilicas y reacciones catalizadas por metal. Los
principales productos de sustitucion de los atomos de halégeno fueron
derivados de perileno simétricos di- o tetra-sustituidos®® (Figura 3).

La introduccion de grupos muy voluminosos en las posiciones bahia del
perileno puede suprimir en gran medida el apilamiento (r stacking) que sufren
estos compuestos debido a la repulsién estérica entre esos grupos. Como
consecuencia de ello, el centro de la molécula de perilenodiimida se torsiona,
aparece un cierto angulo de torsion entre las dos unidades de naftaleno
monoimida que lo constituyen, lo que evita la formacion de agregados por

9 (a) Syebold, G., Wagenblast, G. Dyes. Pigm. 1989, 11, 303-317; (b) Rogovik, V. I., Gutnik, L.
F. Zhurnal Organicheskoi Khimii 1988, 24, 635—639.
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interacciones T-T1 y aumenta la solubilidad del compuesto y con ello su
procesabilidad, ademas de modificar su fluorescencia y coloracion.®’

Oy 0.0 Oy 0._0 0y 0. 0O

OO oo OO
Br.

0 T A et S

o“To" o 0“0 o 0”0”0

3 3
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Figura 3. Preparacion de PDI con varios sustituyentes en posicién bahia.

Asimismo, estas posiciones se ven afectadas por la naturaleza de los
grupos que se estan introduciendo. Al sustituir las posiciones bahia del perileno
con grupos hidrofébicos se produce un desplazamiento batocromico del
maximo de absorcidn y emision del perileno.®? Un ejemplo de ello son los PDIs
con cuatro grupos fenoxi en las posiciones bahia, estos exhiben absorcién
desplazada batocromicamente (mas de 50 nm) en comparaciéon con PDIs no
sustituidos, pero conservan su alta fluorescencia en disolucion (el rendimiento
cuantico de fluorescencia de tetrafenoxi-PDIs permanece cerca de la unidad).®
Asi se obtienen cromoforos que absorben practicamente en todo el espectro
del visible y parte del IR cercano.®* Mientras que la introduccion de grupos
hidrofilicos no modifica apenas el desplazamiento de las bandas de absorcion
respecto al perileno sin sustituyentes.%

91 Shoaee, S., Clarke, T. M., Huang, C., Barlow, S., Marder, S. R ., Heeney, M., McCulloch, 1.,
Durrant, J. R. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 12919-12926.

92 Quante, H., Muller, K. Angew Chem. 1995, 34:1323-1325.

9 Li, C., Wonneberger, H. Adv. Mater. 2012, 24 (5), 613—-636.

% (a) Li, C., Liu, M. Y., Pschirer, N. G., Baumgarten, M., Millen, K. Chem. Rev. 2010, 110,
6817—6855; (b) Figueira-Duarte, T. M., Millen, K. Chem. Rev. 2011, 111, 7260-7314; (c)
Grimsdale, A. C., Millen, K. Adv. Polym. Sci. 2006, 199, 1-82; (d) He, F., Yu, L. J. Phys. Chem.
Lett. 2011, 2, 3102-3113; (e) Brabec, C. J., Heeney, M., McCulloch, I., Nelson, J. Chem. Soc.
Rev. 2011, 40, 1185—-1199.
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La sintesis de PDI se ha basado mayoritariamente en el disefio de PDI
simétricos, sin embargo, en los ultimos afos, ha cobrado interés el estudio de
PDI no simétricos con diferentes sustituyentes en cada uno de los grupos
imida. Los intentos de obtener compuestos de este tipo a partir de PDA con
adicién simultanea o secuencial de dos aminas diferentes normalmente no
tienen éxito debido a diferencias en la reactividad de las aminas con PDA. Por
lo general, s6lo se observan rastros de los productos deseados, siendo las
especies dominantes los dos PDI simétricos.®® Por consiguiente, los PDI de
este tipo se suelen sintetizar utilizando métodos donde se involucran pasos
mas complejos.88 Uno de estos métodos se basa en hidrdlisis parcial de PDlIs
simétricas a compuestos de monoanhidrido de perileno monoimida, una
reaccion que da un rendimiento de 50%. La imidacion del anhidrido imida mixto
con una segunda amina o anilina proporciona la PDI asimétrica deseada
(Figura 4), método resefiado por lverson y colaboradores® a finales de los
noventa. Una de las aplicaciones mas relevantes para este tipo de PDI
asimétricas es como estabilizador de la G-quadruplex del ADN.®7

RNH2 RNHz
1-n- butanoIIHZO t-butanol 1-n- butanoIleo
0“0~ 0 (o} N (o} 0“0~ o o N o

Figura 4. Método para la preparacién de PDI asimétrico con diferentes sustituyentes en
posicion peri.

Sin embargo, pocos son los trabajos en los que se describe la sintesis
de PDIs asimétricas en posicion bahia en donde los derivados disustituido y
monosutituido del PDI sea el centro del estudio. Los grupos introducidos
reseflados por la literatura son generalmente fenoles pero, para su
introduccion, es fundamental la presencia de un grupo que retire electrones del
resto fenol para disminuir su capacidad nucleofilica y solo sustituya una de las
posiciones con un halégeno, dando asi PDIs asimétricas sustituidas con fenoxi

% Nagao, Y. Prog. Org. Chem. 1997, 31, 43-49.

% |verson, I. K., Tam-Chang, S.-W. J. Am. Chem. Soc. 1999. 121, 5801-5802.

97 (a) Dincalp, H.; Avcibasi, N.; Icli, S. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 2007, 185 (1), 1-12;
(b) Dincalp, H.; Kizilok, O. Hakli; Birel, S. Icli. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 2012, 235,
40-48.
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en posiciones bahia®® (Figura 5). Una de las aplicaciones de este tipo de PDI

es en la fotoelectronica organica.%
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Figura 5. Ejemplo de sintesis de PDI asimétrico en posicidn bahia.

En los ultimos afios ha aumentado el interés en el disefio y sintesis de
los derivados de PDI, con el fin de aplicarlos en el campo de imagenes
celulares. La clave en la imagen celular es tener un marcador con alta
especificidad que permita comprender y rastrear procesos en detalle.®® Las
técnicas de bioimagen se basan principalmente en la capacidad de
fluorescencia que tienen algunas moléculas presentes en los organismos de los
seres vivos. En los tejidos, algunas moléculas y células tienen propiedades
fluorescentes. Sin embargo, para visualizar aquellas que no son fluorescentes,
se utilizan proteinas fluorescentes, especialmente de la medusa y el coral.

% Zhao, H., Zhang, Y. Y., Xu, H., He, Z. M., Zhang, Z. L., Zhang, H. Q. Tetrahedron 2015, 71
(40), 7752-7757.
99 Xu, Z., He, B., Shen, J., Yang, W., Yin, M. Chem. Commun. 2013, 49 (35), 3646-3648.
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También se incorporan anticuerpos a los que previamente se les ha tratado con
un colorante fluorescente.

Para el estudio de estas propiedades fluorescentes en las células, la
técnica mas adecuada es la microscopia confocal, que es una forma de
microscopia de fluorescencia de seccidn optica, que permite obtener imagenes
de secciones de un objeto grueso, una célula o tejido, a través de la realizacién
de cortes digitales para observar el interior. Los colorantes y las sondas
fluorescentes son componentes clave en el estudio de muestras biolégicas
mediante microscopia de fluorescencia.'®® Mientras que muchos colorantes
fluorescentes disponibles comercialmente han sido utilizados de manera
efectiva en microscopia confocal, la mayoria presentan una utilidad muy
limitada por lo que tienen escasa aplicacion en sistemas de deteccion
avanzados.

Las caracteristicas luminiscentes de las estructuras programadas en el
capitulo los hacen excelentes candidatos para su utilidad en bioimagen. La
combinacion de cromoforos de perilenodiimidas permite obtener estructuras
multicomponentes que pueden tener una alta eficacia. Estas estructuras
sintetizadas pueden ser de gran utilidad como sondas fluorescentes en
microscopia de imagen confocal a través de su internalizacion y localizacion en
células vivas, por lo que se estudiara su potencial aplicacién en bioimagen para
resolver problemas de deteccion que no pueden resolverse mediante las
técnicas ordinarias. Se pretende utilizar estos nuevos materiales organicos en
investigacion biomédica generando materiales que puedan ser empleados
como quimiosensores fluorescentes intracelulares.

Por esta razén, en este capitulo nos centraremos en el disefio de PDI
simétricas y disimétricas para su aplicacion en la utilizacion de marcadores a
nivel celular. Con este objetivo las sondas basadas en PDI que se disefaron
presentan modificaciones en las regiones bahia y peri, la primera con grupos
hidrofilicos e hidrofébicos, la segunda con grupos como trialcoxisilanos,
mupirocina y testosterona, con el fin de mejorar su solubilidad y fluorescencia
en medios mas polares y, de esta forma, poder aprovechar sus propiedades
Opticas y fisicas a nivel celular. Ademas, se comprobara que colorantes
resultan ser biocompatibles y funcionan en células vivas, para ello, se
realizaran estudios de fluorescencia de imagen en microscopia.

100 Collado, D., Remén, P., Vida, Y., Najera, F., Sen, P., Pischel, U., Perez-Inestrosa, E. Chem.
Asian J. 2014, 9, 797-804.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La primera parte del trabajo consistio en funcionalizar en la posicion
imida el 1,6,7,12-tetracloro-PDA con una amina que poseia una posicion
anclable, la 4-Boc-aminopiperidina, de forma que al variar los grupos imida, se
pueda cambiar la solubilidad y las propiedades del PDI. También se
funcionalizaron las posiciones bahia del PDI con la introduccién de dos grupos
diferentes de especies aceptores de carga (GAC, grupo atractor de electrones)
que afectan drasticamente a las propiedades Opticas y electronicas de las
PDIs, obteniéndose asi las PDIs disimétricas.

Diseio y sintesis de derivados de PDI simétricas

La estrategia sintética llevada a cabo para la obtencién de las moléculas
objetivo, donde nos centraremos en primer lugar en las PDI simétricas, se
resume en el siguiente esquema de sintesis de la figura 6.
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Figura 6. Esquema de reaccion de derivados de perilenodiimida simétricos.

El derivado tetraclorado de perilenodiimida, DR3, ha sido sintetizado a
partir de 1,6,7,12-tetracloroperileno-3,4:9,10-tetracarboxil dianhidrido
comercial 1. La imidacion de 1 con 4-Boc-aminopiperidina es llevada a cabo en
condiciones ya optimizadas en el laboratorio, con un 95% de rendimiento. La
sustituciéon nucleofilica de hasta 4 atomos de cloro por grupos 3,5-
bis(trifluorometil)fenoxi da los compuestos DR4 y DR4.1.

Optimizacién de las condiciones de reaccion

Se optimizaron las condiciones para la obtencién del PDI tretrasustituido,
pues seria el producto de partida para la siguiente serie de familia que se
sintetizaria. Se llevaron a cabo transformaciones altamente selectivas con NaH
y Cul en DMF. La presencia de NaH facilita la ionizacién del fenol y el uso de
carbonato de cesio en exceso aumenta el caracter nucledfilo de los aniones
derivados de 3,5-bis(trifluorometil)fenol. Por otro lado, para completar la
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reaccion rapidamente, se utilizaron como agentes complejantes para la
estabilizacién del Cu(l) presente en la reaccion, la 1,10-fenantrolina y la 4,4-
dimetoxi-2,2-bipiridina, obteniendo un mejor rendimiento con la 1,10-
fenantrolina (Tabla 1). Por ultimo, se tomo6 en cuenta la relacidon molar de 1:4
para el tetracloro-PDI y el fenol utilizado para asegurar la sustitucion de los
cuatro grupos cloro por un mecanismo de eliminacion-adicion.

Se realizaron otros experimentos para optimizar esta transformacion vy,
en particular, para aumentar la conversién, entre ellos el tiempo de reaccion.
Utilizando las condiciones descritas en la entrada 1 se aumenté el tiempo de
reaccion a 2 y 3 horas, sin obtener cambios significativos en la cromatografia
de placa fina (TLC), observandose una descomposicion del compuesto
deseado cuando el tiempo de reaccion es 4 horas o se aumenta la temperatura
a 180 grados (entrada 3). Bajo las condiciones descritas en la entrada 1, se
aislé el DR4 con un rendimiento del 51%. Los intentos adicionales para mejorar
el rendimiento aumentando adicionalmente las cantidades de Cul y del agente
complejante no tuvieron éxito (entrada 2). Como disolvente se utiliza DMF, no
se indican sus equivalentes.
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Tabla 1. Condiciones de reaccion para la sustituciéon nucleofilica de grupos
hidrofobicos en las posiciones bahia del PDI.

Ent Reactivos Equivalentes T Temp. Rend 4 Rend 4.1
1 NaH:CgH4FsO:DMF:Cul: o-fenantrolina:CsCO3:4CI-PDI 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1h 110°C 51% 29%
2 NaH:CsH4FsO:DMF:Cul: o-fenantrolina:CsCO3:4CI-PDI  1:4.5:3:6:12:1 1h 110°C - -

3 NaH:CsH4FsO:DMF:CUI: o-fenantrolina:CsCO3:4CI-PDI 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1h 180°C - -

4 NaH:CgHsFsO:DMF:Cul:4,4’ -dimetoxi-2,2’- 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1h 110°C 12% 40%

bipiridina:CsCO3:4CI-PDI

Caracterizaciéon de los compuestos

La estructura de los compuestos DR4 y DR4.1 quedaron confirmadas
mediante las técnicas habituales de caracterizacion en sintesis organica. Los
espectros de RMN de protén (Figura 7) presentan caracteristicas similares, en
la zona entre 8.16 ppm y 7.58 ppm correspondientes a los protones unidos a
los fenoles introducidos, mientras que entre 7.26 y 7.25 ppm se muestran las
senales que corresponden a los protones en posicion peri del PDI. En campo
alto, entre 1.48 y 5.18 ppm, se ven las sefiales de los metilos del grupo boc en
torno a 1.48 ppm y que integra 18 protones, asi como la sefial caracteristica de
estos PDI en torno a 5.10 que integra dos protones y corresponde al -CH-
unido al atomo de nitrégeno del grupo imida.
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Figura 7. Comparacioén de los espectros de 1H-RMN de los compuestos DR4 y DR4.1.
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El espectro de carbono 13 de los compuestos DR4 y DR4.1 (Figura 8)
muestra cuatro sefales de baja intensidad entre 162.7 ppm y 154.4 ppm,
correspondientes a los grupos carbonilo del PDI, del grupo boc y las sefnales C-
O del fenol. Entre 135.8 y 118.6 ppm se observan los carbonos del esqueleto
de PDI y fenol, exceptuando la sefal a 124.7 que corresponde al carbono
cuaternario unido a los atomos de fluor; en esta zona se aprecia un mayor
apilamiento de las senales para el DR4. Por ultimo, a campo alto, de 44.3 ppm
a 28.3 ppm, se observan las senales CHz2y CHzs del grupo boc y piperidina.

DR4.0

WLFAULWKW‘J‘JUMWWA\) ‘\ Wud (W

DR4.1

N -

o 95 90
f1 (ppm)

Figura 8. Comparacion de los espectros de cabono 13 para los compuestos DR4 y DR4.1.

También se realizaron los espectros de '°F, los cuales presentaron tres
sefales -63.33, -63.49 y -63.70 ppm (Figura 9) que muestran la multiplicidad
del enlace C-F. Los espectros FTIR muestran las bandas caracteristicas del
grupo imida a 1668 cm™ y la sefal caracteristica del grupo carbonilo a
1700 cm™ para los dos compuestos. Finalmente, la estructura de los
compuestos quedd confirmada mediante espectrometria de masas de alta
resolucidn (masa exacta del ion molecular contrastada con un patron).
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Figura 9. Comparacion de los espectros de '°F para los compuestos DR4 y DR4.1.

A continuacion se prepararon una serie de sondas, tomando DR4 como
producto de partida, que fueron ancladas sobre silica y, posteriormente, serian
empleadas en la deteccidon de enterotoxinas en colaboracién con otros grupos
de investigacion que poseen los recursos metodolégicos necesarios para
desarrollar esta parte de la investigacién (parte del proyecto SNIFFER). En la
figura 10 se presenta la ruta de sintesis empleada.

En primer lugar, desprotegemos el cromoéforo DR4 disolviéndolo en
diclorometano (DCM) y agregando acido trifluoroacético (TFA) a la solucién a
temperatura ambiente, dejandolo agitar durante 2 horas. Mediante la
caracterizacion de DR6 por RMN de protén se observd la eliminacion de la
sefial correspondiente al grupo boc en 1.48 ppm (Figura 11). También fue
corroborada la desproteccion del compuesto por la espectrometria de masas,
realizada mediante la técnica MALDI. Observandose el ién [M]* (m/z) =
1469.2139. Posteriormente, el compuesto DR6 se hace reaccionar
secuencialmente con (3-isocianatopropil)trietoxisilano que dara los
correspondientes compuestos mono (DR7.1) y bis-sillados (DR7).
Seguidamente seran ancladas a la superficie de la correspondiente matriz
inerte de silice por medio de grupos enlazantes (procedimiento que sera
realizado en otro grupo de investigacion dentro de las tareas del proyecto
SNIFFER). Asi, moléculas silanizadas apropiadamente pueden ser
inmovilizadas sobre la superficie de silice. La formacion del grupo ureido en el
aducto frecuentemente aumenta la solubilidad de los fluoroéforos organicos en
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disolventes polares, a concentraciones utiles para la funcionalizacién de las
superficies.

CF3 TFA, DCM Fsc CF3
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Figura 10. Ruta de sintesis empleada para la formacion de trietoxisilil-derivados de las PDI.
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Figura 11. Espectro de RMN de protén del compuesto DR6.

El espectro de resonancia magnética nuclear de proton de DR7 muestra
las sefales de los hidrégenos aromaticos como singletes a 8.18, 7.61 vy
7.29 ppm, mientras que el DR7.1 muestra las sefiales en esas mismas
posiciones pero en forma de doblete debido a que se rompe la simetria de la
PDI en una de la posiciones peri. Es caracteristica la senal del CH- unido al
nitrogeno imidico, que aparece como multiplete entre 5.14-5.08 ppm.
Finalmente, en campo alto aparecen las sefiales de cadenas alquilicas del
grupo trietoxisilano y de la piperidina en donde se observa mayor multiplicidad
de sefiales en DR7.1 por la formacion del PDI disimétrico (Figura 12).
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Figura 12. RMN de protén de los compuestos DR7 y DR7.1.
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La estructura de estas moléculas quedd también confirmada mediante
resonancia magnética nuclear de carbono 13 (figura 13). Para ambos
compuestos se observan cuatro sefales a desplazamientos quimicos entre 162
y 154 ppm correspondientes a los grupos C=0 y C-O, siendo el mas
desapantallado el carbono carbonilico del PDI. La diferencia para el compuesto
DR7.1 es la aparicion de senales en forma de dobletes por la distinta
sustitucién del mismo. En la zona de desplazamiento quimico entre 118 vy
134 ppm se ven las sefales de los carbonos del nucleo aromatico del perileno
junto con las senales del grupo fenoxi. Finalmente, a campo alto, se aprecian
las senales de la cadena alifatica y del grupo piperidina, donde no se observan
diferencias significativas entre ambos compuestos. Entre estas sefales, es
caracteristica la sefial que se observa en torno a 58 ppm, que corresponde a
los carbonos metilénicos de los grupos etoxisilano, la sefial a 18 ppm, la cual
puede asignarse a los metilos de los grupos etoxisilano y la sefial a 7 ppm que
corresponde al grupo CH2-Si de la cadena de silano.
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Figura 13. Espectros de RMN de carbono 13 para DR7 y DR7.1.

El estudio estructural mediante espectroscopia infrarroja refleja las
bandas caracteristicas del grupo imida a 1668 cm™' para ambos compuestos,
ademas, de la banda 1702 cm™ para el grupo carbonilo de la urea de la cadena
del silano. También se observa la banda a 3426 cm™ que corresponde al
enlace N-H de la amina secundaria desprotegida para el compuesto DR7.1. Por
ultimo, la espectrometria de masas, realizada mediante la técnica MALDI,
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confirmd la estructura de los compuestos. Observandose el ién [M]* a (m/z) =
1917.4368 en DR7 y (m/z) = 1716.3628 en DR7.1

Diseno y sintesis de PDI simétricas orientadas al estudio de células.

Por otro lado, también se sintetizaron dos sondas partiendo de DR6 para
el anclaje de dos grupos de interés como son: un derivado de la testosterona y
la mupirocina. El primero, para ser probado en células y estabilizador de la G-
quadruplex; el segundo, para ser testado en células de piel (por otro grupo de
investigacion). Para ello, DR4 se desprotege en el grupo amino mediante
reaccion con acido trifluoroacético, como se ha explicado anteriormente. Luego,
es unido el grupo carboxilo (C-terminal) de la testoterona o mupirocina con el
grupo amino (N-terminal) del PDI (Figura 14). Para ello, el acoplamiento
peptidico se realizd6 mediante condiciones clasicas, utilizando el PyBOP como
agente acoplante, DIPEA como base y DCM como disolvente durante 2 horas,
para obtener un rendimiento de 91% para el DR19 y 56% para el DR22.
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Figura 14 Ruta de sintesis para el anclaje de un derivado de testosterona y mupirocina en PDI.

Caracterizacion de los compuestos DR19 y DR22

El espectro de resonancia magnética nuclear de proton de DR19 y DR22
muestra las mismas sefales de los hidrogenos aromaticos como singletes en
8.19, 7.61 y 7.29 ppm. También es similar la senal caracteristica del CH- unido
al nitrogeno imidico, que aparece como multiplete entre 5.23-5.17 ppm.
Finalmente, en campo alto aparecen las sefiales muy diferenciadas de la
testoterona y mupirocina, en esta ultima se observa una mayor multiplicidad de
sefales correspondiente a las largas cadenas alquilicas que la componen
(Figura 15).
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Figura 15. Espectro de RMN de proton de los compuestos DR19 y DR22.

El estudio estructural mediante espectroscopia infrarroja refleja las
bandas caracteristicas del grupo imida a 1667 cm™' para ambos compuestos,
ademas de la banda 1694 cm™ para el grupo carbonilo del éster. También
presenta la banda a 1732 cm™' que corresponde al grupo carbonilo de la amida.
Por ultimo, la espectrometria de masas, realizada mediante la técnica MALDI,
confirmd la estructura de los compuestos. Observandose el ién [M]* a (m/z) =
2261.6928 en DR19 y (m/z) = 2455.7965 en DR22.

Propiedades épticas de las PDIs simétricas

Se registraron los espectros de absorcidon UV-vis de los diferentes
compuestos obtenidos en la seccién anterior en una variedad de disolventes
con polaridad variable a temperatura ambiente y concentracion de 10 yM
(Figura 16).
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Figura 16. Espectro de absorcion normalizado de los compuestos DR4, DR4.1, DR19 y DR22.

En primer lugar, se puede apreciar un aumento de la solubilidad, en
solventes mas polares, como el DMSO y MeOH, para los compuestos DR22 y
DR19, debido a la introducciéon de grupos de mayor tamafio (derivado de la
testosterona y la mupirocina) en el nitrégeno imida.'®" Mientras que, para los
compuestos DR4 y DR4.1 no se observan diferencias significativas, por lo que
el aumento de sustituyentes en posicion bahia no influye en el incremento de la
solubilidad de los compuestos. Sin embargo, si es notorio para el compuesto
DR4 presente un desplazamiento batocromico al rojo de unos 10 nm, con
respecto a DR4.1, producto de la introduccion de los grupos fenoxi que amplia
el sistema de conjugacioén del nucleo de PDI (Figura 17).

101 Wirthner, F. Chem. Commun. 2004. 1564—1579.
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Figura 17. Espectros de absorcién UV-vis (linea sélida) y emisién (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR4, DR4.1, DR19 (lexc = 420 nm) y DR22 (Aexc = 497 nm)
en DCM.

Para todos los compuestos se tiene una absorcion integrada en una
amplia region de longitud de onda entre 440-600 nm, propiedad que hace que
los compuestos posean aplicaciones fotovoltaicas. Asimismo, se aprecia un
desplazamiento batocromico por el aumento de la polaridad del disolvente, es
decir, la longitud de onda se desplaza hacia longitudes de onda mas largas o
de menor energia. La absorcion espectral de todos los compuestos presenta
tres bandas de absorcién alrededor de 535, 498 y 430 nm. Estas bandas de
transicion vibracional So-S1 (535 y 498 nm), So-S2 (430 nm) se encuentran
dominadas por transiciones 11-1r del anillo aromatico.'%?

Los espectros de emision de los diferentes compuestos obtenidos en la
seccion anterior en una variedad de disolventes con polaridad variable a
temperatura ambiente y concentracién de 10 yM se muestran en la figura 18.

192 Kavery, E.; Nagarajan, N.; Paramaguru, G.; Renganathan, R. Spectrochim. Acta - Part A
Mol. Biomol. Spectrosc. 2015, 146, 13-23.
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Figura 18. Espectro de emisién de los compuestos DR4, DR4.1, DR19 (Aexc= 420 nm) y DR22
(7\,exc=497 nm).

Todos los compuestos presentan dos picos de fluorescencia en el rango
de 560 a 580 nm y 580 a 640 nm. Por la polaridad del disolvente se puede
apreciar un cambio batocromico de aproximadamente 20 nm para el DR4.0 y
DR4.1 en los espectro de fluorescencia. En el caso de DR19 y DR22 el cambio
batocromico fue de 17 y 10 nm, respectivamente. Esto sugiere que el estado
excitado es ligeramente mas polar en naturaleza que el estado fundamental.
De acuerdo con el solvatocromismo positivo (desplazamiento en rojo), la
estabilizacion de la molécula en el primer estado excitado es mas relativa a la
del estado fundamental con el aumento de la polaridad del disolvente.’® El
maximo de emision para DR4 y DR4.1 en diclorometano fue de 573 y 566 nm,
respectivamente, lo que indica un desplazamiento de Stokes de 39 y 41 nm
para cada uno de los compuestos (Figura 17). Estos datos demuestran que el

03 Saeed, A.; Shabir, G. Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 2014, 133, 7-12.
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desplazamiento de Stokes disminuyé con la introducciéon de grupos fenoxi en
las posiciones bahia del PDI.

Es importante destacar que para todos los compuestos las bandas de
absorcion y emision son bastante anchas, debido a una progresion vibronica
pronunciada y al trastorno conformacional impartido por el cromoforo
torsionado en el nucleo de perilenodiimida.

En la mayoria de los casos, los rendimientos cuanticos de fluorescencia
son casi uniformes, y los tiempos de vida del singlete excitado son bastante
largos (aproximadamente 5 ns en disolventes organicos comunes, Tabla 2).
Para todos los compuestos se obtuvo un solo tiempo de vida y los
decaimientos fueron mono-exponenciales.

Tabla 2. Propiedades fisicas de los compuestos DR4.0, DR4.1, DR19 y
DR22.

Compuesto  Disolvente @f f (ns) Pf (°C)
DR4 DCM 0.98 5.49 >350
DR4.1 CHCIs 0.82 5.59 >350
DR19 CHCIs 0.95 5.45 >350
DR22 DCM 0.62 5.35 >350

Para el compuesto DR4 y DR19 los parametros son muy similares, lo
cual puede explicarse por los atomos de nitrégeno que estan localizados en
planos nodales tanto en el HOMO como en el LUMO. Por consiguiente, se
espera que los efectos de la sustitucidon de imida en las energias orbitales
fronterizas sean inductivos por naturaleza y, por lo tanto, similares tanto para el
HOMO como para el LUMO, lo que conduce a un pequeio cambio no
significativo en las propiedades fisicas. Sin embargo, se observa un aumento
en el rendimiento cuantico cuando se aumentan los grupos fenoxi en posicién
bahia (para DR4 y DR4.1) producto del trastorno conformacional que presenta
el nucleo del PDI.

Es notoria la diferencia del rendimiento cuantico obtenido para el
compuesto DR22, lo que sugiere que puede existir interaccion entre la PDI
base y la mupirocina introducida en posicién peri. Las interacciones inducen
cierta degradacién no radiativa en la excitacion, lo que puede reducir los
rendimientos cuanticos de fluorescencia de forma significativa. Este fendmeno
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también se ha encontrado para otros derivados del PDI, por esta misma razén,
es atribuible que presente el menor tiempo de vida.'%

Diseno y sintesis de PDI disimétricas

Como se ha comentado en la Introduccién de este Capitulo, la
preparacion de PDIs con distintos sustituyentes en posicion bahia es
complicada y se han descritos escasos procedimientos para su sintesis.
Considerando esta falta de meétodos, nos propusimos como objetivo el
desarrollo de una nueva ruta sintética para acceder a las PDI disimétricas. Con
este proposito, se planted el siguiente disefio sintético (Figura 19).

Para el disefio de PDI disimétricas se utilizé la sustitucion nucleofilica
catalizada por metal de los atomos de halégeno derivados del perileno
simétrico tetrasustituido (DR3). Primero, se introduciria un fenol con grupos
hidrofébicos y luego se realizaria la misma reaccion con un fenol con grupos
hidrofilicos.

Figura 19. Ruta sintética para la obtencion de PDI disimétricos.

04 Wang, F., Chen, Y. L., Li, R. J.,, Wang, S. Q., Su, W., Ma, P., Wasielewski, M. R., Li, X. Y.,
Jiang, J. Z. Langmuir 2007, 23, 5836-5842.
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Para un mayor aprovechamiento de los compuestos sintetizados en la
seccion anterior, se procedid a utilizar como producto de partida el compuesto
DR4.1 que presentaba en las posiciones 1 y 7 un grupo fenoxi con grupos
hidrofébicos.

En la seccion anterior, para la introduccién del fenol con grupos
hidrofobicos en posicion bahia del PDI, se utiliz6 NaH, para facilitar la
ionizacion del fenol, DMF como disolvente, como catalizador el Cul, CsCO3
para aumentar el caracter nucledfilo del fenol y un agente complejante.
Empleando esta misma estrategia, se ensayé la sustitucion nucleofilica ahora
con grupos hidrofilicos para la preparacion de los derivados disimétricos de
PDI, resultando tres compuestos diferentes que se resumen en la figura 20.

CF3
F3C

o O ClI o A(
3 HOBRO

c1o
CF,
FsC
DR4.1

NaH, C10H1005,
Mw 1h DMF, Cul,
110 °C 4,4-dimetoxi-2,2-bipiridina
CsCO;

Figura 20. Sintesis de PDIs disimétricas en posicion bahia.
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En este caso se hicieron pruebas con diferentes agentes complejantes,
la reaccién no tuvo éxito en presencia de 1,10-fenatrolina o 1,10-fenantrolin-5-
amina. Aunque se obtiene un mejor rendimiento de los compuestos con la 1,10-
fenantrolin-5,6-diona (entrada 4, 5 y 6), se opt6 por utilizar la 4,4-dimetoxi-2,2-
bipiridina (entrada 1, 2 y 3) por razones de disponibilidad del producto (tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento de los productos variando solo el agente complejante.
Entrada Material de partida Agente complejante Producto Rto (%)

1 20 mg 1* DR5.0 38
2 20 mg 1 DR5.1 16
3 20 mg 1 DR5.2 27
4 20 mg 2% DR5.0 57
5 20 mg 2 DR5.1 44
6 20 mg 2 DR5.2 44

* 4,4-dimetoxi-2,2-bipiridina **1,10-fenantrolin-5,6-diona

Caracterizacion de las PDI disimétricas

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén de los tres
productos finales son muy diferentes, como era de esperarse, en campo bajo.
Aparece la sefial mas desapantallada del proton cercano al atomo de cloro en
8.68 ppm en DRS5.0, que posteriormente desaparece en DR5.1 y DR5.2, por la
introduccion de 2 fenoxi. Ademas, se observa una sefial en 8.65 ppm
relacionada al proton del fenol entrante que se mantiene en todos los
espectros. También se aprecia como la sefales correspondientes a los
protones del fenoxi con grupos hidrofobicos van desapareciendo en 7.63, 7.48
y 7.32 ppm. Asi como se intensifican las sefiales y aumenta la multiplicidad en
los protones correspondientes al fenoxi con grupos hidrofilicos en 8.32 y 8.16
ppm. En campo alto, las sefales son similares, aunque en 3.90 ppm se
intensifica y multiplica la sefal por el aumento del numero de metilos del grupo
hidrofilo que se esta introduciendo (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de RMN de proton de los compuestos DR5.0, DR5.1 y DR5.2.

El espectro de carbono de DR5.1 muestra un menor numero de senales
debido al centro de simetria que presenta el compuesto, pues los grupos
procedentes de los fenoles hidrofébicos y hidrofilicos se encuentran en
posiciones opuestas y equidistantes en el anillo de PDI. La sefales
correspondientes a los grupos carbonilo del PDI, del grupo boc y las senales C-
O del fenol aparecen entre 164 y 150 ppm. En la zona de desplazamiento
quimico entre 136 y 120 ppm se pueden apreciar los carbonos sp? del nucleo
de PDI y de los fenoles, se observa un mayor apilamiento de las senales para
el DR5.2. Por ultimo, a campo alto se observan las senales correspondientes a
los CHz2y CHs del grupo boc, piperidina y del fenol (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de carbono 13 para DR5.0, DR5.1 y DR5.2.

Los espectros de infrarrojo muestran las bandas caracteristicas del
grupo carbonilo del éster a 1731 cm-', grupo carbamato a 1703 cm-' y del grupo
imida a 1661 cm™', coincidiendo las sefales para los tres compuestos.
Finalmente, la estructura de los PDI disimétricos quedd confirmada mediante
espectrometria de masas.

Propiedades 6pticas de las PDI disimétricas

Se registraron los espectros de absorcidon UV-vis de los diferentes
colorantes obtenidos en una variedad de disolventes con polaridad variable a
temperatura ambiente y concentracion de 10 yM (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de absorcion de los compuestos DR4.1, DR5.0, DR5.1 y DR5.2.

En primer lugar, se puede apreciar aumento de la solubilidad en
disolventes mas polares, como el MeOH y DMSO, para los compuestos,
producto de la introduccion de los grupos fenoxi que poseian los grupos
hidrofilicos, un efecto solo visto hasta ahora en la sustitucién de los grupos
imida. Se tiene una absorcion integrada en una amplia region de longitud de
onda entre 360-600 nm. Asimismo, se aprecia un desplazamiento batocromico
por el aumento de la polaridad del disolvente, es decir, la longitud de onda se
desplaza hacia longitudes de onda de menor energia.

Ademas, es notorio que el compuesto DR5.0 presenta un
desplazamiento batocromico al rojo de unos 8 nm, con respecto a DR4.1,
producto de la introduccion en posicién bahia de un grupo fenoxi hidrofilico,
cuya presencia es mas pronunciada en los compuesto DR5.1 y DR5.2 donde el
desplazamiento batocromico es mayor (hasta 12 nm, figura 24), debido a que
se amplia el sistema de conjugacion en los fenoles.
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Figura 24. Espectros de absorcion Uv-Vis (linea sdélida) y emision (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR 4.1, DR5, DR5.1 y DR5.2 (Aexc = 423 nm) en CDCls.

Los espectros de emision de los diferentes compuestos en una variedad
de disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y concentracion
de 10 yM se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Espectro emision de los compuestos DR4.1, DR5.0, DR5.1 y DR5.2 (Aexc = 423 nm).

Los compuestos presentan dos picos de fluorescencia en el rango de
555 a 579 nm y 600 a 650nm. Por la polaridad del disolvente se puede apreciar
un cambio batocromico de aproximadamente 19 y 18 nm para el DR4.1 y
DR5.1, respectivamente, en los espectro de fluorescencia. En el caso de DR5 y
DR5.2 el cambio batocrémico fue de 8 y 12 nm, respectivamente. De acuerdo
con el solvatocromismo positivo (desplazamiento al rojo), la estabilizacion de la
molécula en el primer estado excitado es mas relativa a la del estado
fundamental, esto sugiere que el estado excitado es ligeramente mas polar en
naturaleza que el estado fundamental.

El desplazamiento de Stokes para los compuestos DR5.0, DR5.1 y
DR5.2 fue de 36, 39 y 37 nm mientras que para DR4.1 fue de 43 nm. Esto
demuestra que la introduccién de grupos fenoxi hidrofilicos en posiciones bahia
del PDI disminuye el desplazamiento de Stokes (Figura 24). También, muestra
que la introduccion de estos grupos al sistema de conjugacion del PDI
contribuye al desplazamiento en rojo de las bandas de absorcion y emision,
probablemente debido a la ampliacion del sistema de conjugacion del PDI'% y
a la menor simetria causada por la sustitucion de estos grupos en posicidn
bahia.06

En la mayoria de los casos, los rendimientos cuanticos de fluorescencia
son casi uniformes y los tiempos de vida del singlete excitado son bastante
largos (aproximadamente 6 ns en disolventes organicos comunes, Tabla 3).
Para todos los compuestos se obtuvo un solo tiempo de vida y los
decaimientos fueron mono-exponenciales.

105 Sugiyasu, K., Fujita, N., Shinkai, S. Angew. Chem., Int. Ed. 2004, 43, 1229-1233.
06 He, X., Liu, H., Wang, N., Wang, S., Li, Y., Huang, C., Cui, S., Li, Y. Macromol. Rapid
Commun. 2005, 25,721-727.
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Tabla 3. Propiedades fisicas de los compuestos DR 4.1, DR5.0, DR5.1 y
DRS5.2.

Compuesto  Disolvente O 1t (NS) Pf (°C)
DR4.1 CHCIs 0.82 5.59 >350
DR5.0 DCM 0.92 6.00 >350
DR5.1 CHCIs 0.87 5.87 >350
DR5.2 CHCIs 0.95 6.07 >350

Para todos los sistemas de PDI formados el rendimiento cuantico
aumenta en comparacién con el compuesto de partida, lo que pudiera indicar
un efecto positivo en la introduccion de grupos fenoxi con grupos hidrofilicos
debido a que aumenta la probabilidad de transicion entre el estado singlete de
menor energia vibracional y el estado fundamental. La tabla muestra que el
efecto no es aditivo al numero de grupos hidréfilos presentes pero que si hay
una tendencia creciente. Sin embargo, este efecto disminuye en DR5.1, lo cual
pudiera explicarse por la conformacion coplanar que estaria formandose entre
los dos grupos diferentes de fenoxi presentes en la posicion bahia y el anillo del
PDI que podria darle cierta flexibilidad a la molécula.'”

Por las excelentes propiedades Opticas que presentan estas PDI
asimétricas decidimos seleccionar la que presentaba un mayor rendimiento
cuantico y tiempo de vida mas largo (DR5.2) para preparar una sonda
fluorogénica que sea testada en células. Probamos como en secciones
anteriores introduciendo un derivado de la testosterona en posicion peri para
este fin. La ruta sintética llevada a cabo se muestra en la figura 26.

En primer lugar desprotegemos el croméforo DR5.2 disolviéndolo en
DCM y agregando TFA a la solucion a temperatura ambiente por 2 horas. Por
la caracterizacion de DR20 mediante RMN de proton se observé la eliminacién
de la sefal correspondiente al grupo boc en 1.48 ppm (Figura 27). También fue
corroborada la desproteccion del compuesto por la espectrometria de masas,
realizada mediante la técnica MALDI, observandose el ion [M]* (m/z) =
1409.3330.

Luego se realiza el enlace entre el grupo carboxilo (C-terminal) de la
testosterona modificada con el grupo amino (N-terminal) del PDI de DR20. Para

07 Feng, J., Wang, D., Wang, S., Zhang, L., Li, X. Dye. Pigment. 2011, 89 (1), 23-28.
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ello, el acoplamiento peptidico se realizé mediante condiciones clasicas,
utilizando el PyBOP como agente acoplante y DIPEA como base en el seno de
DCM durante 2 horas para obtener un rendimiento del 80%.

Figura 26. Ruta de sintesis para el colorante DR21.
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Figura 27. Espectro de protén del compuesto DR20.

La estructura de la sonda fluorogénica sintetizada se confirmé mediante
las técnicas habituales en sintesis organica. El espectro de RMN de proton es
muy parecido en campo bajo al obtenido en DR5.2, las sefiales del nucleo de
3,5-dimetoxicarbonilfenoxi aparecen en 8.65, 8.32 y 8.16 ppm, mientras que las
sefales del 3,5-trifluorometilfenoxi se muestran en 7.65, 7.48 y 7.37 ppm. Las
sefales correspondientes al nucleo del PDI se muestran en 7.70 y 7.65 ppm.
Por otro lado, las sefales del derivado de la testosterona utilizado aparecen a
lo largo del espectro coincidiendo en desplazamiento quimico con DR19, sin
diferencias significativas en campo alto (Figura 28).

Por otro lado, en el espectro de RMN de '3C se observan las sefiales
caracteristicas de la testosterona y del metilo del isoftalato a valores bajos de
desplazamiento quimico. Se observan 8 sefiales de carbono 13
correspondientes a carbonos sp?. Mientras que las sefales caracteristicas del
carbono sp relacionado con el grupo carbonilo aparecen a 195, 171, 165 y
162 ppm de los grupos cetona y acetato de la testosterona, el carbonilo del
isoftalato e imida, respectivamente. La estructura de estas moléculas se
confirmd también mediante espectrometria de masas e infrarrojo.
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Figura 28. Espectro de RMN de protén (izquierda) y carbono (derecha) para el compuesto
DR21.

En cuanto a las propiedades Opticas, se registraron los espectros de
absorcion UV-vis y emisién para DR21 en una variedad de disolventes de
polaridad diversa a temperatura ambiente y concentracion de 10 uM
(Figura 29).
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Figura 29. Espectro de absorcion UV-vis y emisién (Aexc = 505 nm) para el colorante DR21.

La molécula presenta un aumento de la solubilidad en disolventes mas
polares, como el MeOH, al introducir la testosterona en el grupo imida. Se tiene
una absorcién integrada en una amplia region de longitud de onda entre 360-
600 nm. Sin embargo, se aprecia un desplazamiento hipsocromico por el
aumento de la polaridad del disolvente, es decir, la longitud de onda se
desplaza hacia longitudes de onda de mayor energia. Se explica por la baja
polarizacion del estado excitado de DR21 en disolventes polares. De forma tal
qgue no se solvata eficazmente en este tipo de disolvente, posiblemente debido
a sus grupos aromaticos voluminosos que no forman enlace de hidrogeno con
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las moléculas de disolvente.’® Sin embargo, en emision si existe un
desplazamiento batocromico al aumentar la polaridad del disolvente, por ello se
puede afirmar que existe una estabilizacion del estado excitado, en mayor
grado que lo hace el estado fundamental.

Se observaron tres bandas de absorcion en 420, 502 y 542 nm, mientras
que en emisién se aprecian dos picos de fluorescencia en 580 y 620 nm. La
banda de absorcion y emision son bastante anchas, debido al trastorno
conformacional impartido por el croméforo torsionado en el nucleo por la
presencia de fenoxi diferentes en posicion bahia.

Se compararon las propiedades Opticas de esta sonda (DR21) con la
obtenida anteriormente (DR19), para estudiar el efecto que podria presentar la
sustitucién de diferentes grupos en posicion bahia (Figura 30). Observando los
maximos de absorcién y emisién para el DR19 y DR21 en cloroformo,
reportamos un desplazamiento de Stokes de 38 y 37 nm, respectivamente.
Estos datos demuestran que el desplazamiento de Stokes disminuyd con la
introduccién de grupos fenoxi con especies hidrofilicas en relacion con los
fenoxi que poseian especies hidrofdbicas en las posiciones bahia del PDI.
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Figura 30. Espectros de absorcién UV-Vis (linea sdlida) y emisién (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR19 (Lexc= 420 nm) y DR21 (Lexc=505 nm) en CHCls.

108 Dingalp, H., Kizilok, S., Igli, S. Dye. Pigment. 2010, 86 (1), 32—41.
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En cuanto a las propiedades fisicas, podemos notar una disminucion del
rendimiento cuantico y un aumento del tiempo de vida para DR21 (Tabla 4).
Esto puede ser atribuible a que en DR21 estan presentes especies distintas
que contribuyen a una transferencia de carga intramolecular que inhibe la
fluorescencia y por tanto el rendimiento cuantico de la sonda. Aunque este
cambio molecular contribuye a que se obtengan tiempos de vida mas largos.

Tabla 4. Propiedades fisicas de los compuestos DR19 y DR21
realizadas en CHCIs.

Compuesto 0)] ¢ (ns) Pf (°C)
DR19 0.95 5.45 >350
DR21 0.86 6.12 >350

Pruebas en células

La fluorescencia de DR19 y DR21 disminuye en presencia de DNA en
doble hélice (ctDNA: calf thymus DNA) y en G-quadruplex (Tel22). No se ha
visto plegamiento de G4 en presencia de estos compuestos ni estabilizacion
térmica por FRET, por lo que se descarta su interaccion con G-quadruplex.
Debido a problemas de precipitacion, visibles al microscopio a concentraciones
del orden de micromolar, no se ha podido estudiar su citotoxicidad. Al intentar
estudiar el uptake celular se ha observado como DR19 forma un precipitado
fluorescente alrededor de las células mientras que DR21 si parece entrar en el
interior celular (Figura 31).

Figura 31. Imagenes de células de SW480 tratadas con 100 uM de DR21 después de 1h de
incubacion. El contraste de fase se fusioné con la emision de fluorescencia verde.
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Asimismo se puede apreciar que DR21 fue detectable dentro de las
células después de 1 h de incubacion a una concentracion de 100 uM,
demostrando una eficiente y rapida internalizacion. Por lo tanto, el derivado
sintetizado DR21 tiene una mayor capacidad para ser detectado en las células
en comparacion con DR19. La combinacién de grupos hidrofilicos e
hidrofébicos en posicion bahia se ha interpretado como la causa de tal
diferencia en la captacion por parte de las células.
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CONCLUSIONES

Se ha sintetizado con éxito una nueva familia de colorantes simétricos y
disimétricos, a través de una breve ruta sintética. En ellos se aprecia un
aumento en la longitud de onda de absorcion y emision mediante la
introduccion de grupos fenoxi hidrofilicos e hidrofébicos en posicion bahia del
PDI. Estos compuestos presentan alto rendimiento cuantico, alta estabilidad
fotofisica y facil modificacidon en la posicion peri del PDI, esta posicion demostro
ser una plataforma ideal para anclar diferentes tipos de moléculas organicas.
Por las excelentes propiedades presentadas, estos compuestos pueden ser
utilizados en diferentes campos de investigacion.

Se ha desarrollado una nueva estrategia sintética para el disefio de
derivados de perilenodiimidas disimétricas en posicion bahia. La introduccién
de grupos hidrofilicos produce la disminucion de la planariedad de la molécula
y mejora de forma significativa la solubilidad de los compuestos. Los perfiles de
los espectros Opticos estan influenciados principalmente por los efectos
electronicos de los sustituyentes en las posiciones bahia del nucleo de
perileno. Ademas, se observa un aumento en el rendimiento cuantico de
fluorescencia.

Por otra parte, los colorantes muestran una excelente estabilidad térmica
(hasta 350 °C), esto les hace idéneos para posibles aplicaciones de alta
tecnologia que requieren colorantes con absorcion y emisién a medida en una
region especifica del espectro visible.

El compuesto DR21 demostro una eficiente y rapida internalizacion en la
célula, con una fuerte fluorescencia en verde. Por lo tanto, tiene una mayor
capacidad para ser internalizado por las células. La combinacién de grupos
hidrofilicos e hidrofobicos en posicion bahia se ha interpretado como la causa
de tal eficiencia.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, una serie de compuestos con sistemas conjugados
1 ha atraido la atencion en el area de investigacion de moléculas funcionales
organicas como candidatos para materiales optoelectrénicos. De tal forma que
la creacion de nuevas moléculas T-conjugadas ha sido cada vez mas
demandada.

Las propiedades de las moléculas con sistemas conjugados 1 pueden
ser manipuladas a través de la extension de este sistema. Existen
principalmente dos estrategias para ello: la primera es la unidon de un solo
enlace entre dos compuestos que presenten un sistema conjugado 1 vy la
segunda es la unién a través de multiples enlaces, mediante la fusién del anillo
entre dos unidades que presentan un sistema conjugado 1 (Figura 1). El
enlace simple que une las unidades conjugadas 1 es una de las formas mas
sencillas. Sin embargo, la rigidez de los sistemas conjugados T esta
garantizada en el caso de la estrategia de fusidén del anillo, como se observa en
el naftaleno. La superposicion del orbital p se maximiza conduciendo a una
deslocalizacién efectiva de electrones 1 sobre toda la molécula.'®®

enlace simple O O

bifenilo
extension

sistema nt
Benceno%

enlace multiple

naftaleno
Figura 1. Dos estrategias principales para la extension del sistema conjugado Tr.

En el caso de las PDlIs, la extension del nucleo se ha conseguido
principalmente mediante la fusién del anillo en la posicidén bahia, debido a la
bromacién y subsiguiente anelacion secuencial que permite la expansion facil
del sistema 11."% En estas moléculas con sistemas m-expandido en el nucleo
del perileno la expansion produce cambios drasticos en las propiedades opticas

09 Pino, F., Pérez, D. Analisis de elementos trazas por espectrofotometria de absorcion
molecular Uv-Vis. Universidad de Sevilla. 1983, 49-56.
M0 Miiller, S., Mullen, K. Chem. Commun. 2005, 4045-4046.
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de las PDI,""" de alli radica el interés en el estudio de este tipo de moléculas.
Ademas de fusionar el anillo en posicion bahia se han disefiado estrategias de
extension del nucleo en la region Ky region L de la PDI (Figura 2.a). Ejemplos
representativos se muestran en la Figura 2.b.

(a)

Miiller et al. (2005) Wang et al. (2010)
Region K

T .
. j RegionL R Region K
. Oy N O R R

N N

N <®
R o g 0  o*NYo
R
0”"N"So
R
Miiller et al. (1995-2006) Wu and Loh et al. (2009)

Figura 2. (a) Tipos de fusion en PDIs. (b) Ejemplos de fusion de PDls.

La extension del sistema conjugado 11 en las posiciones bahia de la PDI
permite la construccion facil del esqueleto coronénico. Para ello, se han
planteado diferentes estrategias de sintesis, por ejemplo, Millen vy
colaboradores han descrito la sintesis de dibenzocoroneno diimida a través de
bromacion y carbociclacion catalizada por paladio(0).""> Wang y colaboradores
han sintetizado PDIs fusionadas con piridina a partir de PDIs bromadas por
medio de acoplamiento Suzuki-Miyaura y subsecuente fotociclacion''® (Figura
3). Las PDIs de nucleo extendido en la regién K y en la regiéon L han sido
sintetizadas por Millen et al.""* y Wu et al.,'"® respectivamente. Todos estos

" Yan, Q., Cai, K., Zhang, C., Zhao, D.Org. Lett. 2012, 14, 4654-4657.

"2 Eversloh, C. L., Li, C., Mllen, K. Org. Lett. 2011, 13, 4148-4150.

"3 Jiang, W, Li, Y., Yue, W., Zhen, Y., Qu, J., Wang, Z. Org. Lett. 2010, 12, 228-231.

"4 Holtrup, F.O., Miller, G. R. J., Quante, H., De Feyter, S., De Schryver, F. C., Mdllen, K.
Chem. Eur. J. 1997, 3, 219-225.

"5 Yao, J. H., Chi, C., Wu, J., Loh, K.-P. Chem. Eur. J. 2009, 15, 9299-9302.
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productos produjeron grandes desplazamientos batocromicos en los espectros
de absorcion y emision.

Miiller et al. (2005)

A— iy CO
Br OO Acido 2-bromofen||boronio OO (Ph4P),PdCl,, DBU
Br (Ph3P),Pd, K,COs, O ‘ O DMA, 160°C, 12 h O“‘O
Oe Tolueno, etanol, 75°C,12h g, OO

SO wee Oy
O Pd(PPhs),, K,CO3,
THF, 4 h

=
o]
=

‘

Figura 3. Ruta de sintesis para la formacién de coroneno-diimidas.

La extension del nucleo aromatico de las PDIs ha surgido como uno de
los temas activos de gran interés y ofrece acceso a diversas aplicaciones
biologicas,'® asi como en electronica organica'!” tales como diodos emisores
de luz''® y transistores de efecto de campo.''® En particular, con los sistemas 1
expandidos en las regiones bahia de PDIs, una variedad de coroneno diimidas
(CDIs) ha sido sintetizada, con ejemplos tales como la dibenzocoroneno
diimida,  dinaftalenocoroneno  diimida,’?  heterocoroneno  diimida,'?°

16 (a) Franceschin, M., Alvino, A., Casagrande, V., Mauriello, C., Pascucci, E., Savino, M.,
Ortaggi, G., Bianco, A. Bioorg. Med. Chem. 2007,15 (4), 1848-1858. (b) Franceschin, M.,
Alvino, A., Ortaggi, G., Bianco, A. Tetrahedron Lett., 2004, 45(49), 9015-9020.

"7 (a) Herrmann, A., Millen, K. Chem. Lett. 2006, 35 (9), 978-985. (b) Samori, P., Severin, N.,
Simpson, C. D., Millen, K., Rabe, J. P. J. Am. Chem. Soc. 2002,124 (32), 9454-9457.

"8 Rohr, U., Schlichting, P., B6hm, A., Gross, M., Meerholz, K., Brauchle, C., Miillen, K.,
Angew. Chem., Int. Ed.,[1998, 37 (10), 1434—1437.

9 a) Nolde, F., Pisula, W., Miller, S., Kohl, C., Millen, K. Chem. Mater. 2006, 18, (16), 3715—
3725. (b) An, Z., Yu, J., Domercq, B., Jones, S. C., Barlow, S., Kippelen, B., Marder, S. R. J.
Mater. Chem. 2009, 19(37), 6688-669.

12014, Y., Li, Y., Li, J. Li, C. Liu, X, Yuan, M., Liu, H., Wang, S. Chem. Eur. J. 2006, 12, 8378—
8385.
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pyridinocoroneno diimida,® ditiofenocoroneno diimida,'?' entre otras. Se
observaron comportamientos opticos y electronicos distintivos para estas CDI
como semiconductores de tipo n fusionados con diferentes unidades
aromaticas.

Dado que el coroneno tiene un sistema aromatico plano, altamente
rigido y extendido con una deslocalizacion perfecta de la aromaticidad, los
materiales semiconductores basados en estas estructuras seran de gran
interés para aplicaciones en dispositivos electronicos.'?? Para el desarrollo de
nuevos materiales basados en coroneno es de primordial importancia disefar
métodos sintéticos eficaces. Por ello, la construccion de estructuras de anillo
fusionado no es ftrivial. Ademas, sélo se conocen unas pocas reacciones para
la preparacion de CDlIs, que pueden considerarse como perilenodiimidas
extendidas en bahia, por lo que la mayoria de las sintesis comienzan a partir
de esta ultima.

En este capitulo la autora desarrolld6 nuevos derivados de
perilenodiimida con el sistema extendido 1T en posicion bahia, entre ellos un
derivado de CDI, utilizando una metodologia facil, barata y respetuosa del
medio ambiente.

121 Choi, H., Paek, S., Song, J., Kim, C., Cho N., Ko, J. Chem. Commun., 2011, 47, 5509-5511.
122 Zhan, C., Jiang, Y., Yang, M., Lu, L., Xiao, S. Chinese Chem. Lett. 2014, 25 (1), 65-68.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Disefo y sintesis del sistema expandido 1T en posicion bahia de las
PDI disustituidas.

Nuestro grupo de investigacion se ha concentrado en el disefio y sintesis
de colorantes de perilenodiimida con sistema m-expandido en posicion bahia.
La ruta de sintesis disefiada para la formacién de estos derivados de PDI es
mostrada en la figura 4. En primer lugar, es funcionalizada la posicion imida del
PDA con la ciclohexilamina; ésta es llevada a cabo en condiciones ya
optimizadas en el laboratorio, con un 70% de rendimiento. En segundo lugar,
las posiciones bahia del PDI fueron funcionalizadas por medio de una
bromacion y, posteriormente, se realizé un acoplamiento de Suzuki del éster
borénico catalizado con paladio(0), procedimientos con condiciones ya
optimizadas en el laboratorio, con un 50% de rendimiento para la bromacion y
un 78% de rendimiento para el acoplamiento via Suzuki. Finalmente, por
reaccion fotoquimica, mediante la irradiacion con luz visible/ultravioleta
cercano, se obtienen los productos deseados DR14 y DR14.1, con un
rendimiento de 34 y 36%, respectivamente.

04,00 0y N_0O ) o [ ]
N
o9g . 99 CO vy
‘ NH, ‘ Bry, I (Cat) Br %}
o i —— " 1]
DMF anhidra PhCI Br B.
OO MW 1h, 215°C Oe MW 1h, 135°C Oe OHO
NIN ‘
0 "0" ~0 g O“°'N" 0 O °N"~O0
© @ Pd(PPhj)4
PDA PDI 1,7-DR2 Tol:n-ButOH: H,0

4:1:04

1,7-DR14.1 1,7-DR14

Figura 4. Ruta de sintesis para la formacién de los derivados de PDI con sistema -
expandido.
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La reaccion de ciclacion tiene lugar sin cantidades cataliticas de yodo o
cualquier otro reactivo, procedimiento antes aplicado por diferentes autores.'??
La PDI DR13 funcionalizada en bahia se disuelve en DCM vy luego se irradia
durante 7 horas con una ldmpara halégena de 50 W. Por lo tanto, se trata de
una ruta facil, barata y respetuosa del medio ambiente para formar derivados
de coroneno y sistemas -expandidos del PDI.

Una mezcla de regioisémeros 1,6- y 1,7-DR2 fue conseguida de la
bromacién. Estos regioisomeros no pueden ser separados por cromatografia
de columna, Wirthner y colaboradores'?* sefialan que se forma una mezcla de
regioisomeros en una proporcion 60:40 del 1,7- y 1,6- que podria separarse por
recristalizacion repetitiva de la mezcla de 1,7- y 1,6- a partir de CH2Cl2/MeOH
(1:1) obteniéndose el regioisdmero mayoritario 1,7-dibromo-PDI. Asi que se
realiz6 el proceso de recristalizacién. Este fue monitorizado mediante
espectroscopia de RMN 'H a 300 MHz para evaluar el nimero de etapas de
recristalizacion requeridas para la purificacion completa. La recristalizacion se
llevé a cabo para el compuesto DR2 y se obtuvieron cristales rojos con un
rendimiento de 32% para un total de cuatro repeticiones en el proceso de
recristalizacion. En la figura 5 se muestran los RMN obtenidos, se observa
coémo la sefial entre 9.46 y 9.42 ppm se presenta como un doble doblete en la
mezcla de regioisémeros, asimismo la sefial entre 8.66 y 8.63 ppm. Sin
embargo, a partir de la segunda recristalizacion dichas sefales se convierten
en dobletes. El procedimiento resulta tedioso por el largo tiempo invertido en
las recristalizaciones sucesivas y el bajo rendimiento, pero se llega a una
pureza razonable del isbmero 1,7-PDI, como producto de partida para la
obtencion de los siguientes compuestos sintetizados.

23(a) Li, Y., Zheng, H., Li, Y., Wang, S., Wu, Z,, Liu, P., Gao, Z., Liu, H., Zhu, D. J. Org. Chem.
2007, 72 (8), 2878-2885. (b) Schmidt, C. D., Lang, N., Jux, N., Hirsch, A. Chem. Eur. J. 2011,
17, 5289-5299.

24 Wirthner, F., Stepanenko, V., Chen, Z., Saha-Moller, C. R., Kocher, N., Stalke, D. J. Org.
Chem., 2004, 69, 7933—7939.
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Figura 5. Espectros de 'H RMN de los estadios de la purificacion del isémero 1,7-dibromo PDI.

Caracterizacion de los compuestos con sistema expandido 1 en

posicion bahia de las PDI disustituidas.

Las estructuras de los compuestos DR13, DR14 y DR14.1 quedaron
confirmadas mediante las técnicas habituales de caracterizacion en sintesis
organica. Los espectros de RMN de protén (Figura 6) muestran las sefales de
los hidrégenos aromaticos para el DR13 en la zona de campo bajo con un
desplazamiento quimico, entre 8.59 y 8.05 ppm. Por otro lado, se observa un
apilamiento de las senales en esta zona para DR14 debido a la restriccidon que
le afadimos a la molécula por la extensiéon del sistema 11, mientras para
DR14.1 se tuvo que agregar TFA deuterado para aumentar la solubilidad de la
muestra en cloroformo, por lo que se observa un desplazamiento de las
sefales hacia la izquierda; por la simetria de este derivado de CDI se aprecian
solo dos sefales en 10.79 y 10.56 ppm. En campo alto se muestran las sefales
correspondientes a los protones del grupo imida, piperazina y ciclohexilamina,
es apreciable que una de las sefiales de la piperazina que aparece en 4 ppm
en DR14 se desdobla en un doblete por la disimetria del PDI en la posicién
bahia en este derivado.
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Figura 6. Espectro de RMN de protén de los compuestos DR13, DR14 y DR14.1.

Para el compuesto DR14 se realizé un espectro de RMN de 'H a
temperatura variable para probar si se elucidaba una mejor resolucion del
espectro (Figura 7). Lo que se observo fue que las sefales aromaticas y
alifaticas a bajas temperatura se ensanchan, posiblemente por la formacién de
agregados, mientras que las sefiales de los hidrégenos de la piperazina se
mueven al unisono y se unen para formar un singulete, es posible que el par
solitario del nitrogeno se conjuga con el sistema 1T resultando en una barrera
significativa a la rotacién de la piperazina de manera que el radio de rotacién
disminuya. La sefial en 3.19 ppm correspondiente a algunos de los protones de
la ciclohexilamina se intensifica a bajas temperaturas lo que pudiera sefalar
que los hidrogenos de la ciclohexilamina a bajas temperaturas son
equivalentes.
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Figura 7. Espectro de RMN de "H para el compuesto DR14 a temperatura variable.

Los espectros RMN de carbono 13 de los compuestos DR13, DR14 y
DR14.1 (Figura 8) muestran senales de baja intensidad entre 1735 y
154.5 ppm, correspondientes a los grupos carbonilo del PDI y del grupo Boc.
Entre 135.8 y 118.6 ppm se observan los carbonos Sp? del esqueleto de PDI,
en esta zona se aprecia una disminucién en la intensidad de las sefales para
DR14 y DR14.1 debido a la mayor asociacion molecular, producto de la
ciclacidon, que hace que las sefiales casi desaparezcan en el caso de DR14.1y
se vean las sefales de las impurezas del disolvente magnificadas. Por ultimo, a
desplazamientos bajos, de 43 a 11 ppm, se observan las sefiales CH2 y CHs
del grupo Boc, piperazina y ciclohexilamina.

Los espectros FTIR muestran las bandas caracteristicas del grupo imida
a 1658 cm™ y la sefial caracteristica del grupo carbonilo a 1696 cm™' para los
tres compuestos. Finalmente, la estructura de los compuestos quedo
confirmada mediante espectrometria de masas de alta resolucion.
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Figura 8. Espectros de RMN de *C para DR13, DR14 y DR14.1.

Propiedades épticas de la PDI disustituidas con sistema expandido

T en posicion bahia.

Se registraron los espectros de absorcidon UV-vis de los diferentes
compuestos obtenidos en la seccién anterior en una variedad de disolventes
con polaridad variable a temperatura ambiente y concentracion de 10 uM
(Figura 9).
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Figura 9. Espectros de absorcién de los compuestos DR13, DR14 y DR14.1.

Se aprecia una disminucién de la solubilidad en los colorantes DR14 y
DR14.1, ambos presentan una expansion del sistema 1 en posicion bahia del
nucleo del PDI, luego de la ciclacion fotoinducida, por ello muestran mayor
planaridad, aumentando la simetria de los compuestos, por lo que tienden a
apilarse en mayor proporcién. Su solubilidad se limita a disolventes organicos
menos polares como el cloroformo o diclorometano. Se observa un
desplazamiento hipsocromico de unos 15 y 14 nm para DR14 y DR14.1,
respectivamente (Figura 10) resultados similares han sido descritos por otros
autores al obtener derivados de CDI.'125 Por |o general, un cambio
hipsocromico en los espectros de absorcion indica la presencia de H-

125 Xu, L., Zhang, Q. Sci. China Mater. 2017, 2, 1-9.
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agregados formados por apilamiento 11-11, debido a la ciclacién entre los grupos
en posicion bahia y el nucleo de la PDI.126

1.00 4 - 1.00
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Fluorescencia normalizada

|'|"|'|"7|'|'|'|'|'|'\0-00
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Figura 10. Espectros de absorcién UV-vis (linea sélida) y emision (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR13 (Aexc= 418 nm), DR14 y DR14.1 (Aexc = 450 nm) en
cloroformo.

Se puede observar que para todos los colorantes se tiene una absorcion
integrada en una region de longitud de onda entre 480-680 nm, asi como un
desplazamiento batocromico por el aumento de la polaridad del disolvente. La
absorcion espectral de todos los compuestos esta dominada por transiciones
TI-Tr* caracteristicas con una estructura fina vibratoria bien definida. Para todos
los compuestos las bandas de absorcion atribuidas a la transicion electronica
So-S1 estan situadas alrededor de 580, 564 y 566 nm para DR13, DR14 y
DR14.1, respectivamente, en cloroformo. Para el caso DR14.1 presenta un
hombro entre 500 y 530 nm posiblemente causado por una mayor
deslocalizacion de electrones debido a la formacion del coroneno. En cuanto a
los coeficientes de absortividad molar fueron de 93194, 19600 y 14700 M- cm™"
para DR13, DR14 y DR14.1, respectivamente.

En todos los compuestos se exhibe una banda de absorcion similar
alrededor de 380 y 480 nm, ésta puede atribuirse a la absorcién de la unidad
proveniente del éster bordnico; para comprobar dicha afirmacién se procedi6é a
realizar el espectro de absorcién para DR13, DR1 y el éster borénico utilizado,
los resultados son mostrados en la figura 11. Al superponer los espectros de
absorcion se observa como la unidad de éster bordnico presenta una banda de

126 Gonzalez, D. An. Quim, 2011, 107, 310-317.
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absorcion a 320 nm, al unirse en la posicion bahia del PDI esta banda se
desplaza hasta los 420 nm. Un desplazamiento similar ocurre para la banda del
PDI sin sustituyente (DR1). Las absorciones de la unidad procedente del éster
bordénico, después de la ciclacidn en posicién bahia, son desplazadas hacia el
rojo en aproximadamente 20 nm.
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Figura 11. Espectro de absorcion de DR1, éster borénico y DR13.

Los espectros de emision de los diferentes colorantes en una variedad
de disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y una
concentracion de 10 uM se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Espectros normalizados de emisién para DR13 (Aexc= 418 nm), DR14 y
DR14.1 (hexc = 450 nm).

Los compuestos DR13 y DR14 presentan un solo pico de emision entre
600 y 700 nm. Mientras que para DR14.1 se observan dos picos de
fluorescencia de 560 a 630 nm y 630 a 680 nm. Por la polaridad del disolvente
se aprecia un cambio batocromico para los tres compuestos, mas pronunciado
en DR13 y DR14.1 de unos 35 y 65 nm, aproximadamente, para DR14.1 el
cambio fue de solo 14 nm. Por lo que la estabilizacion de estas moléculas en el
estado excitado es mas relativa que en el fundamental. En algunos disolventes
los espectros de fluorescencia no son imagenes especulares de los
correspondientes espectros de absorcidn lo que es indicativo de que las
moléculas se agregan en cierta medida a esa concentracion en esos
disolventes.

El desplazamiento de Stokes para los colorantes DR13, DR14 y DR14.1
fue de 127 nm, 97 nm y 39 nm, respectivamente. Esto demuestra que la
ciclacion en posiciones bahia del PDI disminuye el desplazamiento de Stokes.
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También muestra que la ampliacion del sistema de conjugacion del PDI
contribuye al desplazamiento en azul de las bandas de absorcion y emision,
probablemente indica la presencia de H-agregados formados por apilamiento
-1, l0 que no es de extraiar, pues al expandir el sistema conjugado los
compuestos se vuelven mas planos y simétricos favoreciendo este tipo de
apilamiento.'#* Estos cambios en conjunto son indicativos de una conjugacion
mejorada a lo largo del eje corto molecular y que presenta una estructura
molecular con una planariedad/rigidez mejorada tras la fotociclizacion, lo cual
es consistente con los informes tedricos y experimentales anteriores.'?’

En cuanto a los rendimientos cuanticos de fluorescencia, se observa un
aumento en los colorantes DR14 y DR14.1 con relaciéon a su precursor DR13.
Para el tiempo de vida excitado del singlete son bastante largos en todos los
compuestos sintetizados (superior a 6 ns, Tabla 1). Para todos los compuestos,
el tiempo de vida fue ajustado a una funcion bi-exponencial con un componente
largo (10.1, 9.3 y 10.5 ns) y un componente corto (6.29, 7.20 y 6.78). El
componente corto corresponde a las distintas fluorescencias estacionarias de
PDI para cada uno de los compuestos y el componente largo puede atribuirse a
la emisién de estados "similares a los excimeros", éstos muestran tiempos de
vida de fluorescencia mas largos que los del monémero. La presencia de
excimeros es reportada también por otros autores en moléculas de perileno en
solucion.?®

Tabla 1. Propiedades fisicas de los compuestos DR13, DR14 y DR14.1.

Compuesto Disolvente s % Tt (NS) Pf (°C)
DR13 CHCls 0.26 gg;; 166.2198 >350
DR14 CHCls 0.60 g;?g ;gg >350
DR14.1 CHCls 0.53 2228 166'7599 >350

127 (a) Adachi, M., Nagao, Y., Chem. Mater., 2001, 13, 662-669. (b) Adachi, M., Murata, Y. J.
Phys. Chem. A. 1998 , 102, 841-845. (c) Usta, H., Newman, C., Chen, Z., Facchetti, A. Adv.
Mater. 2012, 3678-3684.

128 | atterini, L., Roscini, C., Carlotti, B., Aloisi, G. G., Elisei, F. Phys. Status Solidi Appl. Mater.
Sci. 2006, 203 (6), 1470-1475.
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Estudios de asociacion

La morfologia de los compuestos sintetizados fue estudiada por la
técnica de microscopia de fuerza atdmica (AFM por sus siglas en inglés) para
comprobar la forma de asociacion de los colorantes. Los compuestos fueron
disueltos en cloroformo y DCM:MeOH (9:1) preparados a diferentes
concentraciones. Se probaron dos tipos de disolventes, uno que disolviera la
muestra, y otro una mezcla (con un buen y mal disolvente) para comprobar que
la agregacion de los colorantes era la misma. En la figura 13 se muestran las
imagenes de AFM de los compuestos sintetizados.

Figura 13. Imagenes de AFM de los compuestos A) 0.01 mg/mL en DCM, B) 0.5 pyg/mL en
cloroformo, C) 0.5 ug/mL en DCM:MeOH, D) 0.5 pg/mL en DCM:MeOH

En primer lugar, la topografia de los colorantes es distinta después del
proceso de ciclacion, predominando las nanofibras sobre las nanoesferas
(DR13 A y DR14.1 A). En segundo lugar, el tamafio de las nanoparticulas
varia. Para DR13 (B) se aprecian nanoparticulas esféricas bien definidas de
tamano 2.7 nm a 15 nm en cloroformo, mientras que en la mezcla de disolvente
(DR13 C y D) se observan no solo particulas amorfas de gran tamafio, sino
particulas en forma de bastoncillos alargados en direccion vertical de unos
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10 nm. Para los compuestos con sistema 1 expandido las nanoparticulas
esféricas presentan un aumento significativo en el tamafio de las esferas desde
3 hasta 55 nm en cloroformo (DR14 B) mientras que en DCM:MeOH se
favorece la formacion de agregados. Finalmente para el colorante DR14.1 se
muestra el mismo efecto de aumento significativo en el tamafo de la
nanoesfera de unos 70 nm, pero también la formacién de nanofibras de 30 nm
de alto y hasta 3 pym de longitud, predominantes en la estructura de los
agregados.
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Disefo y sintesis de PDIs con sistema expandido 1 partiendo de un

derivado monosustituido en posicién bahia de la PDI.

La ruta de sintesis disefiada comienza con PDA que primero es
funcionalizado con ciclohexilamina, descrito anteriormente. La PDI obtenida es
monobromada bajo condiciones suaves siguiendo los procedimientos propios
del laboratorio, se consigui®é aumentar el rendimiento de 25% a 40% al
disminuir los equivalentes de Br2 a 7. Mediante el uso de un protocolo de
reaccion estandar con éster borénico para el acoplamiento de Suzuki, se
produce la reaccién para formar el colorante DR17, con un 67% de
rendimiento. Posteriormente se procede a la ciclacion con luz, la cual produce
el derivado DR18 con un 90% de rendimiento. La eliminacién del grupo
protector tert-butoxicarbonil (t-Boc) con acido trifluoracético (TFA) conduce a la
formacion del compuesto DR29 con un 70% de rendimiento (Figura 14). La
ciclacion de la PDI DR17, monosustituida en posicién bahia, para formar el
compuesto ciclado DR18 es notablemente mas rapida (30-60 min) en
comparacion con la PDI DR13 disustituida, probablemente porque la segunda
ciclacion que lleva al coroneno DR14.1 sea mucho mas lenta (7h).

0._0._0 O _N_O
99 sohca 1)
O Er=rme T O
DMF anhidra PhCI
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Figura 14. Ruta de sintesis de las hemicoronenodiimidas DR18 y DR29.
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Caracterizacion de los compuestos monosustituidos con sistema
expandido 1T en posicion bahia del PDI.

Los compuestos fueron caracterizados por las técnicas habituales de
identificacién en sintesis organica. El espectro de RMN de protén para DR17
(Figura 15) muestra 4 dobletes en 8.51, 841, 814 y 7.89 ppm
correspondientes a los protones del nucleo del PDI, el resto de la sefales
aromaticas aparecen como un conjunto de singletes entre 8.31 y 8.23 ppm. En
DR18 y DR29 estas sefiales son desplazadas hacia la izquierda debido a que
se anadié al disolvente TFA deuterado para mejorar su solubilidad en
cloroformo. Se observa en estos compuestos el desplazamiento de la sefal
correspondiente a la piperazina por la restriccion que impide el movimiento
rotatorio del brazo del sistema aromatico. En DR29 se observa la desaparicidon
de la seinal del grupo Boc en 1.56 ppm y la aparicion de un singulete en
2.20 ppm correspondiente al proton de la amina secundaria, lo que indica una
desproteccion efectiva.
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N A A
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:
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f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN de 'H para DR17, DR18 y DR29.

Los espectros FTIR muestran las bandas caracteristicas del grupo imida
entre 1658 cm™! para DR17 y DR18. En DR29 la seiial aparece en 1703 cm-'y
la de la amina secundaria en 3515 cm™. Con respecto al grupo carbonilo la
sefal aparece en 1699 cm™' para los DR17 y DR18. Finalmente, la estructura
de los compuestos quedd confirmada mediante espectrometria de masas de
alta resolucion (MALDI).
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Propiedades opticas de las PDI monosustituidas con sistema
expandido Tr.

Se registraron los espectros de UV-visible en soluciones de 10 uM de los
compuestos DR17, DR18 y DR29 en distintos disolventes a temperatura
ambiente con el fin de estudiar su comportamiento solvatocromico. Como se
puede apreciar en la figura 16.
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Figura 16. Espectro normalizado de absorcién para los compuestos DR17, DR18 y DR29.

El cierre del anillo intramolecular lleva a una disminucion de la
solubilidad del compuesto DR18, producto de la planariedad que presenta, por
lo que el porcentaje de apilamiento y la asociacion intermolecular a dimeros,
trimeros o agregados superiores es mayor. Se solubiliza mejor en disolventes
organicos menos polares como cloroformo, diclorometano y tolueno. De la
misma forma que para el compuesto desprotegido DR29.

En general se observa un solvatocromismo positivo de unos 15y 9 nm
para DR17 y DR18, respectivamente. Sin embargo, en el caso de DR17 para
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disolventes mas polares como MeOH y DMSO se aprecia un desplazamiento
hipsocrémico de unos 3 nm. Para DR29 se obtuvo un cambio batocrémico de
5 nm. Se tiene una absorcion integrada en una region de longitud de onda
entre 500-650 nm, 420-500 nm y 480-600 nm para DR17, DR18 y DR29,
respectivamente. En el espectro de absorcion igual que en el caso de los
disustituidos aparece la sefal de la unidad procedente del éster borénico en
434, 400 y 440 nm en los compuestos DR17, DR18 y DR29, respectivamente.

Los maximos de absorcion de los compuestos DR17 y DR18 resultan en
un desplazamiento hacia bajas longitudes de onda (74 nm) al aumentar el
tamano del nucleo del PDI. Pero al desproteger el compuesto (DR29) se tiene
que el maximo de absorcién coincide con el del precursor (DR17, Figura 17).
Ademas, para DR18 y DR29 el espectro de absorcion presenta la estructura
fina vibrénica de perileno tipica, tal como se observa para la mayoria de las
tetracarboxidiimidas de perileno y coroneno discutidas anteriormente.

Absorbancia normalizada
Fluorescencia normalizada

0.0

0.0 —— 7T
360 400 440 480 520 560 600 640 680
Longitud de onda (nm)

Figura 17. Espectros de absorcién Uv-Vis (linea sélida) y emisién (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR17, DR18 (Aexc= 434 nm) y DR29 (Aexc=443 nm) en
cloroformo.

Los espectros de emision de los diferentes colorantes obtenidos en una
variedad de disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y
concentracion de 10 uM se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Espectro de emision normalizado para DR17, DR18 y DR29.

En el caso de DR17 se observa el efecto mas pronunciado del disolvente
con un desplazamiento batocrémico de 83 nm, en DR18 fue de 14 nm y para
DR29 se tuvo un solvatocromismo negativo de 15 nm. En algunos disolventes
los espectros de fluorescencia no son imagenes especulares de los
correspondientes espectros de absorcion lo que es indicativo que las moléculas
se agregan en cierta medida a esta concentracion en esos disolventes.

El desplazamiento de Stokes para los compuestos DR17, DR18 y DR29
fue de 61 nm, 23 nm y 30 nm. De manera que al expandir el sistema conjugado
m disminuye el desplazamiento de Stokes. Ademas, el producto obtenido
después de la ciclacidon se desplaza hacia el azul segun sus bandas de
absorcion y emision (Figura 17), probablemente, indica la presencia de H-
agregados formados por apilamiento 1T —1T, pues la estructura de la molécula
ciclica de DR18 favorece el apilamiento. Sin embargo al desproteger la
molécula (DR29) tiene el efecto inverso presentando un desplazamiento al rojo.
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Con respecto a los rendimientos cuanticos de fluorescencia, éstos
aumentaron en los colorantes DR18 y DR29 con relacidon a su precursor DR17.
El tiempo de vida aumentd en los compuestos ciclados y en mayor proporcion
con la desproteccion del grupo Boc en DR29 (Tabla 2). Para los compuestos
DR18 y DR29, el tiempo de vida fue ajustado a una funcion bi-exponencial con
un componente largo (5.32 y 7.32 ns) y un componente corto (2.00 y 2.24),
respectivamente. Esto se debe, como ya lo hemos resefiado anteriormente, a
que ademas del compuesto, se facilite la formacion de agregados debido a las
relaciones intermoleculares por la planariedad que presentan estas moléculas.

Tabla 2. Propiedades fisicas de los compuestos DR17, DR18 y DR29.

Compuesto Disolvente 0] % ¢ (NS) Pf (°C)
DR17 CHCIs 0.18 100 3.89 234-236
78.62 2.00
DR18 CHCIs 0.30 2138 5 39 >350
9.73 2.24
DR29 CHCIs 0.45 90.27 7 39 >350

Estudios de asociacion

La forma de asociacion de estos colorantes fue estudiada a través de su
morfologia usando la técnica de microscopia de fuerza atomica. Para ello,
estos compuestos fueron disueltos en cloroformo y DCM:MeOH (9:1) y se
prepararon diferentes concentraciones. Se probaron dos tipos de disolventes,
uno que disolviera la muestra, y otro una mezcla (con un buen y mal disolvente)
para comprobar que la agregacion de los colorantes eran la misma. En la
Figura 19 se muestran las imagenes de AFM de los compuestos sintetizados.
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Figura 19. Imagenes de AFM de los compuestos A) 1 ug/mL en Cloroformo, B) 0.5 ug/mL en
DCM:MeOH, C) 1 yg/mL en DCM:MeOH.

La topografia de los compuestos es distinta, después del proceso de
ciclacion, predominando la formacién de agregados y la presencia de alguna
nanofibra. Por otro lado, existe la variacion en el tamafo de las nanoparticulas.
Para DR17 (A) se aprecian nanoparticulas esféricas y alargadas bien definidas
con un tamafo de 4 nm a 9 nm en cloroformo, mientras que en la mezcla de
disolvente (B) presenta particulas esféricas bien definidas de mayor tamano de
5 hasta 70 nm. Para el compuesto con sistema 1 expandido predominan las
nanoparticulas mas amorfas con un aumento significativo en el tamano de 15
hasta 160 nm en cloroformo (DR18 A) mientras que en DCM:MeOH se
favorece la formacién de agregados, sin embargo, se aprecian nanoparticulas
esféricas de 4 a 50 nm y también algunas nanofibras muy pequenas de unos
3 nm de altura y 0.6 um de longitud.
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CONCLUSIONES

Se ha presentado un eficiente método de sintesis de tres nuevos
derivados con sistema expandido T basados en perilenodiimidas por
fotociclacion. Estos compuestos estan disponibles a través de una ruta facil,
barata y directa.

La ciclacion fotoquimica del compuesto DR17 es la mas rapida, pues es
la menos estéricamente exigente para formar el compuesto DR18. Aunque el
tamano del sustituyente tiene poca influencia en la velocidad de reaccion, el
numero de reacciones de ciclacion en el nucleo de perileno es crucial.
Aparentemente, la reaccion del compuesto disustituido DR13 para formar el
coroneno DR14.1 es muy lenta, probablemente porque la segunda ciclacién no
esté favorecida.

Cuando se ciclan los sustituyentes en las posiciones bahia el
impedimento estérico de estas moléculas agrandadas en el nucleo se debilita y
promueve su tendencia a asociarse dando nanofibras uniformes mediante el
apilamiento -1 de los nucleos aromaticos coplanares, efecto visto en los
compuestos disustituidos y monosustituidos. Estas moléculas PDI de nucleo
extendido y sus nanoestructuras autoensambladas exhiben una absorcidn
optica extensa, cubriendo la regidon visible, debido a su conjugacion T
expandida, ademas, presentan una fluorescencia mas fuerte que la de sus
precursores.

Las series presentadas son estables y solubles en disolventes organicos
comunes que muestran un comportamiento de absorcion y emision versatil con
altos rendimientos cuanticos de fluorescencia y tiempo de vida bastante largos.
Especialmente DR14, DR14.1 y DR29 ofrecen propiedades Oopticas
interesantes, ya que su espectro de absorcion cubre una amplia gama de la
region visible lo que hace que estos compuestos sean unos colorantes
prometedores para la fotovoltaica organica. De manera analoga a los
colorantes de perileno conocidos, se puede prever ademas su uso como
colorantes emisores en rojo para diodos emisores de luz organicos debido a su
fuerte fluorescencia después de los 560 nm.

La disposicion definida de los cromoéforos y la estructura altamente
ordenada de las nanoparticulas multicromoféricas presentes en las superficies
puede dar lugar a aplicaciones como materiales electroactivos o fotoactivos en
los que dichas particulas pueden abordarse individualmente.
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El aumento del apilamiento 11 exige mayores grupos de solubilizacion
que impidan el empaquetamiento molecular, con esto en mente, ahora somos
capaces de afinar las propiedades de perilenodiimida y coroneno
tetracarboxidiimida para la creacién de compuestos que sean solubles en agua,
para su aplicacion bioldgica.
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INTRODUCCION

Nuestro grupo de investigacion se ha interesado por el desarrollo de
metodologias adecuadas para la sintesis de compuestos basados en PDI que
puedan disolverse en agua. En este capitulo se explicara el disefio, sintesis,
caracterizacion y propiedades Opticas de derivados del perilenotetracarboxil-
3,4:9,10-diimida funcionalizados con sistema expandido 1 solubles en agua.

La fluorescencia es ideal para la observacién y localizacién de las
interacciones que se pueden apreciar en sondas biolégicamente activas in vivo,
ya que es no invasiva y puede ser detectada con alta sensibilidad y
especificidad de la sefial.’® En este particular, es necesario el disefio de
cromoforos que proporcionen rendimientos cuanticos de fluorescencia elevados
en agua y que muestren maximos de absorcion y emision en un area que no
interfiera con la longitud de onda de autoabsorcion de la célula: por encima de
500 nm. 30

En los ultimos anos, la investigacion de macromoléculas biolégicamente
activas individuales, como el ADN vy las proteinas, se ha vuelto muy popular,
por lo que es necesario el uso de cromoéforos que posean las propiedades
antes sefialadas. A pesar de la gran variedad de croméforos solubles en agua
disponibles actualmente,’3! practicamente no hay croméforos que cumplan con
los siguientes criterios: i) solubilidad en agua, ii) intensidades de fluorescencia
elevadas, iii) maximos de absorcidén y emision superior a 500 nm, iv) ninguna
toxicidad, y v) alta fotoestabilidad.

Estd comprobado el uso de sistemas basados en derivados de PDI
como materiales de tincién biocompatibles y biodegradables para células,'3? asi
como intercaladores de ADN cuadruple de guanina. Sin embargo, la mayoria
de los PDI no son solubles en agua pura debido a su naturaleza altamente
lipofilica o exhiben propiedades fluorescentes desfavorables debidos a la
formacion de agregados en un entorno polar.%®

129 Bastiaens, P., Squire A. Trends Cell Biol. 1999, 9, 48-52.

130 (@) Hope-Ross, M., Yannuzzi, L. A, Gragoudas, E. S., Guyer, D. R., Slakter, J. S., Sorenson,
A. Ophthalmology 1994, 101, 529-533. (b) Mordon, S., Devoisselle, J. M., Soulie-Begu, S.,
Desmettre, T. Micro- vasc. Res. 1998, 55, 146-152.

31 Haugland, R. P. Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, Molecular
probes Inc., Eugene, 1989.

132 Weil, T., Abdalla, M., Jatzke, C., Hengstler, J., Millen, K. Biomacromolecules, 2005, 6, 68—
79.
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Para hacer frente a estas deficiencias, se han introducidos grupos
cargados en la posicion imida que exhibian una fluorescencia intensa en
agua'3 (Figura 1), no obstante Ford mostré que la PDI a) (n = 1, Figura 1.a)
que contiene dos restos de glicina forma agregados en soluciones acuosas
basicas cuya fluorescencia se apaga casi completamente en comparacion con
la de los mondmeros respectivos (rendimiento cuantico de fluorescencia
100%).1%2 Ademas, se han creado cargas positivas permanentes en la posicion
de imida por alquilacion de grupos amino o heterociclos que contienen
nitrégeno'3 (Figura 1.b).

N*\ Ir
a) ( r),Irc‘:oo
o N o)
n
(L"coo
n=1-5 N*' I

Figura 1. Ejemplos de derivados de PDI cargados en posicion imida.

Mdullen y colaboradores ampliaron el potencial de las PDI solubles en
agua introduciendo grupos io6nicos en las posiciones bahia, lo que
efectivamente evita la agregacion incluso en el agua mediante el blindaje
electrostatico y el impedimento estérico, como resultado los rendimientos
cuanticos de fluorescencia fueron apreciables incluso en agua (Figura 2a).'3°
La introduccion de grupos dendriméricos en posicion bahia resultaba en una
emisiéon mas intensa (Figura 2.b).

133 (a) Ford, W. E. J. Photochem. 1986, 34, 43-54; (b) Ford, W. E. J. Photochem. 1987, 37,
189-204; (c) Langhals, H. Deutsche Patentanmeldung, DE 3703513, 1987; (d) Schnurpfeil, G.,
Stark, J., W¢hrle, D. Dyes Pigm. 1995, 27, 339-350.

134 Kohl, C., Weil, T., Qu, J., Miillen, K. Chem. Eur. J. 2004, 10, 5297-5310.

3% (a) Tang, T., Herrmann, A., Peneva, K., Miillen, K., Webber, S. E. Langmuir, 2007, 23, 4623-
4628. (b) Qu, J., Kohl, C., Pottek, M., Miillen, K. Angew. Chem. 2004, 116, 1554 -1557; Angew.
Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1528-1531.
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Figura 2.Ejemplos de derivados de PDI cargados en posicion bahia (a) e introduccion de
dendrimeros (b).

Las excelentes propiedades Opticas del cromoforo PDI con una
solubilidad en agua mejorada se han utilizado para la espectroscopia de una
sola molécula en sistemas bioldgicos, por ejemplo para rastrear experimentos
de bioparticulas en células vivas.'36

Aquellos colorantes de PDI que presentan un sistema expandido en
posicion bahia y solubles en agua los hace interesante para los experimentos
de intercalacion, en particular con el ADN rico en guanina debido a que estos
sistemas mantienen la estructura plana del nucleo de perileno."®” En otros
estudios se describen coronenos como inhibidores de la telomelasa y que
tienen una capacidad mucho mas alta de union al G-quadruplex del ADN."38
Ademas si estos PDI presentan un nucleo hidrofébico grande y cuatro cadenas
hidrofilicas flexibles da lugar a propiedades fisicoquimicas muy interesantes,
por ejemplo, que sea soluble en disolventes organicos en forma basica y en
solucion acuosa como hidrocloruro.

136 Peneva, K., Mihov, G., Nolde, F., Rocha, S., Hotta, J.-l., Braeck- manns, K., Hofkens, J., Uji-
i, H., Herrmann, A., Miillen, K. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 3372-3375.

37 Rehm, S., Stepanenko, V., Zhang, X., Rehm, T. H., Wirthner, F. Chem. Eur. J. 2010, 16
(11), 3372-3382.

138 (a) Rosu, F., De Pauw, E. Gabelica, V. Biochimie, 2008, 90, 1074-1087; (b) Mazzitelli, C. L.,
Brodbelt, J. S., Kern, J. T., Rodriguez, M., Kerwin, S. M. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2006, 17,
593-604; (c) Rosu, F., Gabelica, V., Houssier, C., Colson, P., Pauw, E. D. Rapid Commun.
Mass Spectrom. 2002, 16, 1729-1736; (d) Casagrande, V., Alvino, A., Bianco, A., Ortaggi, G.,
Franceschin, M. J. Mass Spectrom. 2009, 44, 530-540.
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Asimismo se ha descrito que estos sistemas con nucleo expandido 1T
favorecen la formacion de nanoestructuras autoensambladas causadas por las
pronunciadas interacciones T-TI-stacking de estos cromoforos.''® Estas
nanoestructuras 1D poseen un gran potencial para el desarrollo de
nanodispositivos electronicos y optoelectronicos de ultima generacion,’®
debido a su pequefio tamafio (esencial para la miniaturizacién del dispositivo),
gran area superficial (propicio para la modificacion de la superficie), difusion de
excitones mediada por apilamiento T-m y transporte de carga. En
consecuencia, el autoensamblaje de moléculas organicas conjugadas en 1 en
las nanoestructuras 1D ha sido un campo activo y de rapido desarrollo, tal
como se describe en algunas investigaciones. ' Las nanoestructuras 1D de las
PDIs presentan un comportamiento 6ptico uniaxial y propiedades electrénicas a
lo largo de la direccién de apilamiento -1 1D, lo que proporciona un gran
potencial para la aplicacion en dispositivos optoelectronicos, especialmente a
nanoescala.> 4!

Aqui se presenta la sintesis de una serie de derivados de PDI con
sistema expandido T, los cuales son altamente solubles en agua. Diferentes
estudios espectroscopicos en solucidon acuosa (UV/Vis y espectroscopia de
fluorescencia) y asociacion [microscopia de fuerza atomica (AFM)] revelaron el
comportamiento de agregacion de estos sistemas, con el propdésito de estudiar
su potencial como estabilizador de G-quadruplex.

139 a) Nguyen, T., Martel, R., Bushey, M., Avouris, P., Carlsen, A., Nuckolls, C., Brus, L. Phys.
Chem. Chem. Phys. 2007, 9, 1515-1532. b) Kim, F., Ren, G., Jenekhe, S. Chem. Mater. 2011,
23, 682-732.

140 3) Schenning, A. P., Meijer, E. W. Chem. Commun., 2005, 3245-3258. b) Kim, F. S., Ren,
G. Q,, Jenekhe, S. A. Chem. Mater. 2011, 23, 682-732. c) Meijer, E. W., Schenning, A. P.
Nature, 2002, 419, 353-354. d) Wang, X., Li, Y. D. Inorg. Chem., 2006, 45, 7522-7534. (e)
Zang, L., Che, Y. K, Moore, J. S. Chem. Res., 2008, 41, 1596-1608. (f) Zhao, Y. S., Fu, H. B,
Peng, A. D., Ma, Y., Liao, Q., Yao, J. N. Chem. Res., 2010, 43, 409-418. (g) Su, B., Wu, Y. C,,
Jiang, L. Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 7832-7856. (h) Dasgupta, N. P., Sun, J. W., Liu, C.,
Brittman, S., Andrews, S. C., Lim, J., Gao, H. W,, Yan, R. X,, Yang, P. D. Adv. Mater., 2014, 26,
2137-2184.

41 Gorl, D.; Zhang, X., Wurthner, F. Angew. Chem., Int. Ed., 2012, 51, 6328-6348. d) Supura,
M., Fukuzumi, S. J. Solid State Sci. Technol., 2013, 2, M3051-M3062.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Capitulo 3.Perilenodiimidas solubles en agua |127

DISCUSION DE RESULTADOS

Diseno y sintesis de un sistema expandido 1T en posicion bahia de

derivados de PDI solubles en agua.

La ruta de sintesis disefiada para la formacion de nuevos derivados de
PDI con sistema Tt-expandido en posicion bahia, solubles en agua, es
mostrada en la figura 3. En primer lugar, se decide trabajar con el 1,7-dibromo-
PDA comercial para evitar una purificacion larga y tediosa. El 1,7-dibromo-PDA
comercial es funcionalizado en la posicion imida con 4-Boc-aminopiperidina,
con un 57% de rendimiento. En segundo lugar se realizdé un acoplamiento de
Suzuki del éster bordnico catalizado con paladio(0), procedimiento con un 60%
de rendimiento. En tercer lugar, por reaccion fotoquimica, mediante la
irradiacion con luz ultravioleta, se obtienen los productos DR30 y DR30.1, con
un rendimiento de 61 y 60%, respectivamente. En cuarto lugar, la eliminacién
del grupo protector tert-butoxicarbonilo (t-Boc) con acido trifluoracetico (TFA)
conduce a la formacién de los colorantes DR34, DR37 y DR36 con un 99% de
rendimiento para todos los compuestos.

También es sintetizada una sonda DR35 donde es anclado un grupo con
una cadena alquilica mayor para probar su solubilidad en agua. Para ello se
conecta el grupo carboxilo (C-terminal) del acido seleccionado con el grupo
amino (N-terminal) del PDI. El acoplamiento peptidico se realizé mediante
condiciones clasicas, utilizando el PyBOP como agente acoplante, DIPEA
como base en el seno de DMF, durante 2 horas, para obtener un rendimiento
de 55%.

Los compuestos que resultaron solubles en agua fueron DR34, DR36, y
DR37.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



DR28.1

DR28

[S]
b

in
o
I
3
~
x
2
=
1]
14

4:1:0.4

128 |Capitulo 3.Perilenodiimidas solubles en agua
1,7-diBromoPDA

()
Bn.

»
L

4
I
Oy Z o~y
o (o]

\/\OI\J._\
(o]

Tesis Doctoral

solubles en agua.

DR35
Figura 3. Ruta de sintesis para los derivados de PDI disustituidos con sistemas expandidos 1
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El producto monosustituido derivado de la reaccién de Suzuki (DR28.1)
es un subproducto obtenido con un bajo rendimiento del 13%, sin embargo es
aprovechado para conseguir el producto ciclado monosustituido, por
fotociclacion (DR43) con un 51% de rendimiento. Por ultimo, a este producto y
al precursor se eliminan los grupos protectores tert-butoxicarbonilo (t-Boc) con
acido trifluoracetico (TFA), para asi obtener los colorantes solubles en agua
DR41 y DR44 con un 95y 71% de rendimiento, respectivamente (Figura 4).

O_N uv O_N
o ﬁNj ) o 0"No
N fNj
& b S
DR 28.1 DR43 DR44

l DCM, TFA, 2h
H

Figura 4. Ruta de sintesis para los derivados de PDI monosustituidos con sistemas expandido
T solubles en agua.

En el proceso de ciclacion se observa que el compuesto disustituido
DR28 es mas fotoestable en solucion que el monosustituido DR28.1 y la
reaccion de ciclacion es mucho mas lenta para DR28 comparado con DR28.1.
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Caracterizacion de los compuesto di- y monosustituidos derivados
de PDLI.

Todos los compuestos obtenidos en la seccidn anterior fueron
caracterizados por las técnicas habituales de identificacion en sintesis
organica.

En el espectro de RMN de proton para el compuesto DR27 (Figura 5) se
observan dos dobletes en 9.47, 8.67 ppm y un singulete en 8.68 ppm
correspondiente a los protones aromaticos del nucleo del PDI. Seguidamente
para DR28 obtenemos el acoplamiento del éster bordnico, como lo muestran
las senales en forma de singulete en 3.92 y 3.56 ppm que representan a los
protones de la piperazina, también aparecen en forma de dobletes en 8.29,
8.12 ppm los protones de la pirimidina y en 1.51 ppm los del grupo Boc. Para
DR30 y DR30.1 se observa un apilamiento y ensanchamiento de las sefnales
aromaticas, mas notorio para DR30 donde la ciclacién es completa y es obvio
este efecto para las sefales alifaticas también, mostrando asi un mayor grado
de asociacion y agregacion.

DR30.1

P

DR30

‘ A‘ o DR28
,JJJL L

K A M N

T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 5. Espectro RMN de protén para DR27, DR28, DR30 y DR30.1.

En cuanto al espectro RMN de carbono 13 (Figura 6) de los compuestos
DR27, DR28, DR30 y DR30.1 muestra sefales de baja intensidad entre 163 y
154 ppm correspondientes al grupo carbonilo del PDI y del grupo Boc. Entre
138 y 120 ppm se observan los carbonos Sp? del esqueleto de PDI, en esta
zona se aprecia una disminucidon en la intensidad de las sefiales para DR30
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debido a la mayor asociacién, producto de la ciclacion completa, ademas entre
80 y 79 ppm se encuentran las sefales de los carbonos cuaternarios. Por
ultimo, a desplazamientos bajos, de 52 ppm a 28 ppm, se obtienen las sefales
CH2 y CHs del grupo Boc, piperazina y piperidina.

DR30.1
o
DR30
» - NL, k A A | -
DR28
L Ll IH .
DR27
w

T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

Figura 6. Espectro RMN de carbono para DR27, DR28, DR30 y DR 30.1.

Los espectros FTIR muestran las bandas caracteristicas del grupo imida
a 1658 cm™' y las sefiales caracteristicas del grupo carbonilo a 1699 cm™ para
todos los compuestos. Finalmente, la estructura de los colorantes quedo
confirmada mediante espectrometria de masas de alta resolucion.

Para los compuestos solubles en agua DR34, DR36 y DR37 en el
espectro de proton (Figura 7) se observan senales apiladas, débiles, ruidosas y
ensanchadas lo que muestra que los anillos aromaticos del PDI estan muy
agregados. Este efecto es mayor después de producirse la ciclacion completa
en posicion bahia (DR34), debido a la planaridad del nucleo. Para DR36 las
sefales se encuentran desplazadas hacia la derecha pues el disolvente usado
para el RMN es el D20 es vez de TFA.

Los espectros FTIR muestran las bandas caracteristicas del grupo imida
a 1685 cm™' para DR34 y DR37, mientras que para DR36 aparece la seiial en
1678 cm™'. Para la amina secundaria la sefal caracteristica sale en 3438 cm™'
para DR34 y DR36, pero para DR37 en 3452 cm'. Finalmente, la estructura de
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los compuestos quedd confirmada mediante espectrometria de masas de alta
resolucion.

DR34

WJM

DR37

|
T, W)
WLLJL

T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1
f1 (ppm)

Figura 7. Espectro de RMN de protéon de DR34, DR36 y DR37.

En cuanto al colorante DR35 el espectro de proton muestra un
apilamiento de sefiales aromaticas en la zona de desplazamiento entre 7.77-
7.24 ppm mostrando hasta 5 multipletes. De la misma forma, se observa un
apilamiento de las senales alifaticas representadas por 4 multipletes en 5.66-
5.64ppm, 3.10-3.06 ppm, 1.79-1.76 ppm y 1.40-1.32 ppm. El espectro de
carbono muestra sefales de baja intensidad entre 171 y 157 ppm
correspondiente al grupo carbonilo del PDI, del grupo Fmoc y del grupo lateral.
Entre 144 y 111 ppm se observan los carbonos Sp? del esqueleto de PDI y del
grupo Fmoc. Por ultimo, a desplazamientos bajos, de 70 ppm a 26 ppm, se
obtienen las sefiales CH2 del grupo Fmoc, grupo lateral y piperidina (Figura 8).
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Figura 8. Espectro de RMN de protdn (izquierda) y carbono (derecha) para el DR35.

El espectro de FTIR presenta la banda caracteristica del grupo imida a
1630 cm™' y la sefial del grupo carbonilo a 1710 cm-'. Finalmente, la estructura
del compuesto quedd confirmada mediante espectrometria de masas.

En la figura 9 se muestra el espectro de protdén para el DR 28.1, donde
las sefiales de los hidrogenos aromaticos en la zona de campo bajo aparecen
con un desplazamiento quimico entre 8.68 y 8.09 ppm. Sin embargo, en el caso
de DR43 se observa un apilamiento de las sefales y un desplazamiento de las
mismas hacia la izquierda, debido a la restriccion que le anadimos a la
molécula por la extension del sistema 1. En campo alto se observan las
sefales correspondientes a los protones del grupo imida, piperazina, piperidina
y grupo Boc. Para el caso de los colorantes solubles en agua DR41 y DR44 |as
sefales son desplazadas, producto de los disolventes usados. Sin embargo se
observa una eliminacién de los grupos Boc pues no aparece la sefial
caracteristica en la zona entre 1.80 y 1.40 ppm, y existe una mejor resolucién
de las senales aromaticas.

Los espectros FTIR muestran la banda caracteristica del grupo imida a
1654 cm'para DR28.1, mientras que para DR43 aparece en 1659 cm™. La
sefial caracteristica del grupo carbonilo del Boc aparece en 1696 cm™ para
DR28.1 y DR43. Para el caso de los compuestos solubles en agua DR41 y
DR44, |la banda caracteristica de la amina secundaria se muestra a 3438 cm™' y
la del grupo imida a 1658 cm™'. Finalmente, la estructura de los compuestos
quedo confirmada mediante espectrometria de masas de alta resolucion.
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Figura 9. Espectro de RMN de protdn para los compuestos DR28.1, DR41, DR43 y DR44.

Propiedades oOpticas de los compuesto di- y monosustituidos
derivados de PDI.

Se registraron los espectros de absorciéon UV-vis de los compuestos
DR27, DR28, DR30 y DR30.1 en una variedad de disolventes con polaridad
variable a temperatura ambiente y concentracion de 10 uM (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de absorcion de los compuestos DR27, DR28, DR30 y DR30.1.

En primer lugar, se aprecia que al introducir el grupo procedente del
éster bordonico (DR28) en las posiciones bahia del PDI da un desplazamiento
batocromico de 67 nm. En segundo lugar, se observa una disminucién de la
solubilidad en los colorantes DR30 y DR30.1, ambos presentan una expansién
del sistema 1 en posicion bahia del nucleo del PDI, luego de la ciclacién
fotoinducida, por ello, muestran mayor planaridad, aumentando la simetria de
los compuestos, por lo que tienden a apilarse en mayor proporcion. Su
solubilidad se limita a disolventes organicos menos polares como el cloroformo,
diclorometano o tolueno. En tercer lugar, los compuestos DR30 y DR30.1
presentan un desplazamiento hipsocromico de wunos 16 y 14 nm,
respectivamente (Figura 11). Gonzalez (2011)'*® sefialdé que un cambio
hipsocromico en los espectros de absorcion indica la presencia de H-
agregados formados por apilamiento -1, lo que explica la disminucion de la
solubilidad en disolventes mas polares al ocurrir la ciclacion en las posiciones
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bahia del nucleo del PDI. Resultados similares han sido reportados por otros
autores al obtener derivados de CDI.'4?
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Absorbancia normalizada
Fluorescencia normalizada
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T T 1 7 T T T 117100
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Figura 11. Espectros de absorcion Uv-Vis (linea solida) y emision (linea puenteada)
normalizados para los compuestos DR27 y DR30 (Aexc = 455 nm), DR28 (Aexc = 434 nm) y
DR30.1 (Aexc = 440 nm) en cloroformo.

Por la introduccion del grupo procedente del éster borénico en el nucleo
de la PDI se amplia la region de absorcion de 350-550 nm a 480-700 nm, el
aumento de la polaridad del disolvente ocasiona un desplazamiento
batocromico, para los compuestos DR27 y DR28, e hipsocromico, para los
colorantes DR30 y DR30.1. Para todos los compuestos las bandas de
absorcion atribuidas a la transicion electronica So-S1 estan situadas alrededor
de 521, 588, 572 y 573nm para DR27, DR28, DR30 y DR30.1,
respectivamente, en cloroformo. Para el caso de DR30 presenta un hombro
entre 500 y 550 nm, posiblemente, causado por una mayor deslocalizacion de
electrones debido a la formacién del coroneno.

En los espectros de los compuestos DR28, DR30 y DR30.1 se muestra
una banda de absorcion similar alrededor de 380 y 480 nm, ésta puede
atribuirse a la absorcion de la unidad proveniente del éster bordnico, para
comprobar dicha afirmacion como se hizo en el capitulo 2 se procedi6 a realizar
el espectro de absorcion para DR28, el éster boronico utilizado y la PDI sin
sustituyentes en posicion bahia, los resultados son mostrados en la figura 12.
Al superponer los espectros de absorcion se observa como la unidad de éster
boroénico presenta una banda de absorcion a 320 nm, al unirse en la posicion

42 Zhan, C.; Jiang, Y.; Yang, M.; Lu, L.; Xiao, S. Chinese Chem. Lett. 2014, 25 (1), 65-68.
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bahia del PDI esta banda se desplaza hasta los 434 nm. Un desplazamiento
similar ocurre para la banda del PDI sin sustituyente.
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Figura 12. Espectro de absorcion de DR28, éster bordnico y DR45.

Los espectros de emision de los diferentes colorantes en una variedad
de disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y una
concentracion de 10 uM se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Espectros de emision de los compuestos DR27 (hexc = 455 nm), DR28 (Aexc =
434 nm), DR30 (Aexc= 455 nm) y DR30.1 (Aexc = 440 nm).

La introduccion del grupo procedente del éster boronico en posicion
bahia del PDI supuso un cambio batocrémico en la banda de emision de unos
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120 nm (cloroformo). Mientras que el cierre del anillo aromatico para la
formacion de los sistemas expandidos T-T1 muestra un desplazamiento
hipsocromico mas pronunciado en DR30 (59 nm) que en DR30.1 (5 nm). Para
DR27 y DR30 aparecen dos bandas de emision en 552, 613 nm y 587, 653 nm,
respectivamente. Mientras que para DR28 y DR30.1 aparece una sola banda
de emisién entre 640-680 nm. Por el cambio de polaridad del disolvente es
apreciable el cambio batocromico para todos los colorantes, lo que indica que
la estabilizacién de estas moléculas ocurre en el estado excitado de las
mismas.

El desplazamiento de Stokes para los colorantes DR28, DR30 y DR30.1
fue de 84, 41 nm y 94 nm, respectivamente (Figura 11). En este caso es la
ciclacion de las dos posiciones bahia del PDI la que disminuye el
desplazamiento de Stokes. La formacion del derivado de coroneno provoca el
desplazamiento hacia el azul de las bandas de absorcion y emision, debido a
que se vuelve mas simétrico favoreciendo el apilamiento 1-11. Estos cambios
en conjunto son indicativos de una conjugacion 1T mejorada a lo largo del eje
corto “molecular x”, en consecuencia, presenta una estructura molecular con
una planaridad/rigidez mejorada tras la fotociclizacién, lo cual es consistente
con los informes tedricos y experimentales de la bibliografia.13.143

Para los precursores monosustituidos DR28.1 y DR43 se muestran los
espectros de absorcion UV-vis, en la figura 14, en una variedad de disolventes
con polaridad variable a temperatura ambiente y concentracion de 10 uM.
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Figura 14. Espectros de absorcién de los compuestos DR28.1 y DR43.

143 Chen, L.; Li, C.; Mullen, K. J. Mater. Chem., 2014, 2, 1938-1956.
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El cierre del anillo intramolecular lleva a una disminucion de la
solubilidad del compuesto DR43, producto de la planaridad del nucleo del PDI,
por lo que el porcentaje de apilamiento y la asociacién intermolecular en
agregados es mayor. Se solubiliza mejor en disolventes organicos menos
polares como cloroformo, diclorometano y tolueno, aunque muestra buena
solubilidad en DMF. El solvatocromismo es negativo, para ambos colorantes.
DR28.1 y DR43 exhiben una absorcion mayor en una regiéon de longitud de
onda entre 500-650 nm. Ademas, registra una sola banda de absorcién
correspondiente al tipo de transicion electronica So-S1 entre 540-550 nm.
También observamos una banda entre 400 y 480 nm, que pertenece a la
absorcion del grupo procedente del éster boronico demostrado anteriormente.

Los espectros de emisiéon de los colorantes DR28.1 y DR43 en una
variedad de disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y una
concentracion de 10 uM se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Espectro de emision de los compuestos DR28.1 (Aexc= 450 nm) y DR43
(Kexc =434 nm).

Para DR28.1 se observa el efecto mas pronunciado del disolvente con
un desplazamiento batocrémico de 90 nm, en DR43 fue de 15 nm. Después de
la ciclacion tan solo se observa fluorescencia en disolventes no polares como
DCM vy tolueno, en DMF la fluorescencia se apaga posiblemente por la
formacion de agregados.

El desplazamiento de Stokes para los compuestos DR28.1 y DR43 fue
de 66 y 37 nm. De manera que al expandir el sistema conjugado 1 disminuye el
desplazamiento de Stokes. Ademas, el producto obtenido después de la
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ciclacidn se desplaza hacia el rojo segun sus bandas de absorcion y emision
(Figura 16).
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Figura 16. Espectros de absorcién UV-Vis (linea sdlida) y emisién (linea punteada)
normalizados para los compuestos DR28.1 (Aexci= 450 nm) y DR43 (Aexcit=434 nm) en
cloroformo.

Para los colorantes solubles en agua DR34, DR36 y DR37 los espectros
de absorcion se muestran en la figura 17 a temperatura ambiente vy
concentracion de 10 uM.
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Figura 17. Espectro de absorciéon normalizado para los compuestos DR34, DR36 y
DR37 en agua (izquierda), espectro de absorcién para el colorante DR37 (derecha).

Los colorantes DR36 y DR34 presentan un espectro de absorcién solo
en agua, mientras que para DR37 se muestra el espectro de absorcion en agua
y en otros disolventes polares. En este ultimo compuesto la forma espectral es
similar en los disolventes, lo que indica que el cambio espectral no depende
directamente de su polaridad. Sin embargo, se observa un solvatocromismo
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positivo y coeficiente de extincion en agua mayor que en el resto de los
disolventes. Con respecto al cierre del anillo se muestra que el coeficiente de
extincion molar aumenta: 258, 329 y 1819 M-'cm™' para DR36, DR37 y DR34,
respectivamente. Aunque permanecen bajos con respecto a los de sus
precursores, por lo que a concentraciones bajas estos compuestos son
incoloros. El espectro de absorcibn muestra la banda de transicién Tr-11
monomeérica tipica con dos picos pronunciados entre 456-465 nm y 540-
550 nm, que corresponden a las transiciones electrénicas 0-1 y 0-0,
respectivamente.

Los espectros de fluorescencia (Figura 18) presentan un desplazamiento
hipsocrémico con respecto a sus precursores, ademas de un desplazamiento
de Stokes de unos 39, 60 y 66nm, para DR36, DR37 y DR34,
respectivamente. Este aumento del desplazamiento de Stokes con el cierre del
anillo es consistente con el de los colorantes de perileno que presentan un
sistema expandido 1 a lo largo del eje molecular corto x.'** Para DR36 se
observa la "inversion de pico" en fluorescencia lo que es clara evidencia que en
medio acuoso las moléculas se autoagregan en cierta medida a pesar de su
solubilidad en agua, fendmeno también observado por otros autores.4°

44 Lin, Z.; Li, C.; Meng, D.; Li, Y.; Wang, Z. Chem. Asian J. 2016, 11 (19), 2695-2699.
145 Boobalan, G.; Imran, P. M.; Nagarajan, S. Chinese Chem. Lett. 2012, 23 (2), 149-153.
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Figura 18. Espectro de emision para los compuestos DR34 (hexc = 450 nm), DR37 (hexc = 450
nm) y DR36 (Aexc = 381 nm). Abajo-lzquierda espectro de absorcién y emisién de los colorantes
DR36, DR37 y DR34 en agua.

Los compuestos DR34 y DR37 son practicamente no fluorescentes,
debido a la agregacion de los colorantes en agua y el espectro de emisién
residual es atribuido a una fraccién de moléculas de colorante no agregadas,
tiene su maximo a 520 nm para ambos compuestos y un hombro mas débil a
aproximadamente en 570 y 675 nm, para DR37 y DR34, respectivamente. La
naturaleza no fluorescente del colorante agregado se interpreta en términos de
una desactivacion no radiativa eficaz de dimeros o agregados de orden
superior. EI compuesto DR37, ademas del agua, presenta un espectro de
emisiéon residual para DMSO, MeCN vy AcOEt, observandose un
solvatocromismo positivo. No obstante, para DR36, si presenta fluorescencia
ya que aparecieron dos bandas de emision a 501 y 523 nm, pero en agua
solamente, por lo que se puede inferir que el tipo de agregados formados entre
los compuestos son diferentes.
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Gadde y cols (2008)'¢ sefalaron diferencias entre los tipos de
agregados: en contraste con los agregados J, los agregados H dan lugar al
desplazamiento de la banda de absorcién al azul. Una segunda diferencia
importante entre estas dos clases de agregados es que los agregados H son
generalmente emisores pobres, mientras que los agregados J tipicamente
muestran una luminiscencia eficiente. Es ampliamente aceptado que ambos
tipos de agregados resultan del apilamiento paralelo de moléculas de colorante.
Mientras que en los agregados H las moléculas de colorante se alinean cara a
cara dando lugar a una disposicion tipo “sandwich”, los agregados J estan
compuestos de moléculas de colorante escalonadas en una configuracion de
borde a borde. En este momento, la comprension del tamafio de agregado o el
numero medio de moléculas de colorante asociadas en los agregados J o H es
muy limitada. Por estas caracteristicas presentadas podemos decir que, es
posible que DR37 y DR34, a causa de la planaridad que tiene en el nucleo,
favorezca la formacién de agregados tipo H, en mayor proporciéon que los tipo
J, y en DR36, por la distorsion que presenta el nucleo aromatico del PDI, facilite
la formacién de agregados tipo J, en mayor proporcion que los tipo H (Figura

Figura 19. Agregados H (izquierda) y agregados J (derecha).

En el caso de los derivados monosustituidos solubles en agua, DR41 y
DR44, se registraron los espectros de absorcion UV-vis en una variedad de
disolventes con polaridad variable a temperatura ambiente y concentracion de
10 uM (Figura 20).

146 Gadde, S.; Batchelor, E. K.; Weiss, J. P.; Ling, Y.; Kaifer, A. E. J. Am. Chem. Soc., 2008,
130, 17114-17119.
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Figura 20. Espectro de absorcion de los compuestos DR41 y DR44.

Los colorantes DR41 y DR44 presentan solubilidad en los disolventes
mas polares como H20, MeOH y DMSO. Luego de la ciclacién en DR44 el
espectro de absorcion muestra un desplazamiento hipsocromico de mas de
17 nm, lo que pudiera indicar mayor formacion de agregados de tipo H en
DR44 que en DR41 (favorece la formacion de agregados tipo J). Ambos
presentan una amplia regién de absorcion de 480-680 nm y el aumento de la
polaridad del disolvente ocasiona un desplazamiento hipsocrémico para DR41
y batocrémico para DR44. Las bandas de absorcion atribuidas a la transiciéon
electronica So-S1 estan situadas alrededor 532-547 nm y 520-535 nm para
DR41 y DR44, respectivamente. Ademas en ambos compuestos esta presente
la banda correspondiente al grupo procedente de éster boronico entre 400 y
480 nm.

Los espectros de emision a temperatura ambiente y una concentracion
de 10 uM se muestran en la figura 21.
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Figura 21. Espectro de absorcion (linea solida) y emision (linea punteada) para los
compuestos DR41 (Aexc = 435 nm, CHCI3) y DR44 (hexc = 450 nm, DMSO).
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Para DR41 y DR44 se muestra un solo pico de emision a 591 y 646 nm
respectivamente. El desplazamiento de Stokes para los colorantes DR41 y
DR44 fue de 62 y 66 nm, respectivamente. Presumiblemente, la participacion
de las moléculas de disolvente en enlaces de hidrogeno redujo
significativamente la propensién a la agregacion en disolvente polar como
DMSO, por eso la aparicién de fluorescencia en DR44 de forma analoga a
otros grupos en bibliografia.'®

Las propiedades fisicas de todos los compuestos sintetizados se
muestran en la tabla 1. El rendimiento cuantico disminuyd con la introduccién
del grupo procedente del éster bordnico en las posiciones 1,7-bahia del nucleo
de la PDI, ésto podria atribuirse a la mayor flexibilidad de la molécula después
de la introducciéon de grupos laterales, lo que indujo una desintegracion masiva
no radiativa para sus estados excitados.'®” Sin embargo, se observa que el
proceso de ciclacién es positivo, pues aumenta el rendimiento cuantico, tanto
para las especies di- y monosustituidas, lo que se atribuye a una estructura
molecular mas rigida ocasionada por la expansion del sistema 1, reduciendo
asi la desintegracion no radiativa de la fase excitada.'®

Para los colorantes solubles en agua se aprecia un mayor rendimiento
cuantico en aquellos compuestos monosustituidos que para los disustituidos,
esto es importante ya que demuestra que las especies con tres aminas
desprotegidas presenta una menor tendencia a formar agregados con respecto
a las especies disustituidas que poseen cuatro aminas desprotegidas'’. El
compuesto DR35 presenta un bajo rendimiento cuantico en DCM,
probablemente debido al proceso de conversién interna causado por las
interacciones entre enlaces de hidrogeno intermoleculares’*®. El rendimiento
cuantico medido para DR34 y DR37 es menor al limite de deteccion del equipo
(LD < 0.01). La naturaleza no fluorescente de estos colorantes agregados se
interpreta en términos de una desactivacion no radiativa eficaz de dimeros o
agregados de orden superior.

147 Kohl, C.; Weil, T.; Qu, J.; Millen, K. Chem. Eur. J. 2004, 10, 5297-5310.
148 Aleshinloye, A. O., Bodapati, J. B., Icil, H. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 2015, 300, 27—
37.
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Tabla 1. Propiedades fisicas de los compuestos estudiados.

Compuesto Disolvente 0; % ¢ (NS) Pf (°C)

DR27 DCM 0.93 100 4.94 >350
39.60 3.28

DR28 DCM 0.33 60.40 808 >350

DR30 CHCIs 0.34 100 8.18 >350

DR30.1 CHCIs 0.46 100 9.00 >350
81.96 1.32

DR35 DCM 0.02 18.04 6.91 >350
32.48 2.35

DR36 H20 0.01 67 52 771 >350

DR37 H20 <LD 100 6.27 >350
44.89 1.66

DR34 H20 <LD 55 11 6.27 >350

DR28.1 DCM 0.34 100 4.90 >350

DR41 CHCls 0.12 100 4.30 >350
57.56 5.29

DR43 CHCls 0.62 42 44 999 >350
47.45 4.96

DR44 DMSO 0.03 50 54 1.45 >350

Los tiempos de vida excitados del estado singlete son largos en todos
los compuestos sintetizados (entre 4 y 9 ns). Para los compuestos DR28,
DR34, DR35, DR36, DR43 y DR44 el tiempo de vida fue ajustado por una
funcién bi-exponencial. Los componentes de decaimiento rapido 1.32, 3.28 y
2.35 ns (DR28, DR35 y DR36) pueden atribuirse al proceso de salto de energia
fotoinducido entre las diferentes conformaciones de la PDI generadas debido a
la deformacion de la planariedad molecular de los compuestos. Los
componentes largos 8.08, 6.92, 7.71 y 4.96 ns (DR28, DR35, DR36 y DR44)
corresponden a las distintas fluorescencias estacionarias de PDI para cada uno
de los compuestos. Para DR34 y DR44 el componente corto de 1.66 y 1.45 ns
puede ser debido a los diferentes agregados que pueden formarse en solucion
acuosa y el componente largo (6.27 y 4.96 ns) puede atribuirse a la formacién
del estado excitado con una conjugaciéon mas extensa por la expansion del
nucleo de la PDI. En el caso de DR43 el componente corto (5.29 ns) es del
cromoforo mientras que el componente largo de 9.99 ns puede atribuirse a la
emisidon de estados "similares a los excimeros". Los estados "similares a
excimeros" de PDIs siempre muestran tiempos de vida de fluorescencia que
son mas largos que los del monémero. El tiempo de vida mas largo registrado

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Capitulo 3.Perilenodiimidas solubles en agua |147

hasta ahora es de 28 ns, que fue obtenido para un dimero de PDI ciclico con
una estructura relativamente rigida.'® La estructura rigida con el modelo
apilado estrictamente cara a cara conducira a un mayor tiempo de vida de
fluorescencia para los estados "similares a excimero" de PDI.1%0

Estudios de asociacion

La morfologia de los compuestos fue estudiada por la técnica de
microscopia de fuerza atomica (AFM por sus siglas en inglés) para comprobar
la forma de asociacién de los colorantes. Para los compuestos DR28, DR30 y
DR30.1 fueron disueltos en cloroformo y DCM:MeOH (9:1) preparados a
diferentes concentraciones. Se probaron dos tipos de disolventes, uno que
disolviera la muestra y otro una mezcla (con un buen y mal disolvente) para
comprobar que la agregacion de los colorantes era la misma (Figura 22).

La topografia de los colorantes disustituidos es distinta después del
proceso de ciclacion, asi en el compuesto DR28 se muestran solo nanoesferas,
no obstante, para DR30 y DR30.1 se observa la presencia de nanoesferas y
nanofibras. Por otro lado, el tamafo de las nanoparticulas varia. Para DR28 (A)
se aprecian nanoparticulas esféricas bien definidas de tamafo 2 nm a 12 nm
en cloroformo, aunque en A.1 presenta particulas de mayor tamafio de unos
200 nm en menor proporcion. En la mezcla de disolvente (DR28 B) se
observan nanoparticulas esféricas y amorfas de tamarfo entre 2 y 24 nm. Para
los compuestos con sistema 1 expandidos las nanoparticulas esféricas
presentan aumento en el tamafno de la esfera de 2 hasta 35 nm en cloroformo
(DR30 A.1), ademas se consiguen observar nanofibras muy estrechas de tan
solo 1 nm de alto y 0,8 um de longitud. Mientras que en DCM:MeOH se
favorece la formacion de nanoparticulas esféricas uniformes de 1 hasta 8 nm
de espesor (DR30 B). Finalmente para el colorante DR30.1 se observa el
mismo efecto de aumento significativo en el tamafio de las nanoesferas a
41 nm, se logra observar una nanoesfera de tamafo 20 nm (DR30.1 B),
también, se aprecian nanoparticulas amorfas (DR30.1 A) y la formacion de
nanofibras muy finas, 2 nm de alto y hasta 4 ym de longitud. En la mezcla de
disolventes se observan nanoesferas uniformes de tamafio de 2 hasta 18 nmy
nanofibras de 2 nm de alto y 0.3 ym de longitud.

49 Feng, J. Q., Zhang, Y. X,, Zhao, C. T., Li, R. J., Xu, W., Li, X. Y., Jiang, J. Z. Chem. Eur. J.
2008, 14, 7000-7010.

50 Wang, Y. F. Chen, Y. L. Li, R. J.,, Wang, S. Q., Su, W., Ma, P., Wasielewski, M. R.,Li, X. Y.,
Jiang, J. Z. Langmuir 2007, 23, 5836-5842.
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DR28

DR30.1

Figura 22. Imagenes de AFM de los compuestos A, A.1) 0.5 ug/mL en Cloroformo y B)
0.5 pyg/mL en DCM:MeOH (9:1).

Debido a que para los disustituidos se observaron los mejores resultados
en cloroformo y a una concentracion de 0,5 pg/mL, para la serie de
monosustituidos se registré la morfologia solo para estos parametros (Figura
23).

En este caso, los monosustituidos no experimentan cambios en la
morfologia de sus moléculas después de la ciclacion. Predominan
nanoparticulas esféricas pequefias de 2 a 8 nm (DR28.1 A.1; DR43 A1),
aunque existen en menor proporcion nanoparticulas de mayor tamano entre 40
y 53 nm (DR28.1 A; DR43 A).
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DR43 ki
Figura 23. Imagenes de AFM de los compuestos A, A.1) a 0.5 pg/mL en cloroformo

Para los compuestos disustituidos, DR34, DR36 y DR37, se muestra el
estudio morfolégico en agua a una concentracion de 0.1y 1 ug/mL, como DR36
presentaba un efecto cinético en agua (ver Informacién suplementaria), se
realizé un estudio con soluciones recién preparadas y luego de 5 dias se tomé
otra muestra para ver si existian diferencias entre ellas (Figura 24).

DR36

DR37

DR34

Figura 24. Imagenes de AFM de los compuestos A) 0.1 ug/mL en H20 solucién reciente By C)
0.1 yg/mL en H20 solucién afieja.
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La composicion de los colorantes solubles en agua presenta un
comportamiento diferente en solucién reciente y afieja. En el caso de DR36 en
solucion reciente se observan nanofibras irregulares que con el tiempo estas se
desagregan hasta el punto de observarse luego de 1 mes nanoesferas de
tamaro ente 1,5y 7 nm (DR36 C). En cambio para las especies con sistema
expandido 1 en solucion reciente se observan particulas esféricas y amorfas,
aunque después de un tiempo predominan las nanofibras bien empaquetadas,
altamente interconectadas y bien definidas formando una red tejida para DR37,
las longitudes de las nanofibras no se pueden determinar con precision, debido
al patron entretejido en la superficie, en el caso de DR34 estas redes son mas
amorfas.

Lo anterior demuestra un proceso de formacién de nanofibras en
solucién, para DR34 y DR37, y un proceso de desagregacion para DR36. El
primero depende del numero de mondmeros que forman los agregados
mediante interacciones de apilamiento TT-TT que se encuentran en mayor
proporcion por la expansién del nucleo de PDI, luego de la fotociclacion, de
forma analoga a ejemplos de la bibliografia.’>” En el segundo caso la existencia
de grupos en la posicion bahia del PDI impide la agregacion y las interacciones
de apilamiento favoreciendo la solvatacion de la molécula en agua.

En el caso de los compuestos solubles en agua monosustituidos no se
observo efecto cinético en solucién acuosa, las muestras fueron preparadas a
una solucion de 0.1 pg/mL en agua (Figura 25).

Figura 25. Imagenes de AFM de los compuestos DR41 y DR44 a 0.1 uyg/mL en H20 solucién
reciente.
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El caso de los compuestos monosustituidos la morfologia cambia
después de la ciclacion, asi para DR41 se observan nanoparticulas esféricas,
amorfas y fibrosas predominando diametros de 10 a 25 nm, pero, para DR44
se observa la formacion de conglomerados y nanoparticulas con forma de
globo de un tamafio mayor entre 40 y 55 nm de diametro.

Ensamblaje supramolecular con CB[07]

Como se ha estado discutiendo en este capitulo, los compuestos
solubles en agua presentan agregados, lo que ocasiona el “quenching” o
enfriamiento de la fluorescencia en la mayoria de ellos. Para tratar de evitar
este problema se ha probado la estabilizacion y desagregacién de estos
colorantes organicos en solucion mediante la encapsulacion en el macrociclo
de CB,"' de hecho el interés en la familia de los hospedadores de cucurbituril
(CBn, ver Figura 26) ha aumentado rapidamente en los ultimos tiempos.'?
Como ejemplo de ello, Halterman y colaboradores prepararon dimeros de
rodamina B y han demostrado que la agregacion del dimero podria disminuirse
por la encapsulacion con CB[7]."®® Otros trabajos demostraron la
desagregacion reversible de colorantes de cianina,’¥® porfirinas’* vy
bis(benzoimidazoles)'® por encapsulacién en CB[7]. También cabe destacar
que los colorantes de perilenodiimida pueden desagregarse por encapsulaciéon
en el homodlogo mayor CB[8]."°® En este capitulo se muestra cémo los
colorantes solubles en agua son encapsulados en CB y disminuyen el grado de
agregacion de estas moléculas en agua.

151 (a) Koner, A. L., Nau, W. M. Supramol. Chem., 2007, 19, 55. (b) Arunkumar, E., Forbes, C.
C., Smith, B. D. Eur. J. Org. Chem., 2005, 4051-4059. (c) Bhasikuttan, A. C., Mohanty, J., Nau,
W. M., Pal, H. Angew. Chem., Int. Ed. 2007, 46, 4120-4122. (d) Nau, W. M., Mohanty, J. Intern.
J. Photoenergy, 2005, 7, 133-141. (e) Mohanty, J., Nau, W. M. Angew. Chem., Int. Ed. 2005,
44, 3750-3754.

52 (a) Lee, J. W., Samal, S., Selvapalam, N., Kim, H.-J., Kim, K. Acc. Chem. Res. 2003, 36,
621-630. (b) Lagona, J.; Mukhopadhyay, P.; Chakrabarti, S.; Isaacs, L. Angew. Chem., Int. Ed.
2005, 44, 4844-4870. (c) Sindelar, V., Silvi, S., Parker, S. E.,Sobransingh, D., Kaifer, A. E. AdV.
Funct. Mater., 2007, 17, 694-701. (d) Rekharsky, M. V., Mori, T., Yang, C., Ko, Y. H.,
Selvapalam, N., Kim, H., Sobransingh, D.; Kaifer, A. E.; Liu, S.; Isaacs, L.; Chen, W,
Moghaddam, S.; Gilson, M. K.; Kim, K., Inoue, Y. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2007, 104,
20737-20742. (e) Liu, S., Shukla, A. D.; Gadde, S., Wagner, B. D., Kaifer, A. E., Isaacs, L.
Angew. Chem., Int. Ed. 2008, 47, 2657-2660.

153 Halterman, R. L.; Moore, J. L.; Mannel, L. M. J. Org. Chem., 2008, 73, 3266-3269.

54 Liu, K., Liu, Y., Yao, Y., Yuan, H,, Wang, S., Wang, Z., Zhang, X. Angew. Chem., Int. Ed.
2013, 52, 8285-8289

55 Parente-Carvalho, C., Uzunova, V.D., DaSilva, J.P., Nau, W.M., Pischel, U. Chem.
Commun., 2011, 47, 8793-8795.

156 Biedermann, F., Elmalem, E., Ghosh, |., Nau, W.M., Scherman, O.A. Angew. Chem., Int.
Ed., 2012, 51, 7739-7743.
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Figura 26. Estructura de la familia de CBs.

A continuacién realizamos pruebas con una serie de compuestos de
curcubituril de diferentes tamarnos CBI[n] [n = 5-8], con el propdsito de evitar
que los colorantes de PDI se agreguen en solucion acuosa, mediante la
formacion de un fuerte complejo anfitrion-huésped. Las pruebas resultaron
positivas para el CB[7] en los colorantes DR34, DR37, DR41 y DR44, lo que
sugiere que las disposiciones de empaquetamiento de los croméforos de PDI
en conjunto han cambiado con la presencia de CBJ[7] e indican una interaccién
diferente de los sistemas .

Primeramente se analizé el comportamiento de los colorantes en las
condiciones experimentales especificas y se determind que esta
autoagregacion es significativamente mayor cuando se trabaja a
concentraciones por encima de 75 uM. Esto se confirmé por la linealidad del
grafico de Lambert-Beer en la concentracién correspondiente a pH 7 (ver
informacion suplementaria, 1S). Ademas se observa el enfriamiento de la
fluorescencia a partir de esa misma concentracién para todos los colorantes.
De manera que las valoraciones realizadas con CBs se realizaron a una
concentracion de 10 uM.

En segundo lugar se realizé un estudio cinético entre los compuestos y
el CBJ7], resultando positivo para DR37. Por lo que su valoracién para la
determinacién del complejo anfitrion-huésped no pudo ser evaluada (ver IS).

Por ultimo, se estudi® mediante titulaciones de absorcion UV-vis,
fluorescencia, espectroscopia de RMN y espectrometria de masas la formacién
del complejo.
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Para el compuesto DR34 en solucion 10 pM, la adicion de hasta
0.91 mg/mL de CBJ[7] en agua neutra causa cambios drasticos en el espectro
de absorcion y emision (Figura 27). Este compuesto posee un limite de
deteccion de 3.74 uM para CB[7].
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Figura 27. Curva de titulacién de absorcién completa y ampliacion de la zona de 400 a 640 nm
(arriba); curva completa de titulacion de fluorescencia y detalle de las primeras adiciones de la
valoracion, mostrando la variacion de las bandas de fluorescencia (abajo izquierda); grafico de
titulacién (abajo derecha) entre DR34 y CBJ[7] en agua (10 uM DR34, 0 a 0.91 mg/mL de
CB[7]). Imagenes de insercién: absorcién del DR34 (10 yM, arriba izquierda) y después de la
adicion de 0.91 mg/mL de CBJ[7] (arriba derecha), fluorescencia de DR34 (10 uM, abajo
izquierda), y después de la adicion de 0.91 mg/mL de CB [7] (abajo derecha).

Para el colorante libre de CB[7] se muestran dos bandas de absorcion
entre 456 y 550 nm, sin embargo, al agregar el CB[7] disminuyen estas bandas
y aumentan las bandas en torno a 520 y 490 nm, obteniéndose una estructura
fina vibracional. La aparicion de estas ultimas bandas en el espectro de
absorcion es muestra de una huella Optica del colorante no agregado
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acompanado de un desplazamiento hipsocromico, lo que sefiala un proceso de
desagregacion.

En cuanto al espectro de emision inicial del colorante solo muestra una
banda en 522 nm que seria la emision del monémero no agregado, sin
embargo, al afadir CB[7] aparece un pico amplio alrededor de 650 nm. Esta
nueva banda de emisidon tiene un desplazamiento de Stokes muy grande
(alrededor de 240 nm) y puede atribuirse a la formacién del estado de
excimero, posiblemente formado por los agregados tipo J.'5” Después de
agregar 0.048 mg/mL de CB[7] aparece la banda en 550 y 585 nm
correspondiente al colorante desagregado. Pasa de no tener fluorescencia a
una fluorescencia intensa (QY = 20%) para el aducto DR34-CBjJ7]. El tiempo de
vida media fue de 6.20 ns, muy similar al tiempo de vida que se obtuvo para la
pequena fraccion de colorante no agregado en ausencia de CB[7]. Esto
también es sefialado por Taylor y colaboradores,'*® quienes muestran cémo el
CB desagrega un complejo de Zn que tiende a la agregacion en solucidn
acuosa. Por alguna causa el CB[7] forma complejos con agregados tipo J,
primero, y posteriormente con los agregados tipo H. De manera que
suponemos que en solucién tendremos el compuesto de tres formas diferentes
en forma de agregados (tipo H y J) y en forma de mondmero, esto explicaria la
formacion de tres puntos isosbésticos en el espectro de absorcion y las
diferentes fluorescencias presentadas en solucion (Figura 28).

(Incoloro) Fluorescencia roja Fluorescencia Amarilla

[ Monémero residual ] E\gregados Tipo J (excime’ Agregados Tipo H

Figura 28. Diferentes formas que se encuentra el compuesto en solucion.

57 (a) Heek, T., Fasting, C., Rest, C., Zhang, X., Wurthner, F., Haag, R. Chem. Commun.,
2010, 46 (11), 1884-1886. (b) Tam, J.P., Wu, C.R., Liu, W., Zhang, J.W. J. Am. Chem. Soc.,
1991, 113(1) 6657-6662. (c) Son, M., Park, K.H., Shao, C., Wirthner, F., Kim, D. J. Phys.
Chem. Lett. 2014, 5(20), 3601-3607.

58 Taylor, P., Pais, V., Carvalho, E., Tomé, J. Supramol. Chem., 2014, 26, 642-647.
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Desafortunadamente, la baja solubilidad del compuesto DR34 en agua
obstaculizé el esfuerzo de obtener la complejaciéon anfitrion-huésped mediante
espectroscopia de RMN, sin embargo si se obtuvieron datos de la
espectrometria de masas que daban como resultado la aparicion de picos
correspondientes a la formacion de complejos 1:1 y 2:1 entre el CB[7] y el
colorante DR34.

Con el fin de determinar los puntos de unién en las estructuras del
colorante y CB[7] hemos utilizado métodos computacionales. La estructura mas
estable es aquella en que dos moléculas de cucurbituril[7] se colocan en las
posiciones apicales del coroneno (Figura 29 A), seguida de la estructura en que
se colocan en las posiciones ecuatoriales, 2.84 kcal/mol (Figura 29 B).
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Figura 29. Estructuras calculadas de los complejos DR34+2CBJ7], energias relativas: (A)
DR34+2CB[7] (0 kcal/mol), (B) DR34+2CB[7] (2.84 kcal/mol).
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También se calculd la estructura agregada mas simple, el dimero de
agregacion de DR34 (Figura 30).

Figura 30. Estructura calculada del dimero de agregacion de DR34 vista desde el plano
paralelo a la estructura aromatica y desde un plano perpendicular, energia de estabilizacion del
dimero de agregacion = -52.24 kcal/mol.

Los efectos observados estan relacionados con una verdadera
interaccidn supramolecular entre CB[7] y los grupos amina en la periferia del
colorante (Figura 31).

Colorante agregado

Complejo de colorante desagregado
Figura 31. Desagregacion del colorante DR34 por complejaciéon con CB[7].

Ademas, se ha explorado la capacidad del complejo DR34-CB[7] como
un sensor supramolecular de algunos cationes de forma cualitativa. Es posible

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



158 |Capitulo 3.Perilenodiimidas solubles en agua

que sirva como sensor ON-OFF, para los cationes Au®*, Pd?* e Ir¥*, que con
una proporcion molar 1:5 logran que la solucién de DR34 vuelva a su forma
original no fluorescente (Figura 32).

R Ag" Ni** sn® cd® zn* Pb* cu® Fe’ sc® A" Hg”*Au® Co®* Pd* Ir** cu” Ru*

Figura 32. Fluorescencia de caa disolucion 10 yM de DR34 en H20 con una proporcion molar
1:5 de cada cation (Aexc = 366 nm).

También fue evaluado el colorante DR41 en solucién 10 uM con CBJ7],
la adicion de hasta 0.87 mg/mL de CB[7] en agua neutra causa cambios
drasticos en el espectro de absorcion y el de emision (Figura 33). Este
compuesto presenta un limite deteccion de 3.72 yM para CBJ7].
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Figura 33. Curvas de titulacién de absorcién (arriba), fluorescencia (abajo izquierda) y grafico
de titulacién (abajo derecha) entre DR41 y CB[7] en agua (10 uM DR41, 0 a 0.87mg/mL de
CBI[7]). Imagenes de insercion: Fluorescencia de DR41 (10 uM) (izquierda) y después de la

adicion de 0.87 mg/mL de CB[7] (derecha).
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El compuesto DR41 sin CBJ[7] presenta dos bandas de absorcion entre
474 y 515 nm, sin embargo al agregar el CB[7] disminuye la banda de 474 nmy
es desplazada a 464 nm, ademas aumenta la banda en torno a 515 nm y es
desplazada a 502 nm, cambiando asi la estructura vibracional. Esto puede
indicar la huella optica del colorante no agregado acompafiado de un
desplazamiento hipsocrémico, lo que indica también la desagregacion del
compuesto.

En cuanto al espectro de emision inicial del colorante, solo muestra una
banda en 430 nm que seria la emisiébn del monémero, sin embargo, al afadir
CBJ[7] un nuevo pico centrado aparece alrededor de 614 nm, esta nueva banda
de emision tiene un desplazamiento de Stokes muy grande (alrededor de 180
nm) y puede atribuirse a la formacion del estado de excimero con agregados
tipo J. Posteriormente se observan las bandas en 540 y 570 nm, el rendimiento
cuantico de fluorescencia pasa de 12% a 25%, indicando un aumento (QY =
25%) para el compuesto DR41-CBJ7]. El tiempo de vida media fue de 4.59 ns,
similar al tiempo de vida que se obtuvo para la pequefa fraccion de colorante
no agregado en ausencia de CB[7]. Sin embargo, se observa una presencia
importante de excimeros pues el complejo presenta una segunda componente,
en el tiempo de vida de 9.54 ns. Igual que en el caso anterior, el CB[7] forma
complejos con agregados tipo J, primero, y posteriormente con los agregados
tipo H, esto explicaria las diferentes fluorescencias presentadas en solucion en
la titulacidon con CBJ7].

Desafortunadamente la baja solubilidad del compuesto DR41 en agua
obstaculizé nuestros esfuerzos para obtener la complejacion anfitrion-huésped
mediante espectroscopia de RMN, sin embargo si se obtuvieron datos de la
espectrometria de masas que daba como resultado la aparicion de picos
correspondientes a la formacion de complejos 1:1 y 2:1 entre el CB[7] y el
colorante DR41.
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Por ultimo, el colorante DR44 fue evaluado con CB[7] en solucién 10 uM,
la adicion de hasta 1.03 mg/mL de CB[7] en agua neutra causa cambios
drasticos en el espectro de absorcion y emision (Figura 34). Este compuesto
presenta un limite deteccién para el CB [7] de 3.74 uM.
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Figura 34. Curvas de titulacion de absorcion (arriba), fluorescencia (abajo izquierda) y grafico

de titulacién (abajo derecha) entre DR44 y CB[7] en agua (10 uM DR44, 0 a 1.03 mg/mL de

CB [7]). Imagenes de insercién: Fluorescencia de DR44 (10 uM) (izquierda), y después de la
adicion de 1.03 mg/mL de CB [7] (derecha).

El compuesto DR44 sin CB[7] presenta una banda de absorcion en
432 nm, sin embargo al agregar el CB[7] aumenta el coeficiente de absortividad
molar de 185 a 646 M-'cm-'. Esto puede indicar la huella 6ptica del colorante no
agregado, lo que sefala también la desagregacion del compuesto. En cuanto al
espectro de emision inicial del colorante, solo muestra una banda en 500 nm
que seria la emision del monémero, sin embargo, al afadir CB[7] aparece un
nuevo pico alrededor de 620 nm. Esta nueva banda de emision tiene un
desplazamiento de Stokes muy grande (alrededor de 120 nm) y puede
atribuirse a la formacién del estado de excimero. Posteriormente, aparece la
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banda en 538 nm correspondiente al complejo. El rendimiento cuantico pasa de
3 a 30%, lo que refleja un aumento de la fluorescencia en el compuesto DR44-
CB[7]. El tiempo de vida media fue de 4.41 ns, similar al tiempo de vida que se
obtuvo para la pequefia fraccion de colorante no agregado en ausencia de
CB[7]. Ademas el complejo presentd una importante presencia de excimero
pues se registré un componente largo de 10.25 ns.

Desafortunadamente, la baja solubilidad del compuesto DR44 en agua
obstaculizé nuestros esfuerzos para obtener la complejacion anfitrion-huésped
mediante espectroscopia de RMN.

La adicion de CB[7] parece suprimir la agregacién de los colorantes
DR34, DR41 y DR44, mediante la formacion selectiva de complejos que
contienen solo una sola molécula de colorante; en los tres casos fue observada
la presencia residual de mondémeros y de complejos entre los colorantes y
CBJ[7], primero con agregados tipo J y luego con agregados tipo H. Por lo tanto,
CB[7] desempefia un papel importante en la fragmentacion de los agregados
de colorantes fluorescentes, proporcionando asi una alternativa atractiva al uso
de disolventes organicos o soluciones micelares, cuyo uso se desaconseja, por
ejemplo, para los laseres de colorantes debido a su reducida fotoestabilidad,
bajo rendimiento termo-éptico y otras consideraciones econdmicas y
ambientales.’®

159 @) Mialocq, J. C., Meyer, M., Hobert, P., Armand, X., Lambert, D. Opt. Commun. 1990, 77,
185-191. b) Mialocq, J. C., Hoébert, P., Armand, X., Bonneau, R., Morand, J. P. J. Photochem.
Photobiol. A, 1991, 56, 323 — 338. c) Sinha, S., Ray, A. K., Kundu, S., Sasikumar, S. Dasgupta,
K. Appl. Phys. B, 2002, 75, 85 — 90.
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Deteccion de explosivos (TNB y TNT)

De los colorantes solubles en agua, DR34 presenta una notable
selectividad con respecto al TNB y luego al TNT, por lo que se ha estudiado en
detalle. Se realizaron valoraciones de absorbancia y fluorescencia para evaluar
su efecto como sensor (Figura 35).
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Figura 35. Arriba: curvas de titulacion de absorcion (izquierda DR34 y TNB; derecha DR34 y TNT).
Medio: fluorescencia (izquierda) y grafico de titulacion (derecha) entre DR34 y TNB en agua (10 yM
DR34, 0 a 6 mg/mL de TNB). Imagen de insercion: fluorescencia de DR34 (10 uM, izquierda), y después
de la adicién de 6 mg/mL de TNB (derecha). Abajo: fluorescencia (izquierda) y grafico de titulacion
(derecha) entre DR34 y TNT en agua (10 uM DR34, 0 a 1.77 mg/ml de TNT). Imagen de insercion:
Fluorescencia de DR34 (10 uM, izquierda), y después de la adicion de 1.77 mg/mL de TNT (derecha)
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La titulacion cuantitativa punto a punto de DR34 con TNB y DR34 con
TNT, a una concentracion de 10 uM en agua, no muestra cambios significativos
en el espectro UV-Vis, solo una disminucion de las bandas. Sin embargo, en el
espectro de fluorescencia si se observan algunos cambios relevantes. En
primer lugar, en el compuesto sin TNB ni TNT se observa una banda de
emision alrededor de 520 nm, lo que pudiera indicar la presencia del
mondémero, también esta presente en 700 nm la banda correspondiente a los
excimeros, explicada anteriormente. Al agregar TNB o TNT la banda alrededor
de 700 nm disminuye y aumenta la banda de fluorescencia en 632 nm para el
TNB y 592 nm para el TNT, el compuesto pasa de no presentar fluorescencia a
un rendimiento cuantico de fluorescencia de 2y 3% (QY =2y 3%) después de
la adiciéon de TNB y TNT en exceso, acompafado de una disminucion en el
tiempo de vida media en el compuesto DR34-TNB y DR34-TNT (4.95y 4.62 ns,
respectivamente). Ese cambio de fluorescencia significativo observado bajo
lampara UV indica que DR34 puede ser un prometedor quimiosensor selectivo
para la deteccion directa de TNT residual. Se obtuvo un limite de deteccion de
287.6 (61.3 ppm) y 3.5 uyM (0.79 ppm) respectivamente para el TNB y TNT en
solucién, adecuado para la deteccion de cantidades residuales de TNB y TNT
en agua procedentes de explosivos improvisados.

Se estudid6 mediante calculos mecanocuanticos la estructura mas
probable del complejo DR34-TNB que da lugar a la desagregacion y al
aumento de fluorescencia (Figura 36). La energia calculada de estabilidad del
complejo fue de -16.18 kcal/mol.

Figura 36. Estructura calculada del complejo DR34-TNB vista desde el plano paralelo a las
estructuras aromaticas y desde un plano perpendicular.
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Pruebas en células

En colaboracion con otros grupos de investigacion se realizé una serie
de pruebas en células para los compuestos solubles en agua, DR34, DR36,
DR37, DR41 y DR44.

Los compuestos DR36, DR37 y DR34 entran en el interior celular a
concentraciones elevadas, 100 pyM, pero no parecen distribuirse de manera
localizada por lo que no se siguioé investigando.

En el caso de DR41 y DR44, ambas sondas son internalizadas por las
células en menos de 1 h y a una menor concentracion 10 uM; por lo tanto los
derivados monosustituidos tienen mayor capacidad para ser internalizados en
las células que los derivados disustituidos (Figura 37).

Figura 37. Imagenes de células SW480 tratadas con 10 uM of DR41 y DR44 después de 1
hora de incubacion. A) contraste de fase, B) fluorescencia naranja para DR41 y verde para
DR44; C) superposicion de imagenes.

Luego se estudio su citotoxicidad mediante MTT en células humanas de
adenocarcinoma de colon (SW 480) con 48 h de exposicion, para DR36, DR37,
DR34 su ICs0 > 100 yM (Figura 38). Estos resultados muestran que DR34 y
DR37 inhibieron la supervivencia celular de forma dependiente a la
concentracion utilizada de la sonda, y mostraron una actividad anticancerigena
muy débil.
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Figura 38. % Supervivencia celular de SW480 en funcion de la concentracién de compuesto
tras 48h de exposicion.

Para los compuestos monosustituidos DR41 y DR44 se siguié el mismo
procedimiento pero con menor tiempo de exposicion (24 h), se obtuvo un ICso =

7.5 £ 5.2 yM para DR41, mientras que para DR44 el ICso > 200 uM (Figura 39).
Estos resultados muestran una buena actividad anticancerigena para DR41.
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Figura 39. % Supervivencia celular en cultivos de SW480 en funcion de la concentracion de
compuesto tras 24h de exposicion.
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Estudios frente a ADN quadruplex

Posteriormente se comprobd la interaccién con G4 mediante estudios de
desnaturalizacion térmica por FRET, utilizando diversos oligonucleétidos (Tabla
2) doblemente marcados con FAM y TAMRA.

Tabla 2: Oligonucledtidos utilizados en el FRET Melting Assay

Oligonucleétido Secuencia (FAM 5’- -3’ TAMRA)

F21T - ADN telomérico humano- hibrido

oo GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG
mayoritariamente

F21RT - ARN telomérico humano- paralelo GGG UUA GGG UUA GGG UUA GGG

F25CebT - ADN minisatélite humano-

paralela con loop largo A GGG TGGG TGT AAGTGT GGG TGGG T

F21CTAT - ADN telomérico humano-

GGG CTA GGG CTA GGG CTA GGG
paralela

FmycT - protooncogen - paralela TTGA GGG T GGG TA GGG T GGG TAA

FBom17T - ADN telomérico de Bombyx-

antiparalela de 2 tétradas GG TTAGGTTAGG TTA GG

FTBAT- trombin  binding  aptamer-

antiparalela de 2 tétradas GG TTGG TGT GG TT GG

FdxT - duplex intramolecular TATAGCTAT- hexaetilenglicol-TATAGCTATA

DR36 no estabiliza la G4, sin embargo, DR34 y DR37 si la estabilizan
notablemente trabajando a Cp/Cp = 50. Actualmente se estan realizando
experimentos a otras relaciones para comprobar el efecto dosis — respuesta y
estudios de competicion para poder confirmar la aparente selectividad de DR37
por la G-quadruplex frente a DR34 que parece interaccionar también con la
duplex intramolecular (Figura 40).
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Figura 40. ATm grafico de Spider de varios oligonucleétidos en presencia de 10 uM de los
compuestos ensayados

Para el caso de DR41 y DR44, son hasta el momento las que producen,
en términos generales, mayor estabilizacion térmica de la G-quadruplex
(Figura 41). Cabe destacar que no se ha podido determinar con exactitud la
ATm al ser demasiado grande la estabilizacion térmica a 10 yM, por lo que el
spider plot es meramente orientativo. Habria que repetirlo con una menor
concentracion de las sondas. Es interesante la poca estabilizacion observada
en las G4 paralelas en comparacion con el resto de conformaciones. Faltaria
comprobar si finalmente interaccionan también con la doble hélice de ADN ya
que también estabilizan la duplex intramolecular.

F21RT
—DR41

——DR44

F25CebT

F21CTAT

2

Figura 41. ATm grafico de Spider de varios oligonucleétidos en presencia de 10 uM de los
compuestos ensayados.
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CONCLUSIONES

Se ha proporcionado un nuevo enfoque supramolecular para la sintesis
de materiales solubles en agua mediante una reaccién fotoquimica.

Cuando se ciclan los sustituyentes en posicion bahia, el impedimento
estérico de estas moléculas agrandadas en el nucleo se debilita y promueve su
tendencia a construir nanofibras 1D uniformes mediante el apilamiento -1 de
los nucleos aromaticos coplanares. Estos compuestos exhiben una absorcidn
optica extensa, cubriendo la region visible e infrarroja cercana, debido a su
conjugacion 1T expandida.

Simplemente afiadiendo CB[7] a los compuestos DR34, DR41 y DR44
no emisivos en agua, la fluorescencia de los cromoforos de PDI en los
agregados puede incrementarse considerablemente, conduciendo asi a la
fabricacion racional de materiales supramoleculares altamente fluorescentes en
agua.

Se demostroé que la complejacién con CB[7] de unidades periféricas de
anclaje de piperidina de un colorante derivado del PDI conduce a su
desagregacion. Esto se verificd experimentalmente mediante cambios drasticos
en el espectro de absorcion UV-vis y un aumento de fluorescencia.

La disposicion definida de los cromoforos y la estructura altamente
ordenada de las nanoparticulas multicromoféricas presentes en las superficies
puede dar lugar a aplicaciones como materiales electroactivos o fotoactivos en
los que dichas particulas pueden abordarse individualmente.

La adicion de CBJ7] a soluciones acuosas de DR34, DR41 y DR44 ha
expuesto una interaccion sinérgica de varios efectos ventajosos, que incluyen
aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia, cambios espectrales,
aumento de la fotoestabilidad a niveles bajos y la prevencion de adsorcion
inespecifica y agregacion de colorantes. Estos factores son de interés para
multiples aplicaciones practicas: para los laseres de colorantes, para el marcaje
de biomoléculas y en PCR con lectura de fluorescencia. Varias de estas
aplicaciones estan actualmente bajo evaluacion detallada.

DR34 mostr6 un aumento en la intensidad de la fluorescencia en
presencia de TNB y TNT en agua pura, por lo que podria funcionar como un
sensor altamente selectivo y sensible para determinar trazas de TNB y TNT en
solucion acuosa.
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Los compuestos DR41 y DR44 forman agregados, lo que ocasiona un
apagado de la fluorescencia en agua pero se vuelven altamente fluorescentes
(naranja y verde) cuando se incorporan en un medio lipdfilo bioldgico, tal como
el interior de células SW480. Lo que puede sugerir que se pueden utilizar
facilmente como marcadores de células vivas. Ademas, DR41 presenta buena
actividad anticancerigena y estabilizacién de G-quadruplex, lo que sugiere que
podria ser un buen candidato para el disefo eficiente de farmacos contra el
cancer de colon
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1.- Desarrollo de nuevos métodos de sintesis de perilenodiimidas
sustituidas en posiciones bahia altamente fluorescentes para el marcado

de células.

Se ha sintetizado con éxito una nueva familia de colorantes simétricos y
no simétricos a través de una breve ruta sintética. En ellos se aprecia un
aumento en la longitud de onda de absorcidn y emision mediante la
introduccién de grupos fenoxi hidrofilicos e hidrofébicos en posicién bahia de la
PDI. Estos compuestos presentan alto rendimiento cuantico, alta estabilidad
fotofisica y facil modificacidon en la posicién peri del PDI, esta posicion demostro
ser una plataforma ideal para anclar diferentes tipos de moléculas organicas.
Por las excelentes propiedades presentadas, estos compuestos, pueden ser
utilizados en diferentes campos de investigacion.

Se ha desarrollado una nueva estrategia sintética para el disefio de
derivados de perilenodiimidas disimétricos en posicion bahia. La introduccién
de grupos hidrofilicos produce la disminucion de la planariedad de la molécula
y mejora de forma significativa la solubilidad de los compuestos. Los perfiles de
los espectros Opticos estan influenciados principalmente por los efectos
electronicos de los sustituyentes en las posiciones bahia del nudcleo de
perileno. Ademas se observa un aumento en el rendimiento cuantico de
fluorescencia.

Por otra parte, los colorantes muestran una excelente estabilidad térmica
(hasta 350 °C), esto les hace iddéneos para posibles aplicaciones de alta
tecnologia que requieren colorantes con absorcion y emision a medida en una
region especifica del espectro visible.

El compuesto DR21 demostrd una eficiente y rapida internalizaciéon en la
célula, con una fuerte fluorescencia en verde. Por lo tanto, tiene una mayor
capacidad para ser internalizado por las células. La combinacién de grupos
hidrofilicos e hidrofobicos en posicion bahia se ha interpretado como la causa
de tal eficiencia.

2.- Diseno y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el sistema

conjugado Tr de la posiciéon bahia y estudio de su asociacion.

Se ha presentado un eficiente método de sintesis de tres nuevos
derivados con sistema expandido T basados en perilenodiimidas por
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fotociclacion. Estos compuestos estan disponibles a través de una ruta facil,
barata y directa.

La ciclacion fotoquimica del compuesto DR17 es la mas rapida, pues es
la menos estéricamente exigente para formar el hemicoroneno DR18. Aunque
el tamano del sustituyente tiene poca influencia en la velocidad de reaccion, el
numero de reacciones ciclicas en el nucleo de perileno es crucial. Por lo tanto,
la reaccidon del compuesto disustituido DR13 para formar el coroneno DR14.1
es muy lenta.

Cuando se ciclan los sustituyentes en las posiciones bahia el
impedimento estérico de estas moléculas agrandadas en el nucleo se debilita y
promueve su tendencia a construir nanofibras uniformes mediante el
apilamiento 1T-m1 de los nucleos aromaticos coplanares, efecto visto en los
compuesos disustituidos y monosustituidos. Estas PDIs de nucleo extendido y
sus nanoestructuras autoensambladas exhiben una absorcion Optica extensa,
cubriendo la region visible, debido a su conjugacion 1 expandida, ademas
presentan una fluorescencia mas fuerte que la de sus precursores.

Las series sintetizadas son estables y solubles en disolventes organicos
comunes que muestran un comportamiento de absorcion y emision versatil con
altos rendimientos cuanticos de fluorescencia y tiempo de vida bastante largos.
Especialmente DR14, DR14.1 y DR29 ofrecen propiedades O&pticas
interesantes ya que su espectro de absorcion cubre una amplia gama de la
region visible, lo que hace que estos compuestos sean unos colorantes
prometedores para la fotovoltaica organica. De manera analoga a los
colorantes de perileno conocidos, se puede prever ademas su uso como
colorantes emisores en rojo para diodos emisores de luz organicos debido a su
fuerte fluorescencia después de los 560 nm.

La disposicion definida de los cromoéforos y la estructura altamente
ordenada de las nanoparticulas multicromoféricas presentes en las superficies
puede dar lugar a aplicaciones como materiales electroactivos o fotoactivos en
los que dichas particulas pueden abordarse individualmente.

El aumento del apilamiento 1T exige mayores grupos de solubilizacion
que impidan el empaquetamiento molecular, con esto en mente, ahora somos
capaces de afinar las propiedades de perilenodiimida y coroneno
tetracarboxildiimida para la creacion de compuestos que sean solubles en agua
para su aplicacién biolégica.
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3.- Diseno y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el sistema

conjugado Tr de la posicidon bahia solubles en agua.

Se ha proporcionado un nuevo enfoque supramolecular para la sintesis
de materiales solubles en agua mediante una reaccién fotoquimica.

Cuando se ciclan los sustituyentes en posicion bahia, el impedimento
estérico de estas moléculas agrandadas en el nucleo se debilita y promueve su
tendencia a construir nanofibras 1D uniformes mediante el apilamiento 1T-11 de
los nucleos aromaticos coplanares. Estos compuestos exhiben una absorcién
Optica extensa, cubriendo la region visible e infrarroja cercana debido a su
conjugacion 1T expandida.

Simplemente afiadiendo CB[7] a los compuestos DR34, DR41 y DR44
no emisivos en agua, la fluorescencia de los cromoforos de PDI en los
agregados puede incrementarse considerablemente, conduciendo asi a la
fabricacion racional de materiales supramoleculares altamente fluorescentes.

Se demostroé que la complejacién con CB[7] de unidades periféricas de
anclaje de piperidina de un colorante derivado del PDI conduce a su
desagregacion. Esto se verificd experimentalmente mediante cambios drasticos
en el espectro de absorcion UV-vis y un aumento de fluorescencia.

La disposicion definida de los cromoéforos y la estructura altamente
ordenada de las nanoparticulas multicromoféricas presentes en las superficies
puede dar lugar a aplicaciones como materiales electroactivos o fotoactivos en
los que dichas particulas pueden abordarse individualmente.

La adicion de CBJ7] a soluciones acuosas de DR34, DR41 y DR44 ha
expuesto una interaccion sinérgica de varios efectos ventajosos que incluyen
aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia, cambios espectrales,
aumento de la fotoestabilidad a niveles bajos y la prevencion de adsorcidon
inespecifica y agregacion de colorantes. Estos factores son de interés para
multiples aplicaciones practicas como laseres de colorantes o para el marcaje
de biomoléculas. Varias de estas aplicaciones estan actualmente bajo
evaluacion detallada.

DR34 mostré un aumento en la intensidad de la fluorescencia en
presencia de TNB y TNT en agua pura, por lo que podria funcionar como un
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sensor altamente selectivo y sensible para determinar trazas de TNB y TNT en
solucion acuosa.

Los compuestos DR41 y DR44 forman agregados, lo que ocasiona un
apagado de la fluorescencia en agua, pero se vuelven altamente fluorescentes
(naranja y verde) cuando se incorporan en un medio lipofilo biologico tal como
el interior de células SW480. Lo que puede sugerir que se pueden utilizar
facilmente como marcadores de células vivas. Ademas, DR41 presenta buena
actividad anticancerigena y estabilizacién de G-quadruplex, lo que sugiere que
podria ser un buen candidato para el disefio eficiente de farmacos contra el
cancer de colon.
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General considerations:
Melting Points (MP):

Melting points were determined on an electrothermal melting point Gallenkamp
apparatus and are uncorrected.

Infrared (FT-IR):

Infrared Spectra were recorded with the potassium bromide pellet method, with
a JASCO FT/IR-4200 spectrometer.

Nuclear Magnetic resonance (NMR):

Spectra were recorded with Varian Mercury-300 and Varian Unity Inova-400
spectrometers at room temperature (25°C), with CDCIs, CD3CN and CD3OD as
solvents. Chemical shifts (0) were reported in parts per million (ppm) relative to
the residual solvent peaks, rounded to the nearest 0.01 for "H-NMR and 0.1 for
13C-NMR. Spin-spin coupling constants (J) in 'H-NMR were given in Hz,
rounded to the nearest 0.1 Hz. Peak multiplicity was indicated as follows: s
(singlet), d (doublet), t (triplet), g (quartet), m (multiplet) and br (broad). Relative
integrals were given in 'H-NMR too. All '3C NMR were recordered with
complete proton decoupling. Carbon types, structure assignments and
attribution of peaks were determined from '*C-DEPT-NMR and, in some cases,
two dimensional correlation experiments (HMQC ('H-'3C), COSY ('H-'H) and
HMBC ('H-13C). NMR spectra were analyzed using MestReNova NMR data
processing software.

High Resolution Mass Spectrometry (HR-MS):

High-resolution mass spectra were acquired with a Micromass AutoSpec
instrument, by electronic impact (70 eV). MALDI-TOF mass spectra were
measured with a MALDI-TOF Bruker Autoflex Mass Spectrometry instrument,
using DCTB (trans-2-[3-(4-tert-butylphenyl)-2-methyl-2-propenylidene]
malononitrile) or DIT (dithranol) as matrixes, in modes positive or negative. The
atomic mass of the molecular ion (and/or fragments) per elementary charge
were reported in dimensionless quantities.
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UV/Vis and Fluorescence Spectoscopy:

Absorption spectra were acquired with a Varian Cary Eclipse or a Hitachi U-
3900 spectrometers, in one centimetre quartz cells at 25°C. Emission spectra
were recorded with a Hitachi F-7000 FL or a modular Edinburgh Instruments
FLS980 spectrofluorometers, in one centimetre quartz cells at 25°C.

Solvatochromism Tests:

All samples were freshly prepared in a concentration of 10 uM in each different
solvent. Photos were token with a Canon (EOS MS3) camera of 22 mm.
Absorption spectra were acquired with a Varian Cary Eclipse or a Hitachi U-
3900 spectrometers, in one centimetre quartz cells at 25°C. Emission spectra
were recorded with a in a Varian Cary Eclipse or a Hitachi F-7000 FL
spectrofluorometers, in one centimetre quartz cells at 25°C, exciting at
corresponding wavelength, indicated below. The solvents were, if it is not said
otherwise: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO (dimethylsulfoxide), 4: DMF
(N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN (acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl
acetate), 8: THF (tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11:
Toluene, 12: Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).

Fluorescence Lifetime Decays:

Chromophere solutions (or mixtures of chromophere with an additive) were
freshly prepared in a concentration of 1-10 uM in the corresponding solvent.
The decay was fitted (black) with a sum of two exponentials by convolution with
the instrumental response function (red). The quality of the fit was judged by x2
values and the plot of the weighted residues. Measurements were made with a
modular spectrometer Edinburgh Instruments FLS980, with a source excitation
pulsed lasers of picosecond diode: 366-380 nm, 398-410 nm, 437-446 nm, 470-
478 nm, 505-515 nm and 635 nm. One centimetre quartz cells, at 25°C, were
employed.

Quantum Yields:

Fresh solutions made from high-purity dyes (or mixtures of dye with an additive)
and solvent were used. Integrating sphere was used as the method and three
measurements were performed for each sample in order to calculate the
average. Solutions were prepared in a concentration of 1-10 uM in the
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corresponding solvent. The excitation wavelength is indicated in each case.
Measurements were made with a modular spectrometer Edinburgh Instruments
FLS980. One centimetre quartz cells, at 25°C, were employed.

Morphologies (AFM imaging):

All compounds were dissolved in a corresponding solvent or in a mixture of
them, at different concentrations. Solutions were freshly prepared, if it is not
said otherwise. Then 2 ul of these solutions were transferred to a mica surface
and dried at room temperature. Surface topography was studied with an
Alpha300A AFM Witec., in tapping mode (force constant of 2.8 N-m") under
ambient conditions using moderate scan rates (1-2 lines per second).
Topography and phase images were recorded simultaneously, with a resolution
of 512 x 512 pixels. Images were processed and analyzed by using WITec
Project Four 4.1 Software.

Microwave reactor:

Microwave assisted reactions were conducted with a Biotage Initiator EXP EU
Microwave System. Temperature and reaction time were fixed and power
oscillates to reach it. The temperature was monitored by an IR sensor on the
outer surface of the reaction vessel. Reactions were carried out in 10 or 20 mL
sealed glass vials.

Qualitative tests:

Cucurbituril: Dyes were dissolved in the corresponding solvent (or
mixture of them), indicated below, in a concentration of 10 uM. Then, aqueous
solutions of CB[5], CB[6], CB[7] and CB[8] were added in a molar proportion of
1:1, 1:5, 1:10 and 1:20 (dye:cucurbituril). Photos were taken under white and
366 nm lights. The test is positive when any change is observed; it is negative
in the other case.

Cations, anions and oxidizing and reducing agents: Analytes were
dissolved in the corresponding solvent (or mixture of them), indicated below, in
a concentration of 10 uM. In some cases, an additive was added (it is reported
in the data). Then, different solutions of cations, anions and oxidizing or
reducing agents, dissolved in the appropriate solvent, were added in a molar
proportion of 1:1, 1:5, 1:10 and 1:20 (compound:analyte). Photos were taken
under white and 366 nm lights. The test is positive when any change is
observed; it is negative in the other case. Analytes tested, if it is not said

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



182 |Experimental part

otherwise, were: Cations (in water): Ag* (AgCIO4xH20), Ni?* (Ni(ClO4)2x6H20),
Sn?* (Sn(OTf)2), Cd?* (Cd(ClOa4)2), Zn?* (Zn(OTf)2), Pb?* (Pb(ClO4)2), Cu?*
(Cu(ClO4)2x6H20), Fe3*  (Fe(ClO4)3xH20), Sc**  (Sc(OTf)s), AP*
(Al(CIO4)3x9H20), Hg?* (Hg(ClO4)2xH20), Au?* (HAuClsx3H20), MeHg*
(MeHgCl). Anions (in water): CI- (TBACI), F- (TBAF),Br (TBABr), I (TBAI), BzO-
(TBA(BzO)), NOs~ (TBA(NOs3)), H2PO4 (TBA(H2PO4)), HSO4 (TBA(HSOs4)),
AcO (TBA(AcO)), CN- (TBA(CN)), SCN- (TBA(SCN)). Oxidizing agents: oxone,
benzoyl peroxide, H202 and m-CPBA, in H20; TNB and TNT in methanol.

Test of pH effect: Dyes were dissolved in the corresponding solvent (or
mixture of them) indicated below, in a concentration of 10 uM. Then, 10 pl of
this solution were added to 240 ul of each buffer solution. These solutions were
(pH (salt, concentration): 5.4 (NaH2PO4, 5 mM), 5.7 (NaH2PO4, 5 mM), 6.8
(HEPES,5 mM), 6.9 (NaH2PO4, 5 mM), 7.1 (NaH2PO4, 5 mM ), 7.1 (HEPES, 5
mM), 7.3 (NaH2PO4, 5 mM ), 7.4 (NaH2PO4, 5 mM ), 7.5 (HEPES, 5 mM), 8.0
(HEPES, 5 mM), 9.1 (NaH2PO4, 5 mM) and 10.5 (HEPES, 5 mMC). pH of the
resulting solution was regulated with aqueous NaOH (5%) and HCI (1 M).
Photos were taken under white and 366 nm lights.

Kinetic effect studies:

Dyes were dissolved in the corresponding solvent (or mixture of them),
indicated below, in a concentration of 10 yM. Absorbance and luminescence
emission were measured using a Hitachi U-3900 spectrometer and a Hitachi F-
7000 FL spectrofluorometer respectively, in one centimetre quartz cells at 25°C.
Time rates oscillated over one spectra per three minutes.

Lambert-Beer studies:

In order to choose the optimum work concentration, absorbance and emission
intensity of the dye was checked to be linear. Dyes were dissolved in the
corresponding solvent (or mixture of them), indicated below, in a concentration
range of 0.1-10 yM. Absorbance and emission intensity were measured using
(Absorption spectra were acquired with a Hitachi U-3900 spectrometer and a
Hitachi F-7000 FL spectrofluorometer respectively, in 1 cm quartz cells at 25°C.
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Chapter l: “Desarrollo de nuevos métodos de sintesis de
perilenodiimidas sustituidas en posiciones bahia altamente fluorescentes
para el marcado de células”.

Svynthesis of precursor DR3.

0._0_0 fj 0N
0L ook OO
cl ‘ a_ 90 cl ‘ cl
cl €l paBco,pmF ©! cl
MW 1h 110°C

0”0”0 (o)

4CI-PDA DR 3

Synthesis:

1,6,7,12-Tetrachloroperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic dianhydride (0.50 g, 0.95
mmol) and 1,4-diaza bicyclo[2.2.2]octane (0.26 g, 2.41 mmol) were dried in a
microwave vial under inert atmosphere. Then 20 ml of anhydrous DMF and 4-
amino-1-(tert-butylpiperidine-1-carboxylate)-piperidine (0.47 g, 2.30 mmol) were
added. The microwave vial was sealed with a septum and irradiated for one
hour at 110°C. A color change of the reaction mixture from orange to very dark
red was observed. The reaction was poured over 15 ml of aqueous HCI 1M
solution, kept stirring for one hour and, finally, filtered and washed with distilled
water. The crude product was purified by column chromatography (silica gel,
CH2ClI2:CH3CN, 20:3) and perylene diimide was obtained as an orange solid
(0.79 mg, 0.89 mmol, 95%).

CIClI
o L o
NN
Lo O
CICl
DR 3

N,N-bis(tert-butylpiperidine-1-carboxylate)-1,6,7,12-tetrachloroperylene-
3,4,9,10-tetracarboxylic diimide (DR3) was obtained in 95% vyield (0.79 g,
0.89 mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.60.

FT-IR (KBr, cm™): 2977 (C-H), 2931 (C-H), 2852 (C-H), 1701 (C=0), 1661
(C=0), 1590, 1420, 1366, 1337, 1275, 1243, 1150, 1005, 951, 908, 749, 684,
547.

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.66 (s, 4H), 5.19 (it, J = 11.9 and 3.6 Hz, 2H),
4.48 — 4.13 (m, 4H), 3.01 — 2.81 (m, 4H), 2.73 (qd, J = 11.9 and 3.6 Hz, 4H),
1.76 — 1.61 (m, 4H), 1.51 (s, 18H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) &: 162.7 (C), 154.8 (C), 135.5 (C), 133.2 (CH), 131.5
(C), 128.6 (C), 123.6 (C), 123.4 (C), 79.9 (C), 52.6 (CH), 44.2 (CH2), 43.9 (CH2),
29.8 (CHz), 28.6 (CHs), 28.4 (CH2).

MS (MALDI+, DCTB): m/z calc. for CzgH33ClaN4Os ([M+2H-(COOC(CHs3)3)]*):
793.1149; exp.: 793.1142.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-"): 515 (37900).
Emission (CH2Cl2, Aex=366 nm) Amax / nm: 548.

7/ ns (CH2Cl2, x2): 5.26 (1.06).

® (CH2Cl2, Aex=420 nm): 0.64 + 0.01.

Twmww,w : e /"d , ,] Mm !a| .‘I 131‘4"5 I;M?g,w
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13C-DEPT 135 NMR (75 MHz, CDCls)

HR-MS (MALDI+, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 366 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 366 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

T T T — e
10 20 30 40 50

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
548 nm.
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Introduction of hydrophobic phenol groups in PDIs bay positions.
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Synthesis conditions for obtaining the compound with four substituents as main
product were optimized. DMF was always employed as solvent.

Entry Reactives Equivalents Time Temp. 4b***  4a***
(h) (°C)
1* NaH:CsCO;:CgH4FsO:Cul:0-phen:4CI-PDI 5:5:2:0.3:0.6:1 1 110 - -
2 NaH:CgH4FsO:Cul:0-phen: CsCO3:4CI-PDI 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1% 110 29% 51%
3 NaH:CgH4FsO:Cul: o -phen: CsCO;:4CI-PDI 1:4.5:3:6:12:1 1 110 - -
4 NaH:CgH4FsO:Cul: 0 -phen: CsCO;:4CI-PDI 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1 180 - -
5 NaH:CgH4F¢O:Cul:4,4’-dimetoxi-2,2’-bipy: 1:4.5:0.3:0.6:12:1 1 110 40% 12%
CsCO03:4CI-PDI

*The reactive addition order was different in this entry.

** The reaction was monitored by TLC. No significant changes were found after 2 or 3 hours, but after 4 hours
decomposition was observed.

*** Yields after separation of each compound.

Synthesis:

Sodium hydride (4.7 mg, 0.11 mmol), 3,5-bis(trifluoromethyl)phenol (119.5 mg,
0.52 mmol) were dried in a microwave vial under inert atmosphere. Then, 20 ml
of anhydrous DMF were added and it was left to stir for 10 min. Finally, Cul (6.6
mg, 34.6 mmol), o-phenantroline monohydrated (12.5 mg, 0.07 mmol), cesium
carbonate (451.1 mg, 1.38 mmol) and N,N*-bis(tert-butylpiperidine-1-
carboxylate)-1,6,7,12-tetrachloroperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR3)
(100.0 mg, 0.11 mmol) were added. The microwave vial was sealed with a
septum and irradiated for one hour at 110°C. A color change of the reaction
mixture from orange to very dark brown was observed. The solvent was
removed under reduced pressure and the residue was subjected to column
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chromatography (silica gel, CH2Cl2:CH3CN, 5:1) Perylene diimides were
obtained as a red solids.

CF,;CF3
Fs;C CF;

3o 3 0 o o
Ob-ND—NN—CN-\(o
¢ M M0

F1C @—ca
CF; CF3

DR 4

N,N’-Bis(tert-butylpiperidine-1-carboxylate)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4,9,10-tetracarboxylic diimide
(DR4) was obtained in 51% vyield (98.00 mg, 0.06 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.60.

FT-IR (KBr, cm™): 3069 (C-H), 2979 (C-H), 2933 (C-H), 2857 (C-H), 1706
(C=0), 1668 (C=0), 1595, 1508, 1459, 1414, 1372, 1337, 1299, 1278, 1177,
1131, 1030, 989, 947, 894, 807, 703, 682.

H NMR (300 MHz, CDCls) &: 8.19 (s, 4H), 7.61 (t, J = 1.4 Hz, 4H), 7.30 — 7.28
(m, 8H), 5.14 — 5.02 (m, 2H), 4.39 — 4.15 (m, 4H), 2.89 — 2.71 (m, 4H), 2.70 —
2.55 (m, 4H), 1.69 — 1.60 (m, 4H), 1.45 (s, 18H).

19F NMR (282 MHz, CDCls) &: -63.70 (s, 24F).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 162.7 (C), 156.5 (C), 154.7 (C), 154.6 (C), 134.1
(g, J = 34.5 Hz, CF3), 133.1 (C), 126.5 (C), 124.7 (CH), 123.8 (C), 121.5 (C),
121.3 (CH), 121.1 (C), 119.6 (CH), 118.5 (C), 79.9 (C), 52.6 (CH), 44.3 (CH2),
43.4 (CH2), 29.9 (CHz), 28.6 (CHs), 28.3 (CH2).

MS (MALDI-, DIT): m/z calc. for CreHs2F24N4O12 ([M]): 1668.3193; exp.:
1668.3053.

UV-VIS (CH2Cl2, Aex=420 nm) Amax / nm (g / M-'-cm-"): 534 (45000).
Emission (CH2Cl2) Amax / nm: 577.

7/ nm (CHz2Cl2, x2): 5.49 (1.04).

® (CH2Cl2, Aex=420 nm): 0.98 + 0.01.

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Experimental part |193

110

100

| 9
%T 7
60{- 6 10
1
12
40 1
"
20 1 . I . o I L
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber [cm-1]
o - [ ™m © ~ WAOANWMTOoON ~ n
- (o Vo) N - OO o~ NOwVwOVwwYwwowwnnm o <
[ NN N [LETET < NaaNNNAAN - -
[ She e [

f f i T T e T d
o o)) [} ~ o n o N
] o o « R n N Q%
<« m @ o~ <« A m
.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4, 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1
f1 (ppm)

'"H NMR (300 MHz, CDCls)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



194 |Experimental part

o
N
5
N4
<3
~N
m
A
T T T T T T T T
-62.0 -62.5 -63.0 -63.5 -64.0 -64.5 -65.0 -65.5
f1 (ppm)
(=3
Q
b
~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 10 0 -0 20 30 -40 50 60 -70 -80 -90 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -180 -190 -2
f1 (ppm)
F NMR (282 MHz, CDCls)
[CRCRLEN ANNDROOWN®DO LYW
o T 9 ENanhANONNMC QN 5 2 29 -]
N S ¥ TEMM O OT Mo 0 @ ] N @ ® in M
3 n wn n MMM MANNNNNN - A a > T ™ o 0 ©
— o oA A H A o H ~ el < < NANN
NV == NN/ = Y4 SNV

T
80 170 160 150 140 130 120 110 100

JJ »AAU»J
A nMMWMMMmmJ AU oA AMen LWN»«,J‘NWN
20 80 70 60 50 40 30
ppm

13C NMR (101 MHz, CDCls)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Experimental part |195

TooTBreg 072t

VERaw

HR-MS (MALDI-, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 420 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 420 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.

CF3
F3C

o o cl o A(o
%Z)—ND—N g.g Z—CN‘<\O

CIQ
CF;

F3;C

DR 4.1
N,N’-Bis(tert-butylpiperidine-1-carboxylate)-1,7-bis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,12-dichloroperylene-3,4,9,10-
tetracarboxylic diimide (DR4.1) was obtained in 29% yield (42.9 mg, 0.03
mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.40.

FT-IR (KBr, cm™): 3069 (C-H), 2975 (C-H), 2933 (C-H), 2864 (C-H), 1703
(C=0), 1668 (C=0), 1595, 1511, 1462, 1410, 1372, 1334, 1295, 1278, 1180,
1138, 1027, 989, 947, 887, 807, 703, 682.

H NMR (300 MHz, CHCl3) &: 8.68 (s, 2H), 8.16 (s, 2H), 7.58 (s, 2H), 7.25 (s,
4H), 5.21 — 5.08 (m, 2H), 4.41 — 4.20 (m, 4H), 2.94 — 2.78 (m, 4H), 2.76 — 2.63
(m, 4H), 1.72 — 1.64 (m, 4H), 1.48 (s, 18H).
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19F.NMR (282 MHz, CDCl3) &: -63.71 (s, 12F).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3) &: 162.7 (C), 162.7 (C), 156.5 (C), 154.8 (C), 154.4
(C), 135.8 (C), 134.1 (q, J = 34.7 Hz, CF3), 132.9 (CH), 132.4 (C), 129.7 (C),
126.5 (C) 124.7 (CH), 123.8 (C), 123.7 (C), 122.5 (C), 121.6 (CH), 121.0 (CH),
120.1 (C), 119.6 (CH), 118.6 (C), 118.3 (C), 79.9 (C), 52.6 (CH), 44.5 (CH2),
43.6 (CH2), 29.9 (CHz), 28.6 (CH3), 28.4 (CHo).

MS (MALDI-, DIT): m/z calc. for CeoHasCl2F12N4O1o ([M]): 1280.2394; exp.:
1280.2533.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-'-cm): 525 (52600).
Emission (CH2Cl2, Aex=422 nm) Amax / nm: 569.

7/ nm (CHCIs, x2): 5.59 (1.08).

® (CHCI3, Aex=420 nm): 0.83 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 422 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 422 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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- DR4.1
- IRF

Normalized Intensity
o
o
1

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.
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Insertion of hydrophilic phenol substituents in bay locations.
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The synthesis conditions were optimized by varying the amount of catalyst.

Catalyst DR5* DR5.1* DR5.2*
4,4-dimethoxi-2,2-bipyridine 38% 16% 27%
1,10-phenantrolin-5-amine - - -
1,10-phenantroline-5,6-diona 57% 44% 44%

* Yields after separation of each compound.

Synthesis:

Sodium hydride (1.7 mg, 0.07 mmol) and dimethyl-5-hidroxiisophthalate (29.5
mg, 0.14 mmol) were dried in a microwave vial under inert atmosphere. Then,
20 ml of anhydrous DMF were added and it was left to stir for 10 min. Finally,
Cul (4.0 mg, 0.02 mmol), 4,4-dimethoxi-2,2-bipyridine (9.1 mg, 0.04 mmol),
cesium carbonate (274.5 mg, 0.84 mmol) and N,N-bis(N-(tert-
butoxycarbonil)piperidin-4-yl)-1,7-bis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,12-
dichloroperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR4.1) (90.0 mg, 0.07 mmol)
were added. The microwave vial was sealed with a septum and irradiated for
one hour at 110°C. A color change of the reaction mixture from orange to very
dark brown was observed. The solvent was removed under reduced pressure
and the residue was subjected to column chromatography (silica gel,
CH2Cl2:CH3CN, 5:1). Three different substituted ethers were obtained as a red
solids, that exhibit orange emission in solid state.
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N,N’-Bis(N-(tert-butoxycarbonil)piperidin-4-yl)-1,7-bis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6-(dimethyl-5-oxyisophthalate)-12-
chloroperylene-3,4,9,10-tetracarboxylic diimide (DR5) was obtained in 38%
yield (8.2 mg, 0.006 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.41.

FT-IR (KBr, cm™): 3066 (C-H), 2954 (C-H), 2926 (C-H), 2853 (C-H), 1731
(C=0), 1703 (C=0), 1661 (C=0), 1591, 1518, 1462, 1428, 1396, 1365, 1323,
1295, 1274, 1250, 1173, 1138, 1002, 933, 804, 758.

H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.68 (s, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.21 (s,
1H), 8.12 (s, 1H), 7.63 (s, 2H), 7.48 (s, 1H), 7.32 (s, 2H), 7.26 (s, 3H), 5.21 —
5.06 (m, 2H), 4.37 — 4.20 (m, 4H), 3.90 (s, 6H), 2.92 — 2.77 (m, 4H), 2.76 — 2.59
(m, 4H), 1.72 — 1.61 (m, 4H), 1.48 (s, 9H), 1.48 (s, 9H).

19F NMR (282 MHz, CDCls) &: -63.63 (s, 12F).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 164.8 (C), 162.8 (C), 156.6 (C), 155.4 (C), 155.3
(C), 154.7 (C), 154.5 (C), 135.6 (CH), 133.0 (CH), 132.8 (q, J = 34.6 Hz, CF3),
128.3 (C), 125.5 (C), 124.5 (CH), 124.3 (C), 123.2 (C), 122.5 (C), 121.3 (C),
120.7 (CH), 119.5 (CH), 118.1 (CH), 79.8 (C), 52.8 (CHs), 52.6 (CH), 44.6
(CHz), 43.7 (CH2), 29.9 (CH2), 28.6 (CHs), 28.4 (CH2).

MS (MALDI-, DCTB) m/z: calc. for C7oHs5CIF12N4O15 ([M]): 1454.3165; exp.:
1454.3166.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-): 531 (56100).
Emission (CH2Cl2, Aex=423 nm) Amax / nm: 578.

7/ nm (CH2Cl2, x2): 6.00 (1.03).

® (CH2Cl2, Aex=423 nm): 0.92 + 0.01.
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HR-MS (MALDI-, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 423 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 423 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

0 10 20 30 40 50
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.

N,N’-Bis(N-(tert-butoxycarbonil)piperidin-4-yl)-1,7-bis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,12-bis(dimethyl-5-
oxyisophthalate)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR5.1) was
obtained in 16% (3.9 mg, 0.006 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.37.

FT-IR (KBr, cm™): 2954 (C-H), 2926 (C-H), 2853 (C-H), 1731 (C=0), 1703
(C=0), 1664 (C=0), 1591, 151, 1459, 1428, 1407, 1365, 1320, 1278, 1246,
1177, 1135, 1107, 1027, 999, 936, 804, 755.

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.65 (s, 2H), 8.32 (s, 2H), 8.16 (s, 2H), 7.69 (s,
2H), 7.64 (s, 4H), 7.26 (s, 4H), 5.18 — 5.03 (m, 2H), 4.35 — 4.18 (m, 4H), 3.87 (s,
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12H), 2.89 — 2.76 (m, 4H), 2.73 — 2.61 (m, 4H), 1.70 — 1.65 (m, 4H), 1.47 (s,
18H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 165.3, 163.1, 158.9, 158.7, 157.5, 156.6, 152.1,
136.5, 125.1, 124.4, 122.5, 120.7, 119.7, 119.5, 97.5, 97.2, 95.7, 79.8, 66.9,
52.8, 52.8, 52.5, 38.9, 34.2, 32.2, 31.9, 29.9, 29.5, 29.1, 28.6, 24.6, 25.0, 23.1,
22.9,14.2.

MS (MALDI-, DCTB) m/z: calc. for CsoHesF12N4O20 ([M]): 1628.3928; exp.:
1628.3965.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-"): 536 (30100).
Emission (CH2Cl2, Aex=423 nm) Amax / nm: 583.

7/ nm (CHCIs, x2): 5.88 (1.08).

® (CHCIs, Aex=423 nm): 0.87 + 0.01.
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HR-MS (MALDI-, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 423 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 423 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity
o
o

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
582 nm.

N,N’-Bis(N-(tert-butoxycarbonil)piperidin-4-yl)-1-(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,7,12-tris(dimethyl-5-
oxyisophthalate)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR5.2) was
obtained in 27% (6.4 mg, 0.004 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rr (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.33.

FT-IR (KBr, cm™): 2954 (C-H), 2926 (C-H), 2853 (C-H), 1734 (C=0), 1696
(C=0), 1661 (C=0), 1588, 1504, 1459, 1431, 1365, 1316, 1292, 1278, 1274,
1246, 1170, 1135, 1107, 1034, 1002, 943, 755,

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.65 (s, 2H, Ar-H), 8.35-8.32 (m, 3H, Ar-H), 8.17
(s, 3H, Ar-H), 7.70-7.68 (m, 3H, Ar-H), 7.65 (s, 1H, Ar-H), 7.65 (s, 2H Ar-H),
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7.37 (s, 2H, Ar-H), 5.16-5.11 (m, 2H, N-CH), 4.30 (s, 4H, CH2), 3.88 (s, 18H,
CH3), 2.83 (s, 4H, CHz), 2.73-2.66 (m, 4H, CHz), 1.68—1.66 (m, 4H, CHz), 1.55
(s, 18H, CHa).

19F NMR (282 MHz, CDCls) &: -63.60 (s, 6F).

13C NMR (101 MHz, CDCIs) &: 164.9, 163.0, 163.0, 162.0, 160.7, 160.5, 160.4,
160.2, 159.9, 159.4, 132.8, 132.4, 129.8, 126.7, 124.4, 121.7, 120.2, 120.1,
57.4,57.3,52.7, 52.5, 28.6.

MS (MALDI-, DCTB) m/z: calc. for Cs2H7oFsN4O24 ([M]): 1608.4279; exp.:
1608.3923.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-"): 538 (33600).
Emission (CH2Cl2, Aex=423 nm) Amax / nm: 583.

7/ nm (CHCIs, x2): 6.07 (0.98).

® (CHCI3, Aex=425 nm): 0.95 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 423 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 423 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
580 nm.
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Removal of N-Boc protecting groups.
(o] o]
>r0F "
@ Q
CF, (o] N o]
F, C/©\ OO /©\CF TFA, DCM Fa c/©\o OO O/©\CF3
O O O

; ll ; T ; i ;
FsC CF; 1t, 2 hours F5C CF3

F3 CF3 o N Yo CF3
fNj N
A :
[ o)
DR 4 DR 6

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (600 pl) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis(N-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-bis(trifluorome-
thyl)phenoxy)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR4) (0.10 g, 0.06
mmol) in CH2Cl2 (900 pl). The reaction mixture was stirred for two hours. After
that, aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic pH (8-9).
Finally, the mixture was extracted with CH2Cl2, washed with water and the
combined organic layers were dried. The solvent was removed under reduced
pressure to afford the perylene diimide as a fuschia solid (86.0 mg, 0.06 mmol,
98%).

CF; CF,
[e)e]
O, (o]
Ve ¥at
[ele}
FsC CF;
DR 6

N,N’-Bis(piperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)-
perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR6) was obtained in 98% yield
(86.0 mg, 0.06 mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3435 (N-H), 3069 (C-H), 2933 (C-H), 2867 (C-H), 1703
(C=0), 1664 (C=0), 1598, 1501, 1459, 1414, 1372, 1341, 1281, 1177, 1135,
1044, 992, 954, 887, 849, 804, 703.

H NMR (500 MHz, CHCI3) &: 8.19 (s, 4H), 7.61 (s, 4H), 7.29 (s, 8H), 5.07 (tt, J
= 11.8 and 3.7 Hz, 2H), 3.28 — 3.20 (m, 4H), 2.79 — 2.69 (m, 4H), 2.61 (qd, J =
11.8 and 3.7 Hz, 4H), 1.72 — 1.66 (m, 4H).

19F NMR (376 MHz, CDCls) &: -63.34 (s, 24F).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 162.8 (C), 162.7 (C), 157.8 (C), 157.2 (C), 156.5
(C), 155.5 (C), 154.5 (C), 134.1 (q, J = 32.2 Hz, CF3), 133.8 (C), 133.1 (C),
126.8 (C), 126.5 (C), 124.8 (C), 123.8 (C), 122.9 (C), 121.5 (C), 121.3 (CH),
121.1 (C), 121.0 (C), 119.6 (CH), 118.5 (CH), 53.6 (CH), 46.7 (CH2), 29.9
(CHa).

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calc. for CesH37F24N4Os ([M+H]*): 1469.2223; exp.:
1469.2213.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm™): 533 (22300).
Emission (CH2Cl2, Aex=416 nm) Amax / nm: 577.

7/ nm (CH2Cl2, x2): 3.03 (0.99).

® (CH2Cl2, Aex=416 nm): 0.32 + 0.01.
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HR-MS (MALDI+, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 416 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 416 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



228 |Experimental part

Normalized Intensity

30
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 6.
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Introduction of triethoxysilylpropyl groups.

—
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\—o"‘o7
DR7 —/ DR7.41
Synthesis:

N,N’-Bis(piperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide (DR®6)
(80.0 mg, 0.05 mmol) was dried into a round bottom flask equipped with a
magnetic stirrer under inert atmosphere, dissolved in 100 ml of chloroform and
placed in a sand bath at 120°C with agitation. Then, 13 pl of 3-
(triethoxysilyl)propylisocyanate dissolved in chloroform (50 ml) were added by a
srynge pump system (70 ml at a flow of 0.2 ml/min). The reaction mixture was
stirred under reflux (61 C) for 24 hours. The solvent was removed under
vacuum and the residue was subjected to column chromatography (silica gel,
CH2Cl2:CH3CN:MeOH, 50:3:1.5). Perylene diimides was obtained as a brown
solid.

CF4CFs
FsC CF
3 3 0-/—\0
00 @
0 o o)
q L A
N N . N—CN—<\
s SRS e
e é o
s 00
0
~ F4C CF,
CF; CF3
DR7
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N,N’-bis((3-(triethoxysilyl)propyl)piperidine-1-carboxamide)-1,6,7,12-
tetrakis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4,9,10-tetracarboxylic
diimide (DR7) was obtained in 28% yield (30.0 mg, 0.015 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.26.

FT-IR (KBr, cm™): 2979 (C-H), 2926 (C-H), 2854 (C-H), 1702 (C=0), 1666
(C=0), 1594, 1511, 1455, 1413, 1370, 1307, 1300, 1281, 1182, 1133, 11086,
991, 952, 886, 846, 701, 682.

H NMR (400 MHz, CHCI3) &: 8.18 (s, 4H), 7.61 (s, 4H), 7.29 (s, 8H), 5.1 (tt, J
= 11.9, 3.3 Hz, 2H), 4.74 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.13 — 4.06 (m, 4H), 3.80 (q, J =
7.0 Hz, 12H), 3.23 (td, J = 6.6, 5.5 Hz, 4H), 2.93 — 2.84 (m, 4H), 2.66 (qd, J =
11.9, 3.3 Hz, 4H), 1.70 — 1.58 (m, 8H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 18H), 0.64 (t, J = 7.9
Hz, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 162.6 (C), 157.4 (C), 156.5 (C), 154.6 (C), 134.1
(g, J = 34.5 Hz, CF3), 133.1 (C), 126.5 (C), 124.7 (C), 123.8 (C), 121.5 (C),
121.3 (CH), 121.1 (C), 119.6 (CH), 118.6 (CH), 58.6 (CHz), 52.5 (CH), 44.3
(CHa), 43.4 (CH2), 28.2 (CH2), 23.6 (CHz), 18.4 (CH3), 7.8 (CHa).

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calc. for Cs4H73F24NsO15Si2 ([M-OEt]"): 1917.4284;
exp.: 1917.4368.
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o Fsc\©/°F3 CF3
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<o—?s’\/\N'lL’CL 2 @\
O H

Fs;C

Fs;C

DR 7.1

N-(Piperidin-4-yl)-N’~((3-(triethoxysilyl)propyl-1-amino)carbonylpiperidin-4-
yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4:9,10-
tetracarboxylic diimide (DR7.1) was obtained in 16% yield (15.0 mg, 0.01
mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.14.

FT-IR (KBr, cm'): 3426 (N-H), 3072 (C-H), 2976 (C-H), 2928 (C-H), 2860 (C-
H), 1701 (C=0), 1668 (C=0), 1596, 1512, 1458, 1413, 1374, 1335, 1299, 1278,
1179, 1137, 1107, 990, 951, 888, 852, 804, 680.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.19 (s, 2H), 8.18 (s, 2H), 7.61 (s, 2H), 7.59 (s,
2H), 7.28 (s, 4H), 7.28 (s, 4H), 5.21 — 5.07 (m, 2H), 4.77 (t, J = 5.5 Hz, 1H),
4.16 — 4.02 (m, 2H), 3.80 (q, J = 7.0 Hz, 6H), 3.67 — 3.57 (m, 2H), 3.23 (td, J =
6.7, 5.5 Hz, 2H), 3.13 — 2.97 (m, 4H), 2.93 — 2.83 (m, 2H), 2.71 — 2.58 (m, 2H),
1.89 — 1.77 (m, 2H), 1.71 — 1.58 (m, 4H), 1.20 (t, J = 7.0 Hz, 9H), 0.63 (t, J= 7.9
Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 162.6 (C), 162.4 (C), 157.4 (C), 156.5 (C), 156.4
(C), 154.7 (C), 154.5 (C), 134.1 (q, J = 33.9 Hz, CF3), 133.1 (C), 133.1 (C),
126.5 (C), 124.7 (C), 124.2 (C), 123.8 (C), 121.6 (CH), 121.5 (C), 121.4 (C),
121.3 (C), 121.3 (CH), 121.1 (C), 120.9 (C), 119.6 (CH), 118.6 (CH), 118.3 (C),
58.6 (CHz), 52.5 (CH), 49.6 (CH), 44.8 (CHz), 44.3 (CHz2), 43.4 (CH2), 29.8
(CHz), 28.2 (CH2), 25.8 (CH2), 23.5 (CHz), 18.4 (CHs), 7.8 (CH>).

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calc. for CreHssF24NsO12Si ([M+H]*): 1716.3463;
exp.: 1716.3628.
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T aos.
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HR-MS (MALDI+, DCTB)
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Introduction of testosterone derivative groups.

(o]

N HsC O‘K
~
H

CF, CF, ~

jelseolel Ja 2
F3C CF, . FRC o 3
F5C CF, ™  F,C o CF;

O™ oo IO

CF

3 CF
O“” 'N” "0 3 o

Iz

DR 6
Synthesis:

10 pl (0.05 mmol) of N,N-diisopropylethylamine were added to a stirred solution
of  (4-androsten-17B-acetoxy-3-one-7a-yl)but-2-enoic  acid  (testosterone
derivative) (11.0 mg, 0.03 mmol) dissolved in 700 ul of CH2Cl2. Then, N,N*-
bis(piperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-
3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR6) (20.0 mg, 0.01 mmol) dissolved in
CH2Cl2 (1 ml) was added to the previous solution. Finally, 14.0 mg (0.03 mmol)
of PyBOP was aggregated. The reaction mixture was stirred at 25 C for two
hours. The solvent was removed under vacuum and the residue was subjected
to column chromatography (silica gel, CH2Cl2:CH3sCN:MeOH, 50:3.5:1) to afford
the perylene diimide as a red solid.
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N,N’-bis(((4-androsten-17B-acetoxy-3-one-7a-yl)but-2-enyl)piperidine-1-
carboxamide)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-
3,4,9,10-tetracarboxylic diimide (DR19) was obtained in 92% yield (28.2 mg,
0.01 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:3): 0.50.

FT-IR (KBr, cm™): 2921 (C-H), 2853 (C-H), 1867 (C=0), 1826 (C=0), 1732
(C=0), 1694 (C=0), 1667 (C=0), 1597, 1556, 1539, 1509, 1456, 1415, 1371,
1338, 1299, 1277, 1178, 1133, 1046, 1024, 991, 949, 889, 850, 753, 700 678,
601 571, 535.

H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.19 (s, 4H), 7.61 (s, 4H), 7.29 (s, 8H), 6.73-6.67
(m, 2H), 6.24 (d, J = 14.8 Hz, 2H), 5.65 (s, 2H), 5.23-5.17 (m, 2H), 4.82 (s, 2H),
4.64-4.59 (m, 2H), 4.10 (s, 2H), 3.16 (s, 2H), 2.70-2.64 (m, 6H), 2.42-2.35 (m,
6H), 2.19-2.16 (m, 4H), 2.05 (s, 8H), 1.92 (d, J = 5.7 Hz, 4H), 1.79-1.71 (m,
10H), 1.60—-1.57 (m, 6H), 1.44-1.35 (m, 6H), 1.20 (s, 6H), 1.17-1.10 (m, 6H),
0.85 (s, 6H).

3C NMR (101 MHz, CDCIs) &: 171.25, 169.9, 165.2, 162.6, 156.5, 154.6,
134.3, 134.0, 133.6, 133.1, 126.4, 124.6, 123.8, 122.1, 121.8, 121.5, 121.3,
121.1, 119.6, 118.6, 82.5, 52.2, 47.3, 46.3, 45.9, 42.8, 42.4, 38.8, 38.3, 36.6,
36.1, 35.7, 34.2, 29.5, 27.5, 23.0, 21.3, 20.9, 18.1, 12.1.

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calcd. for Ci16H101F24N4O16 ([M+H]*): 2261.6824;
found: 2261.6851.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M'-cm-'): 536 (36300).
Emission (CH2Cl2, Aex=421 nm) Amax / nm: 581.
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1/ nm (CHCls, x2): 5.45 (1.01).

() (CHC|3 )\ex

420 nm): 0.96 + 0.01.
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HR-MS (MALDI+, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 421 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 421 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.
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Removal of N-Boc protecting groups.
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Synthesis:

Trifluoroacetic acid (300 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis(N-(tert-butoxycarbonil)piperidin-4-yl)-1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)-
6,7,12-tris(dimethyl-5-oxyisophthalate)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide
(DR5.2) (50.0 mg, 0.03 mmol) in CH2Cl2 (450 ul). The reaction mixture was
stirred for two hours. After that, aqueous NaOH (1M) was added over the
solution until basic pH (8-9). Finally, the mixture was extracted with CH2Cl2,
washed with water and the combined organic layers were dried. The solvent
was removed under reduced pressure to afford the perylene diimide as a red
solid, that exhibits orange emission in solid state.

DR 20

N,N’-Bis(piperidin-4-yl)-1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,7,12-
tris(dimethyl-5-oxyisophthalate)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide
(DR20) was obtained in 93% yield (40.8 mg, 0.03 mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3452 (N-H), 2954 (C-H), 2923 (C-H), 2853 (C-H), 1730
(C=0), 1703 (C=0), 1665 (C=0), 1591, 1505, 1459, 1431, 1375, 1320, 1278,
1246, 1173, 1134, 1107, 999, 793, 755, 720.

'H NMR (300 MHz, MeOD) &: 8.52 (s, 3H), 8.11 (s, 2H), 8.07 (s, 3H), 7.54 (s,
8H), 5.30 — 5.19 (m, 2H), 3.83 (s, 18H), 3.54 — 3.47 (m, 4H), 3.21 — 3.06 (m,
4H), 3.01 — 2.85 (m, 4H), 2.03 — 1.93 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 169.6, 162.1, 160.8, 158.5, 124.5, 124.3, 116.9,
116.6, 116.3, 116.0, 114.5, 112.2, 112.1, 110.9, 109.7, 108.5, 108.4, 107.6,
106.6, 105.1, 105.0, 52.7, 52.5, 45.7, 29.7.

MS (MALDI+, DIT) m/z: calc. for Cr2HssFeN4Oz0 ([M+H]*):1409.3308; exp.:
1409.3328.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-'-cm-"): 540 (17500).
Emission (CH2Cl2, Aex=504 nm) Amax / nm: 584.

7/ nm (CHCIs, x2): 5.88 (1.08).

® (CHCIs, Aex=427 nm): 0.81 + 0.01.
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HR-MS (MALDI+, DIT)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 504 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 504 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).

Daisy Carolina Romero Velasquez

Tesis Doctoral



Experimental part |251

Normalized Intensity

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted positive
for DR 20 with CB[5] and CB[6].

DRZO1 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8] DR20 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]

e e e e 1:1
e e e e 1:5
e 1:10
ma 1:20

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cucurbituril of 1:1, 1:5, 1:10
and 1:20. Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye,
dye with CB[5], CB[6], CB[7] and CBI8].
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Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted positive for DR 20 with some cations and negative
for the rest.

+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 2+ + 24+ 2+ 3+ + 3+Pt2+ + L2+ 2+ 24 24 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 2+ + 2+ 2+ 3+ + 3+Pt1+
R Ag Ni Sn Cd Zn Pb Cu Fe Sc Al Hg AuCo Pd Ir CuRu R Ag Ni Sn Cd Zn Pb Cu Fe Sc Al Hg AuCo Pd Ir CuRu

CRRRRURREE———
[T I'ITT]

1:20
Photos were taken‘under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cations of 1:1 and 1:20. Each
tube in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye with
Ag’, Ni**, sn*, cd®, zn*, Pb”, cu®, Fe**, sc*', A", Hg®", Au®, Co*', Pd”,
Ir**, cu* and Ru*.
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Introduction of testosterone derivative groups.
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DR 20
Synthesis:

10 pl (0.05 mmol) of N,N-diisopropylethylamine were added to a stirred solution
of (4-androsten-17B-acetoxy-3-one-7a-yl)but-2-enoic acid (11.8 mg, 0.03 mmol)
dissolved in 700 pl of CH2Cl2. Then, N,N’-bis(N-((4-androsten-17B-acetoxy-3-
one-7a-yl)but-2-enyl)carbonylpiperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide (DR19)
(20.0 mg, 0.01 mmol) dissolved in CH2Cl2 (1 ml) was added to the previous
solution. Finally, 14.8 mg (0.03 mmol) of PyBOP was aggregated. The reaction
mixture was stirred at 25 C for two hours. The solvent was removed under
vacuum and the residue was subjected to column chromatography (silica gel,
CH2Cl2:CH3CN:MeOH, 50:3:3) to afford the perylene diimide.
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F3C
MeO'

DR 21

N,N’-bis(((4-androsten-17B-acetoxy-3-one-7a-yl)but-2-enyl)piperidine-1-
carboxamide)-1-(3,5-bis(trifluoromethyl)phenoxy)-6,7,12-tris(dimethyl-5-
oxyisophthalate)perylene-3,4,9,10-tetracarboxylic diimide (DR21) was
obtained in 80% vyield (25.0 mg, 0.01 mmol).

MP (°C): > 350°C.

Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:3): 0.80.

FT-IR (KBr, cm™): 2953 (C-H), 2919 (C-H), 2850 (C-H), 1730 (C=0), 1703
(C=0), 1665 (C=0), 1613, 1591, 1505, 1459, 1431, 1369, 1323, 1281, 1242,
1180, 1138, 1104, 1041, 1026, 999, 842, 804, 755, 720, 700.

H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 8.65 (s, 2H), 8.35 (s, 2H), 8.33 (s, 1H), 8.16 (s,
3H), 7.70 (s, 3H), 7.65 (s, 3H), 7.49 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 6.82-6.63 (m, 2H),
6.25 (d, J = 31.5 Hz, 2H), 5.68 (s, 2H), 5.24 (s, 2H), 4.84 (s, 2H), 4.62 (s, 2H),
411 (s, 2H), 3.88 (d, J = 5.2 Hz, 18H), 3.18 (s, 2H), 2.70 (s, 6H), 2.39 (d, J =
19.5 Hz, 6H), 2.17 (s, 4H), 2.05 (s, 6H), 1.93 (s, 3H), 1.76 (s, 7H), 1.59 (s, 12H),
1.20 (d, J = 5.8 Hz, 12H), 0.85 (s, 12H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 171.3, 165.0, 162.9, 155.7, 154.9, 132.7, 126.7,
126.4, 124.4, 1241, 122.2, 82.5, 52.7, 52.1, 47.2, 46.3, 42.8, 38.8, 38.4, 36.6,
36.1, 35.8, 34.2, 29.9, 27.5, 23.0, 21.3, 20.9, 18.1, 14.3, 12.1.

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calcd. for C122H118FsN4O2sNa ([M+Na]*): 2223.7729;
found: 2223.7843.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-'-cm™"): 539 (25500).
Emission (CH2Cl2 Aex=504 nm) Amax / nm: 584.
7/ nm (CHCIs, x2): 6.12 (1.06).
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® (CHCl3, Aex=413 nm): 0.86 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 504 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 504 nm.

The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN

(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

20 30 40 50
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
580 nm.
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Introduction of mupirocin derivative groups.
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DR 6 DR 22
Synthesis:

10 pl (0.05 mmol) of N,N-diisopropylethylamine were added to a stirred solution
of mupirocin 92% (13.6 mg, 0.03 mmol) dissolved in 700 ul of CH2Cl2. Then,
N,N-bis(piperidin-4-yl)-1,6,7,12-tetrakis(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenoxy)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide  (DR®6)
(20.0 mg, 0.01 mmol) dissolved in CH2Cl2 (1 ml) was added to the previous
solution. Finally, 14.2 mg (0.03 mmol) of PyBOP was aggregated. The reaction
mixture was stirred at 25 C for two hours. The solvent was removed under
vacuum and the residue was subjected to column chromatography (silica gel,
CH2Cl2:CH3CN:MeOH, 50:3:3) to afford the perylene diimide.
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N,N’-Bis(N-(mupirocin)carbonylpiperidin-4-yl)-1-(3,5-bis(trifluoromethyl)-
phenoxy)-6,7,12-tris(dimethyl-5-oxyisophthalate)perylene-3,4:9,10-
tetracarboxylic diimide (DR22) was obtained in 56% yield (18.6 mg, 0.01
mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.27.

FT-IR (KBr, cm™): 3647 (O-H), 2954 (C-H), 2919 (C-H), 2850 (C-H), 1730
(C=0), 1699 (C=0), 1668 (C=0), 1650, 1637, 1591, 1557, 1508, 1455, 1400,
1372, 1337, 1278, 1180, 1132, 1089, 1051, 957, 890 797,

1H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.19 (s, 4H), 7.61 (s, 4H), 7.29 (s, 8H), 5.72 (d, J
= 13.4 Hz, 2H), 5.17 (s, 2H), 4.80 (d, J = 10.4 Hz, 2H), 4.07—4.03 (m, 6H), 3.84
(d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.82 (s, 1H), 3.80 (s, 1H), 3.78 (s, 1H), 3.74 (d, J = 3.4 Hz,
2H), 3.65 (s, 1H), 3.54 (dd, J = 11.7 y 2.9 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 8.6 Hz, 2H),
3.35-3.26 (m, 1H), 3.14 (t, J = 12.6 Hz, 3H), 2.79 (td, J = 5.6 y 2.4 Hz, 2H), 2.69
(dd, J = 7.9 y 2.3 Hz, 2H), 2.62-2.53 (m, 6H), 2.35-2.26 (m, 6H), 2.19 (s, 9H),
2.02 (s, 6H), 1.71 (t, J = 6.5 Hz, 9H), 1.47 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 1.41 (d, J = 6.7
Hz, 2H), 1.31 (s, 18H), 1.20 (d, J = 6.2 Hz, 9H), 0.95 (dd, J = 14.1y 7.1 Hz, 6H).

MS (MALDI+, DCTB) m/z: calc. for C11gH120F24N4O2sNa ([M+Na]*): 2455.7801;
exp.: 2455.7749.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-'-cm™"): 535 (25700).
Emission (CH2Cl2, Aex=497 nm) Amax / nm: 580.
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1/ nm (CHCls, x2): 5.35 (1.07).

() (CH2C|2, )\ex

413 nm): 0.62 + 0.01.
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HR-MS (MALDI+, DCTB)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 497 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 497 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized Intensity

10 20 30 40 50
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
570 nm.
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Chapter lI: “Diseno y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el
sistema conjugado m de la posicion bahia y estudio de asociacion.”

Synthesis of precursor DR1.

‘ anhydrous DMF
‘ MW, 1h, 215°C

N$N

0o~ 0" "0

PDA DR1

Synthesis:

Perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic dianhydride (PDA) (0.50 g, 1.27 mmol) and
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO, 1.00 g, 8.92 mmol) were dried in a
microwave vial under inert atmosphere. Then, 20 ml of anhydrous DMF and
cyclohexylamine (0.78 g, 6.50 mmol) were added. The microwave vial was
sealed with a septum and irradiated for one hour at 215°C. A colour change of
the reaction mixture from orange to very dark red was observed. The reaction
was poured over 50 ml of aqueous HCI 1M solution, kept stirring for one hour
and, finally, filtered and washed with distilled water. The crude product was
purified by column chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN, 5:2) and the
product was obtained as a red solid.

0388t

DR,

N,N’-Bis(cyclohexyl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR1) was
obtained in 71% yield (0.69 g, 0.90 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.45.
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FT-IR (KBr, cm): 2924 (C-H, aliphatic), 2852 (C-H, aliphatic), 1691 (C=0,
carbamate), 1651 (C=0, imide), 1594 (C=C), 1407, 1338 (C-N), 1260, 1178,
1119, 1031, 972, 809, 743, 650 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.64 (d, J = 8.1 Hz, 4H, Ar-H), 8.60 (d, 4H, J =
8.1 Hz, Ar-H), 5.12 — 4.99 (m, 2H, N-CH), 2.66 — 2.50 (m, 4H, CHz), 1.97 — 1.87
(m, 4H, CHz), 1.83 — 1.70 (m, 6H, CH2), 1.54 — 1.34 (m, 6H, CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 164.1 (C=0), 134.7 (Ca’), 131.6 (CH), 126.7
(Car), 124.4 (Car), 124.1 (Car), 123.3 (CH), 54.3 (N-CH), 33.5 (CHz2), 29.9 (CHa),
29.4 (CHz), 26.8 (CHz2), 25.8 (CH2), 25.2 (CHz), 23.9 (CH2), 23.0 (CH2).

HR-MS (MALDI+, DCTB): m/z calcd. for CasHaoN204 ([M]*): 554.2200; found:
554.2426.
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Za000.

HR-MS (MALDI+, DCTB)
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L8

O O N_O

O‘O Br,, I5(cat) O‘O Br O‘e
) ww e D O

O”'N" ™0 O N

DR, 1-DR2

Bromination at PDI bay positions.

0 N_O o

o O”'N" O

1,7-DR2
Synthesis:

N,N-Bis(cyclohexyl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR1) (352.2 mg,
0.64 mmol) was dried in a microwave vial under inert atmosphere. Then, 20 ml
of chlorobenzene, bromine (0.23 ml, 4.44 mmol) and a catalytical amount of
iodine were added. The microwave vial was sealed with a septum and irradiated
for one hour at 135°C. The mixture was extracted with CH2Cl2, washed with
saturated Na:SOs aqueous solution and distilled water, and the combined
organic layers were dried with anhydrous Na2SOa4. The solvent was removed
under reduced pressure and the residue was subjected to column
chromatography (silica gel, n-hexane:CH2Clz; 1:1 to CH2Cl2:MeCN; 5:1) to
afford the monosubstituted perylene diimide (260.6 mg, 0.26 mmol, 41%) as a
red solid and a 4:6 mixture of 1,6- and 1,7 perylene diimide regioisomers (451.5
mg). This mixture was subjected to a repetitive recrystallization process (four
cycles, solvent CH2Cl2:MeOH, 1:1; monitored by 'H-NMR), yielding the 1,7
regioisomer as a red crystal (144.4 mg, 0.20 mmol, 32%).

Table 1. Recrystallization process of the disubstituted regioisomeric mixture.

step Minitial / Mg MEinal / Mg Recover (%) Time / weeks
1 451.5 352.1 78.0 2
2 352.1 189.7 54.9 2
3 189.7 161.8 85.3 2
4 161.8 144 .4 89.3 2
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<5% 1,6-, >95% 1,7-

<10% 1,6-, >90% 1,7-

e JL

16% 1,6-, 84% 1,7- J/k
23% 1,6-, 77% 1,7- /L

40% 1,6-, 60% 1,7- JL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.60 9.55 950 9.45 9.40 935 930 925 920 9.5 9.0 9.05 9.00 895 890 885 880 875 870 865 8.60
1 (ppm;

Stacked 1H-NMR (300 MHz, CDCIs) spectra of each step of the
recrystallization process.

S
eSeyesele

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1,7-dibromoperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide
(1,7-DR2) was obtained as a red solid in 32% vyield (144.4 mg, 0.20 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.70.

FT-IR (KBr, cm): 2921 (C-H, aliphatic), 2848 (C-H, aliphatic), 1700 (C=0,
carbamate), 1651 (C=0, imide), 1589 (C=C), 1385, 1326 (C-N), 1233, 1188,
1139, 1029 (C-Br), 977, 853, 811, 742 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 9.48 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 8.87 (s, 2H, Ar-H),
8.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 5.13 — 4.92 (m, 2H, N-CH), 2.64 — 2.46 (m, 4H,
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CH2), 1.98 — 1.87 (m, 4H, CH2), 1.82 — 1.69 (m, 6H, CHz), 1.52 — 1.29 (m, 6H,
CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 163.8 (C), 163.4 (C), 162.9 (C), 162.5 (C), 138.2
(C), 138.1 (C), 133.1 (C), 132.9 (C), 132.7 (C), 132.4 (C), 130.1 (C), 129.9 (C),
129.3 (C), 128.6 (CH), 128.2 (C), 127.1 (C), 124.0 (C), 123.8 (C), 123.4 (C),
123.1 (C), 121.6 (C), 120.8 (CH), 54.4 (CH), 29.2 (CHz), 26.7 (CH2), 25.5 (CH2).

HR-MS (MALDI+, DCTB): m/z calcd. for CasH2sBraN20a ([M]*): 710.0410;
found: 710.0403.
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O‘N Q. ‘O

1-DR2

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-bromoperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (1-
DR2) was obtained as a red solid in 41% yield (260.6 mg, 0.26 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:1): 0.57.

FT-IR (KBr, cm™): 2917 (C-H, aliphatic), 2851 (C-H, aliphatic), 1700 (C=0,
carbamate), 1648 (C=0, imide), 1589 (C=C), 1454, 1392, 1333 (C-N), 1240,
1192, 1150, 1119, 1029 (C-Br), 977, 849, 804, 742 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 9.78 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.89 (s, 1H, Ar-H),
8.67 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.67 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Ar-H), 8.60 (d, J = 8.1
Hz, 2H, Ar-H), 5.13 — 4.93 (m, 2H, N-CH), 2.66 — 2.43 (m, 4H, CHz), 1.98 — 1.85
(m, 4H, CH2), 1.81 — 1.66 (m, 6H, CH2),1.50 — 1.21 (m, 6H, CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 164.0 (C), 163.8 (C), 163.7 (C), 162.8 (C), 139.2
(C), 134.0 (C), 133.6 (C), 133.6 (C), 133.6 (C), 131.1 (CH), 130.6 (C), 128.9
(C), 128.8 (C), 128.2 (C), 128.1 (C), 127.1 (C), 124.2 (C), 124.1 (C), 123.8
(CH), 123.8 (C), 123.4 (C), 123.1 (CH), 121.0 (C), 54.4 (CH), 54.2 (CH), 29.9
(CHz), 29.3, (CHz2) 29.2 (CHy2), 26.7 (CHz), 26.7 (CH2), 25.6 (CHz).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for CasH2oBrN204 ([M]"): 632.1305; found:
632.1246.
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A

HR-MS (MALDI-, DIT)
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Suzuki coupling of PDI with boronic esters.

0y N_O 0 °j<
N
S -
Pd(PPh
Br + N ( A >
Br NJ\N Tol:n-BuOH: H,0
OO ~ | 4:1:04

b T
1,7-DR2
Synthesis:

N,N-bis(cyclohexyl)-1,7-dibromoperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (1,7-
DR2) (0.12 g, 0.17 mmol) was dried in a schlenk flask under inert atmosphere.
Then, 23 ml of toluene:n-butanol:water (4:1:0.4) were added. Finally, Pd(PPhs)
(19.6 mg, 0.017 mmol), cesium carbonate (160.0 mg, 0.50 mmol) and 2-(4-(N-
tert-butyl-1-carboxylate)piperazin-1-yl)pyrimidine-5-boronic acid pinacol ester
(0.13 g, 0.34 mmol) were added. The reaction mixture was stirred under reflux
(95 C) for 24 hours. The solvent was removed under reduced pressure and the
residue was subjected to column chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN,
5:1) to afford the perylene diimide as a purple solid.

1,7-DR13

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1,7-di(4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)pyrimi-
dine)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (1,7-DR13) was obtained in
78% vyield (142.4 mg, 0.13mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.45.

FT-IR (KBr, cm™): 2972 (C-H, aromatic), 2926 (C-H, aliphatic), 2857 (C-H,
aliphatic), 1696 (C=0, carbamate), 1658 (C=0O, imide), 1588 (C=C), 1515,
1449, 1414 (CH2-N-), 1396 (C-N), 1365, 1344, 1323, 1240, 1163, 1131 (C-N),
996, 971, 947, 856, 811, 797, 758, 852 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.46 (s, 6H, Ar-H), 8.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H),
8.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 5.08 — 4.95 (m, 2H, N-CH), 3.99 — 3.84 (m, 8H,
N-CHz), 3.66 — 3.49 (m, 8H, N-CHz), 2.63 — 2.44 (m, 4H, CH2), 1.98 — 1.86 (m,
4H, CHz), 1.83 — 1.68 (m, 6H, CHz), 1.51 (s, 18H, CHa), 1.50 — 1.23 (m, 6H,
CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 164.3 (C), 163.8 (C), 163.7 (C), 160.8 (C), 158.1
(CH), 155.0 (C), 134.9 (CH), 134.9 (CH), 134.8 (CH), 132.3 (C), 129.9 (CH),
129.6 (C), 129.3 (CH), 128.1 (C), 124.5 (C), 123.5 (C), 122.7 (C), 80.3 (C), 54.2
(CHz), 43.9 (CH), 29.3 (CH3), 28.6 (CHz), 26.7 (CHs), 24.9 (CH2).

HR-MS (MALDI-, DCTB): m/z calcd. for Ce2HesN10Os ([M]'): 1078.5060; found:
1078.51486.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (g/ M-1-cm1): 580 (93194).
Emission (CHCI3, Aex=416 nm) Amax / nm: 707.

7/ ns (CHCI3 x2): 6.29 (44.71%) and 10.19 (55.29%), (1.06).
@ (CHCI3, Aex=430 nm): 0.27 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 416 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 416 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
580 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chlorofom CH,Cl>:MeOH 9:1 CH.CI;
0.1pug/mL 0.5pug/mL 1ug/mL  0.1pg/mL 0.5pg/mL 1pug/mL  0.01mg/mL
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Ring closure at bay positions of 1,7-disubstituted PDI.

CH,Cl,

1,7-DR13 1,7-DR14.1

Synthesis:

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1,7-di(4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)pyrimidine)

perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (1,7-DR13) (112.1 mg, 0.10 mmol) in
CH2Cl2 (134.4 ml) was added under inert atmosphere to a flat bottom flask,
equipped with a magnetic stirrer and a cooling system. The reaction mixture
was stirred under UV-VIS irradiation (50 W, 4 cm of distance) for seven hours.
The solvent was removed under reduced pressure and the residue was
subjected to column chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN, 5:1) to afford
two perylene diimides as a black solids that show red emission in solid state.

1,7-DR14

N,N’-Bis(cyclohexyl)-12-((4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-
pyrimidin)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-
pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide (1,7-DR14) was
obtained in 36% yield (40.8 mg, 0.04 mmol).

MP (°C): > 350°C.

Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.26.

FT-IR (KBr, cm™): 2972 (C-H, aromatic), 2926 (C-H, aliphatic), 2857 (C-H,
aliphatic), 1699 (C=0, carbamate), 1661 (C=0, imide), 1595 (C=C), 1577,
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1515, 1445, 1414 (CH2-N-), 1365, 1344, 1320, 1243, 1170 (C-N), 1128, 996,
947, 863, 811, 755 (fingerprint region).

TH NMR (500 MHz, CDCIs) &: 9.78 (s, 1H, Ar-H), 9.59 (s, 1H, Ar-H), 9.26 (s, 1H,
Ar-H), 8.71 — 8.48 (m, 4H, Ar-H), 8.41 (d, J=8.6 Hz, 1H, Ar-H), 5.21 — 5.05 (m,
2H, N-CH), 4.14 — 3.37 (m, 8H, N-CH2), 3.75 — 3.61 (m, 8H, N-CH2), 2.75 — 2.58
(m, 4H, CH2), 2.09 — 1.90 (m, 8H, CH2), 1.87 — 1.80 (m, 2H, CH2), 1.59 (s, 9H,
CHs), 1.55 (s, 9H), 1.49 — 1.39 (m, 6H, CH2).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) &: 163.8 (C), 161.0 (C), 159.2 (C), 157.8 (CH),
156.5 (C), 155.0 (C), 135.3 (CH), 133.9 (C), 133.6 (C), 132.7 (C), 131.9 (C)
129.1 (CH), 128.6 (C), 128.2 (C), 127.6 (CH), 126.6 (C), 125.6 (CH), 124.6 (C),
122.2 (C), 120.3 (C), 80.3 (C), 54.7 (CHz), 44.0 (CH), 29.9 (CHz), 29.4 (CH2),
29.3 (CH2), 28.7 (CHz), 28.7 (CHz), 26.8 (CHa), 25.7 (CHa).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for CezHesN10Os ([M]): 1076.4903; found:
1076.5053.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (g/ M-1-cm1): 565 (17200).
Emission (CHCI3, Aex=416 nm) Amax / nm: 663.

7/ ns (CHCIs, x2): 7.20 (37.81%) and 9.32 (68.13%).
@ (CH2Cl2, Aex=450 nm): 0.61+ 0.01.
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Solvatochromism Tests: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 416 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 416 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
663 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chlorofom CH2Cl2:MeOH 9:1 CH2Cl:
0.1ug/mL 05pug/mL  1ug/mL 0.1uyg/mL 0.5pug/mL 1 ug/mL 0.01mg/mL
~ . s
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v

1,7-DR14.1

N,N’-Bis(cyclohexyl)-[3,4-e]-[9,10-e]-bis-(2-(4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-
piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)coronene-1,12:6,7-tetracarboxylic diimide
(1,7-DR14.1) was obtained in 34% yield (38.3 mg, 0.03 mmol).

MP (°C): > 350°C.

Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.10.

FT-IR (KBr, cm): 2954 (C-H, aromatic), 2919(C-H, aliphatic), 2850 (C-H,
aliphatic), 1706 (C=0, carbamate), 1658 (C=0, imide), 1602 (C=C), 1567,
1518, 1462, 1375, 1320, 1257, 1170 (C-N), 961, 804, 720 (fingerprint region).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 10.79 (s, 4H, Ar-H), 10.56 (s, 2H, Ar-H), 5.34 —
5.21 (m, 2H, N-CH), 4.85 — 4.74 (m, 8H, N-CH2), 3,91 — 3.78 (m, 8H, N-CH2),
2,71 — 2.57 (m, 4H, CHz), 2.12 — 1.94 (m, 10H, CH2),1.92 — 1.85 (m, 2H, CH2),
1.59 (s, 18H, CH3), 1.58 (s, 18H, CHa), 1.49 — 1.40 (m, 4H, CH>).

13C NMR (126 MHz, CDCls) &: 173.5 (C), 172.8 (C), 154.5 (CH), 129.7 (CH),
129.2 (C), 128.8 (C), 126.9 (CH), 124.0 (C), 118.6 (C), 117.1 (CH), 114.7 (C),
114.2 (C), 80.2 (C), 54.2 (CH2), 43.6 (CHz), 38.7 (CH), 34.0 (CH2), 31.9 (CHa),
30.4 (CHz), 29.7 (CHs), 29.3 (CH2), 28.9 (CH2), 28.5 (CHs), 24.4 (CHz), 23.7
(CHz), 22.9 (CH2), 22.7 (CH2).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for Ce2He2N10Osg ([M]): 1074.4747; found:
1074.4869.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (g/ M'-cm-): 566 (14700).
Emission (CHCI3 Aex=450 nm) Amax / nm: 600.

7/ ns (CHCIs, x2): 6.79 (35.20%) and 10.59 (64.80%), (1.03).
@ (CHCl3, Aex=450 nm): 0.53+ 0.01.
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Solvatochromism: Up: Photos under white and of 366 nm lights. Medium:
Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation wavelength
of 450 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and normalized
emission one (right) under excitation wavelength of 450 nm. The
employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
605 nm.
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Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chlorofom CH2Cl2:MeOH 9:1 CH2Cl2
0.1 ug/mL 05pug/mL 1 ug/mL 0.1 ug/mL 0.5 pg/mL 1 yg/mL  0.01mg/mL

-
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Suzuki coupling with a boronic ester.

0 N_O OﬁN’o\ﬁ 0y N_O
Br O‘O ¥ Ej\jN CsCO;, PA(PPhals ) C‘Q
@e 'ﬁ/" Tol.z-:l31u:0(;-.ll.4H20 OY'(\)N N @O
0N"o oBo 0 0“"N"o
& AF T
1-DR2 DR17
Synthesis:

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-bromoperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (1-DR2)
(0.25 g, 0.39 mmol) was dried in a schlenk flask under inert atmosphere. Then,
53.3 ml of toluene:n-butanol:water (4:1:0.4) were added. Finally, Pd(PPhs)
(45.01 mg, 0.039 mmol), cesium carbonate (320.0 mg, 1.18 mmol) and 2-(4-(N-
tert-butyl-1-carboxylate)piperazin-1-yl)pyrimidine-5-boronic acid pinacol ester
(0.31 g, 0.81 mmol) were added. The reaction mixture was stirred under reflux
(95 C) for 24 hours. The solvent was removed under reduced pressure and the
residue was subjected to column chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN,
5:1) to afford the perylene diimide as a black solid that shows red emission in
solid state.

N

-
e
OO

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-(4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-
yl)pyrimidine)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide (DR17) was
obtained in 67% yield (215.0 mg, 0.26 mmol).

MP (°C): 234-236 °C.
Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.42.
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FT-IR (KBr, cm™): 2968 (C-H, aromatic), 2926 (C-H, aliphatic), 2853 (C-H,
aliphatic), 1699 (C=0, carbamate), 1658 (C=0, imide), 1588 (C=C), 1511,
1501, 1449, 1417 (CH2-N-), 1397, 1326, 1240, 1166 (C-N), 1128, 996, 968,
898, 863, 808, 752 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.41 (d, J = 8.0
Hz, 1H, Ar-H), 8.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ar-H), 8.29 (s, 2H), 8.27 (s, 1H), 8.24 (d,
J = 8.0 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar-H),
5,08 — 4.90 (m, 2H, N-CH), 3.95 — 3.81 (m, 4H, N-CHz), 3.62 — 3.49 (m, 4H, N-
CHy2), 2.62 — 2.43 (m, 4H, CH2), 1.98 — 1.86 (m, 4H, CH2), 1.84 — 1.68 (m, 6H,
CH2), 1.50 (s, 9H, CHs), 1.47 — 1.20 (m, 6H, CH2).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 163.9 (C=0), 163.9 (C=0), 163.8 (C=0), 163.7
(C=0), 160.8 (Cquat-N), 157.8 (CH), 154.9 (Cquat-N), 135.7 (CH), 135.5 (CAr),
134.8 (CAr), 134.4 (CAr), 132.6 (CAr), 131.4 (CH), 131.0 (CH), 130.4 (CH),
129.3 (CAr), 129.2 (CH), 128.3 (CAr), 127.6 (CAr), 125.0 (CAr), 123.9 (CAr),
123.8 (CH), 123.5 (CAr), 123.1 (CAr), 122.9 (CH), 80.3 (C), 54.3 (CHz), 54.2
(CHz), 43.89 (CH), 29.3 (CHs), 28.62 (CHz), 26.69 (CH3), 25.58 (CH2).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for Ca9H4sNsOs ([M]): 816.3630; found:
816.3665.

UV-VIS (CHCI3 Amax / nm (¢/ M-'-cm-): 538 (45541).
Emission (CHCI3, Aex=450 nm) Amax / nm: 593.

7/ ns (CH2Cl2, x2): 3.89 (1.10).

@ (CH2Cl2, Aex=460 nm): 0.18+ 0.01.
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Normalized emission
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Solvatochromism: Up: Photos under white and of 366 nm lights. Medium:
Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation wavelength
of 450 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and normalized
emission one (right) under excitation wavelength of 450 nm. The
employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
600 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chlorofom CH2Cl2:MeOH 9:1
0.1 yg/mL 0.5 yg/mL ” pg/mL 0.1 p/L 0.5 yg/mL 1 ug/mL

s
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Ring closure at bay positions of monosubstituted PDI.

Oy N_O

)N\\ @ O‘O CH,Cl,
OYN(J N @e UV, r.T, 1h
>r° o CN) )

DR17 DR18

Synthesis:

N,N’-Bis(cyclohexyl)-1-(4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-
yl)pyrimidine)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR17) (0.20 g, 0.24
mmol) in CH2Cl2 (240 ml) was added under inert atmosphere to a flat bottom
flask, equipped with a magnetic stirrer and a cooling system. The reaction
mixture was stirred under UV-VIS irradiation (50 W, 4 cm of distance) for one
hour. The solvent was removed under reduced pressure and the residue was
subjected to column chromatography (silica gel, CH2CIl2:MeCN, 5:1) to afford
the perylene diimide as a black solid that shows red emission in solid state.

6L

QR
N

(o] N (o]
Og 8.8 ZO

N,N’-Bis(cyclohexyl)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-
1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic  diimide (DR18) was
obtained in 90% yield (179.1 mg, 0.22 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rr (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.24.
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FT-IR (KBr, cm): 2926 (C-H, aliphatic), 2850 (C-H, aliphatic), 1699 (C=0,
carbamate), 1654 (C=0, imide), 1595 (C=C), 1557, 1522, 1452, 1403 (CH2-N-),
1365, 1337, 1320, 1253, 1242, 1170 (C-N), 1121, 1082, 999, 964, 894, 808,
745 (fingerprint region).

H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 10.62 (s, 1H, Ar-H), 10.35 (s, 1H, Ar-H), 10.06 (s,
1H, Ar-H), 9.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.34 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 9.22 (d, J = 8.5 Hz,
1H, Ar-H), 9.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 5.24 — 5.05 (m, 2H, N-CH), 4.80 —
4.74 (m, 4H, N-CHz), 3.84 — 3.78 (m, 4H, N-CH2), 2.64 — 2.51 (m, 4H, CHa),
2.05 — 1.96 (m, 4H, CH2),1.93 — 1.84 (m, 6H, CHz) 1.58 (s, 9H, CHa), 1.56 —
1.53.(m, 6H, CH2).

HR-MS (MALDI-, DCTB): m/z calcd. for CasHasNeOs ([M]): 814.3473; found:
814.3839.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (g¢/ M'-cm-"): 458 (2498).
Emission (CHCI3, Aex=434 nm) Amax / nm: 481.

7/ ns (CHCIs, x2): 2.00 (78.62%) and 5.32 (21.38%), (1.14).
@ (CHCI3, Aex=434 nm): 0.30+ 0.01.
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Solvatochromism: Up: Photos under white and of 366 nm lights. Medium:
Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation wavelength
of 434 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and normalized
emission one (right) under excitation wavelength of 434 nm. The
employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 404 nm and the emission wavelength
480 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chlorofom CH2Cl2:MeOH 9:1
0.1 yg/mL 0.5 pug/mL 1 pg/mL O.1/m 0.5 yg/mL

1 pg/mL
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Removal of N-Boc protecting groups.

>Lo o ? o o (N; o
A
° Dkr,N O O CH,Cl,, TFA HD‘Y,N O‘O
Ny —r> Na
G L

O” "N ™0 O” N ™0
DR18 DR29

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (600 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis(cyclohexyl)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-
pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR18) (0.10 g, 0.12 mmol)
in CH2Cl2 (2.0 ml). The reaction mixture was stirred for two hours. After that,
aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic pH (8-9). Finally,
the mixture was extracted with CH2Cl2, washed with water and the combined
organic layers were dried. The solvent was removed under reduced pressure to
afford the perylene diimide as a purple solid.

DR29

N,N’-Bis(cyclohexyl)-[6,7-e]-(2-(1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)perylene-
3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR29) was obtained in 70% vyield (61.30 mg,
0.08 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rr (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3515 (N-H, amine), 2926 (C-H, aliphatic), 2853 (C-H,
aliphatic), 1703 (C=0, imide), 1598 (C=C), 1560, 1452 (CH2-N-), 1361 (C-N),
1323, 1257, 1201, 1134 (C-N), 1065, 1030, 898, 863, 808, 745, 724, 685,
647(fingerprint region).
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H NMR (400 MHz, CDCls) &: 9.39 (s, 1H, Ar-H), 9.37 (s, 1H, Ar-H), 9.35 (s, 1H,
Ar-H), 9.23 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-H), 9.16 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Ar-H), 5.23 — 5.08
(m, 2H, N-CH), 4.77 — 4.62 (m, 4H, CH2-N), 3.85 — 3.73 (m, 4H, CH2-N), 2.63 —
2.50 (m, 4H, CHz), 2.06 — 1.96 (m, 4H, CH2), 1.93 — 1.78 (m, 6H, CHz), 1.59 —
1.47 (m, 6H, CH2).

HR-MS (MALD+, DIT): m/z calcd. for CasH3oNeOa ([M+H]*): 715.3027; found:
715.3393.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (g/ M-1-cm1): 533 (3546).
Emission (CHCI3, Aex=434 nm) Amax / nm: 563.

7/ ns (CHCIs, x2): 2.25 (9.73%) and 7.33 (90.27%), (1.05).
@ (CHCI3, Aex=434 nm): 0.45+ 0.01.
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Solvatochromism: Up: Photos under white and of 366 nm lights. Medium:
Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation wavelength
of 434 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and normalized
emission one (right) under excitation wavelength of 434 nm. The
employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
560 nm.

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 29.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolveed in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted negative for DR 29.
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Chapter lll: “Disefo y sintesis de perilenodiimidas expandidas en el

sistema conjugado 1 de la posicion bahia solubles en agua.”

Synthesis of precursor DR27.

¥
N

(o)

O
L4

o

Oy 0_0O

®

-0
o

‘e Br DMF
DABCO

MW, 1h
0~ 0" ~o 110°C (o]

r4
(o}

1,7-dibromoPDA

o)
ob_z

/i\ DR 27

Synthesis:

1,7-Dibromoperylene-3,4:9,10-tetracarboxylic dianhydride (1,7-dibromoPDA)
(0.40 g, 0.73 mmol) and 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO, 0.81 g,
0.73 mmol) were dried in a microwave vial under inert atmosphere. Then, 20 ml
of anhydrous DMF and 4-amino-1-tert-butoxycarbonyl-piperidine (0.29 g, 1.45
mmol) were added. The microwave vial was sealed with a septum and
irradiated for one hour at 110°C. A colour change of the reaction mixture from
red to very dark red was observed. The crude product was purified by column
chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN, 5:1) to yield the perylene diimide as
a red solid, that shows orange emission in solid state.

[Eads0seseend

DR 27

N,N’-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,7-dibromoperylene-
3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR 27) was obtained in 57% vyield (378.5
mg, 0.41 mmol).

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



320|Experimental part

MP (°C): > 350°C.

Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.18.

FT-IR (KBr, cm™): 2971 (C-H, aromatic), 2926 (C-H, aliphatic), 2850 (C-H,
aliphatic), 1699 (C=0, carbamate), 1658 (C=0, imide), 1588, 1560, 1501

(C=C), 1452, 1421 (C-N), 1389 (C-N), 1365, 1326, 1242, 1170, 1149 (C-N),
1114, 1041, 985, 946, 916, 863, 808 (fingerprint region).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 9.47 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 8.88 (s, 2H, Ar-H),
8.67 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 5.18 (tt, J = 12.1 and 3.9 Hz, 2H, N-CH), 4.49 —
4.17 (m, 4H, CH2), 3.01 — 2.82 (m, 4H, CH2), 2.74 (qd, J = 12.1 and 3.9 Hz, 4H,
CH2), 1.75 — 1.67 (m, 4H, CH2), 1.51 (s, 18H, CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 163.3 (C), 162.8 (C), 155.0 (C), 138.2 (CH),
133.1 (C), 132.9 (C), 130.3 (CH), 129.3 (C), 128.7 (CH), 127.1 (C), 123.6 (C),
123.2 (C), 121.0 (C), 80.1 (C), 52.4 (CH), 44.2 (CHz), 29.8 (CHz), 28.6 (CH3),
28.4 (CH2).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for CasHa2BraN4Os ([M]): 912.1364; found:
912.1315.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-*-cm-): 519 (72400).
Emission (CH2Cl2, Aex=455 nm) Amax / nm: 550.

7/ ns (CH2Cl2, x2): 4.94, (1.12).

@ (CH2Cl2, Aex=455 nm): 0.93 + 0.01.

FT-IR (KBr)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



part |321

Experimental

-
Mw.ﬁ ~ = ET0'81 [
T\ - o
wi- — = I grv
o SE'8T\
Fa §9'82 =
69 vese
orz
e L2
MZW - _
Stetg -~ =& Fecy oTbb—
e ~N S Freelo
6L'C [
NM”M 8675 — =
96T Fea
—_—
SC
ey — / h % sov | m
P
pT'S
et o 6008 —
-
aT's | o N
yASS v H
81's % ~ = Fooe
61'S € M
. ng
0z's g
175 = O
s o
o (a2)
e N
Ly =
2 scou
- or'eet A
[N I ea
- PTLTTA
EE— 99'82T ~
| vmdﬁ\
~ 6Z°0€T
26°2ET
80°€ET
LS YT'8ET \
Ls
998 -~ = 66T S6'bST —
898 . Lo
g8~ - uT| o
@ 08'29T <.
€€'€91
9H'6~\, . _ S
8v'6 7 —— Ee6T [ 2
o

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm
13C NMR (101 MHz, CDCls)
Tesis Doctoral

170

80

Daisy Carolina Romero Velasquez



322|Experimental part

T T T T T T T T T T T T T T
80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1
f1 (ppm)

13C-DEPT 135 NMR (101 MHz, CDCls)

i

A W
——

L4
j > €
€
8
=]
=

6

4

= 1| il

" T T T T T T T T T T T T T T T T T !
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
2 (ppm)

'H-'"H-COSY NMR (300 MHz, CDCls)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Experimental

ljl,hn

part |323

rio

20

30

F40

50

- 60

r70

80

90

100

110

120

130

140

150

- 160

170

- 180

r T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
2 (ppm)

TH-3C-HMBC NMR (300 MHz, CDCls)

‘ i“m

T
2.0 1.

5 1.0

rio

20

30

F40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

I 140

150

160

170

- 180

" T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
2 (ppm)

1H-13C-HMQC NMR (300 MHz, CDCls)

f1 (ppm)

1 (ppm)

Daisy Carolina Romero Velasquez

Tesis Doctoral



324|Experimental part

rio

20

k40

50

60

70

f1 (ppm)

90

- 100

110

120

° 130

. IMH!

I 140

150

A

- 160
r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.5
2 (ppm)

TH-13C-HSQC NMR (300 MHz, CDCls)

A~
S §
)i
T
«
1 (ppm)

¥

" T T T T T T T T T T T T T T T T T !
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
2 (ppm)

"H-'H-NOESY NMR (300 MHz, CDCls)

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Experimental part |325

9101358

HR-MS (MALDI-, DIT)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 455 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 455 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

0 10 20 30 40 50
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
550 nm.

Suzuki coupling of PDI with boronic esters.
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Synthesis:

N,N"-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,7-dibromoperylene-3,4:9,10-

tetracarboxylic diimide (DR27) (0.25 g, 0.27 mmol) was dried in a schlenk flask
under inert atmosphere. Then, 100 ml of toluene:n-butanol:water (4:1:0.4) were
added. Finally, Pd(PPhs) (31.2 mg, 0.03 mmol), cesium carbonate (0.27 g, 0.82
mmol) and 2-(4-(N-tert-butyl-1-carboxylate)piperazin-1-yl)pyrimidine-5-boronic
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acid pinacol ester (0.22 g, 0.56 mmol) were added. The reaction mixture was
stirred under reflux (95 C) for 24 hours. A colour change of the reaction mixture
from red to black was observed. The solvent was removed under reduced
pressure and the residue was subjected to column chromatography (silica gel,
CH2Cl2:MeCN, 2:1 to CH2Cl2:MeOH, 50:1) to afford the disubstituted perylene
diimide DR28 and the monosubstituted one DR28.1 as a red solids.

N,N’-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,7-di((4-(tert-butoxy
carbonyl)piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic
diimide (DR28) was obtained in 60% yield (209.0 mg, 0.16 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.27.

FT-IR (KBr, cm™): 2975 (C-H, aromatic), 2930 (C-H, aliphatic), 2857 (C-H,
aliphatic), 1696 (C=0, carbamate), 1661 (C=0, imide), 1588, 1511 (C=C),
1452, 1410 (C-N), 1393 (C-N), 1361, 1341, 1320, 1242, 1166 (C-N), 989, 964,
943, 863, 810 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 8.51 (s, 2H, Ar-H), 8.49 (s, 4H, Ar-H), 8.29 (d, J =
8.2 Hz, 2H, Ar-H), 8.11 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Ar-H), 5.24 — 5.10 (m, 2H, N-CH),
4.44 — 4.18 (m, 4H, CH2), 3.95 — 3.87 (m, 8H, CH2), 3.61 — 3.54 (m, 8H, CHa),
2.95 — 2.81 (m, 4H, CH2), 2.79 — 2.67 (m, 4H, CH2), 1.73 — 1.66 (m, 4H, CH2),
1.51 (s, 18H, CHa), 1.50 (s, 18H, CHa).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 163.7 (C), 163.6 (C), 160.8 (C), 158.1 (CH),
154.9 (C), 154.8 (C), 135.1 (C), 135.1 (CH), 135.0 (C), 132.4 (C), 130.1 (CH),
129.6 (C), 129.4 (CH), 128.1 (C), 124.3 (C), 123.2 (C), 122.5 (C), 80.3 (C), 79.8

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



Experimental part |329

(C), 52.2 (CH), 43.9 (CH2), 31.1 (CH2), 29.9 (CH), 28.6 (CHs3), 28.6 (CH3), 28.4
(CH2).

HR-MS (MALDI-, DCTB): m/z calcd. for C7oHsoN12012 ([M]): 1280.6013; found:
1280.5937.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-"): 587 (35800).
Emission (CH2Cl2, Aex=434 nm) Amax / nm: 670.

7/ ns (CH2Cl2, x2): 3.28 (39.60%) and 8.08 (1.05).

@ (CH2Cl2, Aex=455 nm): 0.34 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 434 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 434 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

0 10 20 30 40 50
Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 405 nm and the emission wavelength
661 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chloroform CH2Cl2:MeOH 9:1
0.1 ug/mL 0.5 ug/mL 0.1 ug/mL 0.5 ug/mL

..

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 28.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted negative for DR 28.
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DR28.1

N,N'-Bis-(4-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1-((4-(tert-butoxy
carbonyl)piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic
diimide (DR28.1) was obtained in 13% yield (40.0 mg, 0.04 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.40.

FT-IR (KBr, cm™): 3055 (C-H, aromatic), 2975 (C-H, aromatic), 2930 (C-H,
aliphatic), 2860 (C-H, aliphatic), 1696 (C=0, carbamate), 1654 (C=0, imide),
1591, 1514 (C=C), 1480, 1424 (C-N), 1361 (C-N), 1341, 1274, 1246, 1170 (C-
N), 1117, 1026, 992, 968, 943, 860, 808, 748, 720 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCls) &: 8.67 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.66 (d, J = 8.1 Hz,
1H, Ar-H), 8.49 (s, 1H, Ar-H), 8.43 (s, 2H, Ar-H), 8.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H),
8.29 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Ar-H), 8.19 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Ar-H), 8.10 (d, J = 8.1
Hz, 1H, Ar-H), 5.26 — 5.11 (m, 2H, N-CH), 4.44 — 4.22 (m, 4H, CH2), 3.94 — 3.89
(m, 4H, CHz), 3.61 — 3.56 (m, 4H, CH2), 2.92 — 2.68 (m, 8H, CH2), 1.74 — 1.66
(m, 4H, CHz), 1.52 (s, 9H, CHa), 1.51 (s, 9H, CHa), 1.50 (s, 9H, CH).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) &: 163.9 (C), 163.7 (C), 163.6 (C), 157.8 (CH), 154.8
(C), 135.9 (CH), 135.7 (C), 134.9 (C), 134.9 (C), 134.5 (C), 133.4 (CH), 132.7
(C), 132.1 (C), 132.0 (C), 131.6 (CH), 131.2 (C), 130.6 (C), 129.3 (C), 128.9
(C), 128.3 (C), 124.9 (CH), 124.0 (C), 123.7 (C), 123.5 (C), 123.2 (C), 123.0
(C), 122.9 (C), 80.3 (C), 79.8 (C), 79.8 (C), 52.3 (CH), 52.2 (CH), 43.9 (CHa),
29.8 (CHz), 28.7 (CHs), 28.6 (CH3), 28.4 (CHy).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for Cs7He2NsO10 ([M]): 1018.4583; found:
1018.4367.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (¢ / M--cm™): 540 (12971).
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Emission (CH2Cl2, Aex=437 nm) Amax / nm: 632.
7/ ns (CH2Cl2, x2): 4.90, (1.12).
@ (CH2Cl2, Aex=455 nm): 0.34 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 437 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 437 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

0 10 20 30 40 50
Tiempo (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
588 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in chloroform at 0.5 pg/mL.

Chloroform 0.5 ug/mL

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 28.1.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted negative for DR 28.1.
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Ring closure at bay positions of disubstituted PDI.

Synthesis:

N,N"-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,7-di((4-(tert-
butoxycarbonyl)piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic
diimide (DR28) (48.0 mg, 0.04 mmol) in CH2Cl2 (58 ml) was added under inert
atmosphere to a flat bottom flask, equipped with a magnetic stirrer and a
cooling system. The reaction mixture was stirred under UV-VIS irradiation
(50W, 4 cm of distance) for seven hours. The solvent was removed under
reduced pressure and the residue was subjected to column chromatography
(silica gel, CH2Cl2:MeCN, 5:1) to afford two perylene diimides as a purple solids
that show red emission in solid state.
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DR 30

N,N’-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-[3,4-e]-[9,10-e]-bis-(2-(4-
(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)coronene-1,12:6,7-
tetracarboxylic diimide (DR 30) was obtained in 61% vyield (40.3 mg, 0.03
mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:2): 0.41.

FT-IR (KBr, cm™): 2958 (C-H, aromatic), 2923 (C-H, aliphatic), 2853 (C-H,
aliphatic), 1699 (C=0, carbamate), 1658 (C=0, imide), 1609, 1570, 1525
(C=C), 1452, 1414 (C-N), 1365 (C-N), 1354, 1341, 1316, 1274, 1246, 1170 (C-
N), 1226, 1166, 1083, 992, 936, 912, 860, 811, 772, 758 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 10.00 — 8.55 (m, 6H, Ar-H), 5.51 — 5.22 (m, 2H,
CHy2), 4.66 — 4.43 (m, 4H, CHz2), 4.11 — 3.58 (m, 16H, CH2), 3.13 — 2.88 (m, 8H,
CHy2), 2.31 — 2.07 (m, 4H, CH2), 1.66 (s, 18H, CHs), 1.62 (s, 18H, CHa).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for C7oH76N12012 ([M]'): 1276.5760; found:
1276.5760.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (¢ / M'-cm-): 571 (9288).
Emission (CHCI3, Aex=450 nm) Amax / nm: 611.

7/ ns (CHCIs x2): 9.00 (1.07).

@ (CHCI3, Aex=450 nm): 0.46 + 0.01.
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HR-MS (MALDI-, DIT)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 450 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 450 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).

Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



346 |Experimental part

Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
611 nm.
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Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chloroform CH2Cl2:MeOH 9:1
/mL 0.1 ug/mL 0.1 pg/mL 0.5

0.5 /mL

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted
with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 30.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted negative for DR 30.
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DR30.1

N,N’-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-12-((4-(tert-butoxy
carbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxy
carbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-
tetracarboxylic (DR 30.1) was obtained in 60% yield (27.2 mg, 0.02 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:3): 0.41.

FT-IR (KBr, cm™): 2971 (C-H, aromatic), 2926 (C-H, aliphatic), 2853 (C-H,
aliphatic), 1699 (C=0, carbamate), 1661 (C=0, imide), 1602, 1591, 1574, 1511
(C=C), 1452, 1414 (C-N), 1365 (C-N), 1341, 1320, 1242, 1166 (C-N), 992, 940,
863, 845, 814, 758 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CHCI2) &: 9.69 — 9.11 (m, 3H, Ar-H), 8.89 — 8.27 (m, 5H, Ar-
H), 5.36 — 5.22 (m, 2H, N-CH), 4.63 — 4.31 (m, 4H, CH2), 4.16 — 3.93 (m, 8H,
CH2), 3.77 — 3.58 (m, 8H, CH2), 3.08 — 2.85 (m, 8H, CH2), 1.99 — 1.91 (m, 4H,
CH2), 1.59 (s, 18H, CHs), 1.55 (s, 9H, CHs).

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 163.9, 163.7, 163.4, 163.1, 161.1, 159.1, 157.6,
155.0, 155.0, 154.9, 149.5, 141.3, 135.5, 135.5, 135.5, 135.4, 132.5, 132.5,
131.9, 129.1, 129.1, 127.6, 127.6, 127.0, 127.0, 125.4, 124.7, 123.8, 121.9,
121.8, 121.3, 121.3, 121.3, 80.5 (C), 80.3 (C), 79.9 (C), 79.9 (C), 52.8 (CH),
52.8 (CH), 52.7 (CH), 44.0 (CH2), 44.0 (CH2), 29.8 (CHz), 28.8 (CHz), 28.8
(CHs), 28.7 (CH3), 28.7 (CHa), 28.6 (CHa).

HR-MS (MALDI-, DCTB): m/z calcd. for CoH7sN12012 ([M]'): 1278.5857; found:
1278.5905.
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UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (¢ / M-1-cm1): 573 (17288).
Emission (CHCI3, Aex=450 nm) Amax / nm: 667.

7/ ns (CHCIs, x2): 8.02, (1.12).

@ (CHCI3, Aex=450 nm): 0.63 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 450 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 450 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
621 nm.
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Morphology: AFM images of samples prepared in different solvents (or
mixtures of them) and distinct concentrations.

Solution
Chloroform CH2Cl2:MeOH 9:1
0.1 pg/mL 0.5 pg/mL 0.1 pg/mL | 0.5 pg/mL

—
0.1 pm =

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMSO and diluted

with water (DMSO volume less than 5% of total). These tests resulted negative
for DR 30.1.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMSO and diluted with water (DMSO volume less than 5% of
total). These tests resulted negative for DR 30.1.
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Removal of N-Boc protecting groups.

Y

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (210 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-[3,4-e]-[9,10-e]-bis-(2-(4-(tert-butoxy
carbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)coronene-1,12:6,7-tetracarboxylic
diimide (DR30) (50.0 mg, 0.02 mmol) in CH2Cl2 (2.0 ml). The reaction mixture
was stirred for two hours. After that, aqueous NaOH (1M) was added over the
solution until basic pH (8-9). Finally, the mixture was extracted with CH2Cl2,
washed with water and the combined organic layers were dried. The solvent
was removed under reduced pressure to afford the perylene diimide as a red
solid.
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N,N’-Bis-(piperidin-4-yl)-[3,4-e]-[9,10-e]-bis-((1,4-piperazin-1-yl)-1,3-
pyrimidin)coronene-1,12:6,7-tetracarboxylic diimide (DR 34) was obtained
in 99% vyield (34.1 mg, 0.04 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3437 (N-H, amine), 2959 (C-H, aromatic), 2921 (C-H,
aliphatic), 2849 (C-H, aliphatic), 1685 (C=0, imide), 1606, 1569, 1524 (C=C),
1443 (C-N), 1358 (C-N), 1288, 1134 (C-N), 958, 939, 842, 801, 769, 757, 725
(fingerprint region).

"H NMR (300 MHz, TFA) &: 7.72 — 7.34 (m, 4H, Ar-H), 7.26 — 7.05 (m, 2H, Ar-
H), 5.97 — 5.71 (m, 2H, N-CH), 5.02 — 4.82 (m, 8H, CH2), 4.09 — 3.94 (m, 12H,
CH2), 3.62 — 3.45 (m, 8H, CH2), 2.47 — 2.32 (m, 4H, CH2), 0.91 — 0.84 (m, 4H,
CH2).

HR-MS (MALDI+, DCTB): m/z calcd. for CsoHasN1204 ([M+H]*): 877.3681;
found: 877.4124.

MS (MALDI+, DCTB) 2pr34: m/z calcd. for 2(CsoHasN1204) ([2M+H]*): 1754;
found: 1757.

HR-MS (MALDI+, DCTB) pr34+cai71: m/z calcd. for (CsoHasN1204+Ca2H42N28014)
([M+CB[7]+H]*): 2039.7117; found: 2039.7148.

MS (MALDI+, DCTB) pr3a+ce[7): m/z calcd. for (CsoHa5N1204+2Ca2H42N28014)
([M+2CB[7]+H]*): 3203; found: 3208.

UV-VIS (H20) Amax / nm (¢ / M-'-cm-): 550 (1819).
Emission (H20, Aex=369 nm) Amax / nm: 520.
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7/ ns (H20, x2): 3.1 (29.48%) and 6.55 (70.52%) (1.08).
7/ ns (H20, x2) br34+cB[7] (1:100 in mol): 6.20 (1.03).

7/ ns (H20, x2) br34+TNB (1:150 in mol): 4.95 (1.12).

7/ ns (H20, x2) praa+TNT (1:150 in mol): 4.62 (1.26).

@ (H20, Aex=369 nm): <0.01.

@ (H20, Aex=445 nm)pR34+CB([7] (1:100 in mol): 0.20 + 0.01.

@ (H20, Aex=445 nm)pR34+TNB (1:150 in mol): 0.02 £ 0.01.

@ (H20, Aex=445 nm)DpR44+TNT (1:150 in mol): 0.03 = 0.01.

110
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80
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60

' ' 1 '
3850 3000 2000 1000 600
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FT-IR (KBr)
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 369 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 369 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts
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Normalized emission lifetime decay curves of a) DR34 (black) and blank
(red), b) DR34 with CB[7] (1:100 in mol) (black) and blank (red), c) DR34
with TNB (1:150 in mol) (black) and blank (red) and d) DR34 with TNT
(1:150 in mol) (black) and blank (red). The lasers employed were 375 nm
(a) and 445 nm (rest) and the emission wavelengths 520 nm (a), 550 nm
(b), 632 nm (c) and 592 nm (d).
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Kinetic effect study:

Compound was dissolved in water. Absorbance and emission (excitation
wavelength 457 nm) were measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum
by every 3 minutes. No significant changes in the spectra were appreciated
during the study.

0.4 4 0.354
= 215nm
0.30 o e 295nmm
0.3 455 nm
@ 8 o025 v 560 nm
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c ©
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Up: Left: Absorbance spectra at different times. Right: Representation of
absorbance maxima along the time. Down: Left: Emission spectra at
different times. Right: Representation of emission maxima along the time.
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Morphology: AFM images of samples prepared in water at different
concentrations. Solutions were prepared freshly or five days before.

Solution
Freshly prepared Prepared after five days
0.1 pug/mL 1 pg/mL 0.1 mg/mL 0.1 pug/mL 1 yg/mL

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in water. These tests
resulted positive for DR 34 with CB[7].

DR34 CB[5] CB[6] CB[7] CBI[8] DR34 CB[5] CB[6] CB[7] CBI[8]

1:1

1:5

e dle e sk o 1:20

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cucurbituril of 1:1, 1:5, 1:10
and 1:20. Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye,
dye with CB[5], CB[6], CB[7] and CB[8].

Lambert-Beer study:

Compound was dissolved in water, in a concentration range of 5 to 1000 uM (11
points). Absorbance and emission (excitation wavelength 369 nm) were
measured for each concentration. A significant quenching of the fluorescence
(self-aggregation) was observed with concentrations above 75 pM. The
selected work concentration was 10 uM.
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Up: Left: Absorbance spectra at different concentrations. Right: Representation of
absorbance maxima versus concentration. Down: Left: Emission spectra at different
concentrations. Right: Representation of emission maxima versus concentration.
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Kinetic effect study with cucurbituril:

Compound was dissolved in water. Cucurbituril[7] was added until a molar
proportion of 1:20 (compound:CB[7]) Emission (excitation wavelength 457 nm)
were measured for 80 minutes with a rate of 1 spectrum by every 3 minutes. No

significant changes in the spectra were appreciated after 40 min.
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Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.

Fluorescence titration plot of DR34 and CB07 in Hz20.
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Fluorescence titration plot of DR34 and CB07 in H20, 10 uM DR34.
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Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents, in the presence
of CB[7]: The compound was dissolved in water, with CB[7] as an additive
(molar proportion 1:100, compound:CBJ[7]). These tests resulted positive for
DR 34+CBJ[7] with Au(lll), Pd(ll) and Ir(lll) (from the first addition) and negative
for the rest.

++++++++

v 2 2
R Ag Ni Sn

m! }'ﬂl W'l‘ 7‘”"! T Y‘ [ &
L LLAGREBRRRST )

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cations of 1:1, 1:5, 1:10 and
1:20. Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye (R),

dye with Ag®, Ni**, Sn**, cd**, zn**, Pb*, cu®*, Fe*', sc¢*, AI*', Hg®', Au",
co”, Pd*, I, Cu’ and Ru®".

Theoretical calculations of DR34-2CB-[07]

Theoretical calculations were carried out to estimate the energy
preference of the possible isomers that can be proposed for the interaction
between DR34 and two cucurbituril-[07] molecules. As in this work we are
dealing with a supramolecular system, dispersion-accounting DFT approach is
appropriate to obtain quantitative predictions on noncovalent interactions with
chemical accuracy. The hybrid exchange-correlation functional B3LYP was
employed in combination with the D3 version of Grimme’s dispersion with the
original D3 damping function. The double-zeta Pople’s 6-31G** basis set was
employed throughout. The interaction energy (Eint) is defined as the energy
difference between the host-guest complex (DR34-2CB-[07]) and the individual
moieties separately, all of them at the geometry of the complex.

= cucurbituril[7]
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TRANS-1 TRANS-2 CIS
MODELS
TRANS-1 TRANS-2 CIS

Energy a.u. -11315,90905970 -11315,86094660 -11315,88977560
Dif (a.u.) 0 0,0481131 0,0192841
Dif (kcal/mol) 0 30,19143252 12,10095803

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in water. These tests resulted positive for DR 34 with TNB and

negative for the rest.

R A B ¢C D E F G R A B C D E FG

1:1

1:4

1:20

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and oxidizing of 1:1, 1:4 and 1:20.
Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye
with HCI (A), HNOs (B), m-CPBA (C), oxone (D), hydrazine (E), TNB (F) and
H20:2 (G).
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Kinetic effect study with TNB:

Compound was dissolved in water. TNB was added until a molar proportion of
1:20 (compound:TNB) Emission (excitation wavelength 435 nm) was measured
for 145 minutes with a rate of 1 spectrum by 2.5 minute. No significant
changes in the spectra were appreciated during the study.
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Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.
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Limit of detection with TNB: The emission was adjusted to minimum squares
linear regression. Then, with the program “R”, the limit of detection associated
to the linear regression was calculated. In order to obtain a reliable limit, the
values of false positive and false negative measurements were fixed as equal or
inferior to 5%. The limit of detection calculated for TNB was 287.6 uM (61.3
ppm) in a 10 uM solution of DR34.
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Limit of detection with TNT: The emission was adjusted to minimum squares
linear regression. Then, with the program “R”, the limit of detection associated
to the linear regression was calculated. In order to obtain a reliable limit, the
values of false positive and false negative measurements were fixed as equal or
inferior to 5%. The limit of detection calculated for TNT was 3.5 uM (0.79 ppm)
in a 10 uM solution of DR34.
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Test of pH effect: This test showed that compound was not affected by change
in pH.

R12345_6w7789101112 R 1234567 89101112
Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. Each tube
in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye in buffer of

pH 5.44 (1), 5.68 (2), 6.77 (3), 6.94 (4), 7.07 (5), 7.09 (6), 7.25 (7), 7.40 (8),
7.46 (9), 7.96 (10), 9.14 (11) and 10.49 (12).
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Theoretical calculations of DR34-TNB and DR34-DR34

Theoretical calculations were carried out to estimate the energy of the
interaction between the TNB and the DR34. The interaction between two
molecules of the DR34 has been estimated as well. As in this work we are
dealing with a supramolecular system, dispersion-accounting DFT approach is
appropriate to obtain quantitative predictions on noncovalent interactions with
chemical accuracy. The hybrid exchange-correlation functional PBEO was
employed in combination with the D3 version of Grimme’s dispersion with the
original D3 damping function. The double-zeta Pople’s 6-31G** basis set was
employed throughout. The interaction energy (Eint) is defined as the energy
difference between the host-guest complex (DR34-TNB or DR34-DR34) and
the individual moieties separately, all of them at the geometry of the complex.
The basis set superposition error (BSSE) was corrected according to the
counterpoise scheme. All calculations were performed using Gaussian 09.
Revision D.01. Each structure was verified to be a true minimum by the
absence of imaginary frequencies in the vibrational analysis.
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Condensation with a Fmoc derivative.

Synthesis:

25.0 mg (0.20 mmol) of N,N-diisopropylethylamine were added to a stirred
solution of 1-(9H-fluoren-9-yl)-3-oxo-2,7,10-trioxa-4-azatridecan-13-oic acid
(39.0 mg, 0.09 mmol) dissolved in 10 ml of DMF. Then, N,N*-bis-(piperidin-4-yl)-
[3,4-e]-[9,10-e]-bis-((1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)coronene-1,12:6,7-
tetracarboxylic diimide (DR34) (21.0 mg, 0.02 mmol) dissolved in DMF (2.0 ml)
was added to the previous solution. Finally, 51.0 mg (0.09 mmol) of PyBOP was
aggregated. The reaction mixture was stirred at 25 C for two hours. The solvent
was removed under vacuum and the residue was subjected to column
chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN:MeOH, 5:1:1) to afford the perylene
diimide as a red wine solid, that shows purple emission in solid state.
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N,N’-Bis-(1-(1-(9H-fluoren-9-yl)-3-ox0-2,7,10-trioxa-4-azatridecan-13-
carbonyl)piperidin-4-yl)-[3,4-e]-[9,10-e]-bis-((1,4-(4-(1-(9H-fluoren-9-yl)-3-
oxo-2,7,10-trioxa-4-azatridecan-13-carbonyl))piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)
coronene-1,12:6,7-tetracarboxylic diimide (DR 35) was obtained in 55% yield
(33.3 mg, 0.01 mmol).

MP (°C): >350 °C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.38.

FT-IR (KBr, cm™): 3428 (N-H, amine), 2961 (C-H, aromatic), 2877 (C-H,
aliphatic), 1710 (C=0, carbamate), 1630 (C=0, imide), 1532 (C=C), 1452, 1400
(C-N), 1386, 1257, 1205, 1131(C-N), 1090, 1016, 842, 762, 741, 619, 588, 558
(fingerprint region).

H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 7.78 — 7.70 (m, 10H, Ar-H), 7.62 — 7.53 (m, 10H,
Ar-H), 7.38 — 7.27 (m, 18H, Ar-H), 5.72 — 5.58 (m, 2H, N-CH), 4.37 — 4.10 (m,
12H), 3.74 — 3.31 (m, 22H), 3.10 — 3.05 (m, 22H), 2.62 — 2.35 (m, 10H), 1.79 —
1.76 (m, 22H), 1.37 — 1.35 (m, 8H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 171.5 (C), 170.0 (C), 157.3 (C), 144.1 (C), 144.0
(C), 142.3 (C), 141.3 (C), 141.3 (C), 128.3 (C), 127.8 (CH), 127.2 (CH), 127.1
(CH), 125.8 (CH), 125.3 (CH), 125.0 (CH), 120.0 (CH), 118.0 (CH), 111.0 (CH),
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70.7 (CHz), 70.2 (CH2), 70.2 (CHz), 70.0 (CHz), 69.9 (CH2), 67.1 (CH2), 67.0
(CHz), 55.0 (CH), 46.4 (CH2), 46.4 (CHz), 43.1 (CH2), 26.5 (CH2), 26.4 (CH>),
18.9 (CH).

HR-MS (MALDI+, DIT): m/z calcd. for C13sH13sN16024Na ([M+Na]*): 2423.9806;
found: 2423.9864.

UV-VIS (CH2Cl2) Amax / nm (g / M-1-cm-"): 450 (56300).
Emission (CH2Cl2, Aex=450 nm) Amax / nm: 539.

7/ ns (CH2Cl2, x2): 1.32 (18.04%) and 6.91 (81.96%) (1.11).
@ (CH2Cl2, Aex=450 nm): 0.02+ 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 450 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 450 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 539 nm and the emission wavelength
445 nm.

Removal of N-Boc protecting groups.

DR36

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (567 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N-
bis(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1,7-di((4-(tert-butoxycarbonyl)

piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR28)
(50.0 g, 0.06 mmol) in CH2Cl2 (2.0 ml). The reaction mixture was stirred for two
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hours. After that, aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic
pH (8-9). Finally, the mixture was extracted with ethyl acetate, washed with
water and the combined organic layers were dried. The solvent was removed
under reduced pressure to afford the perylene diimide as a dark blue solid.

DR36

N,N’-Bis(piperidin-1-yl)-1,7-di((piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-
3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR36) was obtained in 99% vyield (34.0 mg,
0.04 mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rr (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3438 (N-H, amine), 2965 (C-H, aromatic), 2923 (C-H,
aliphatic), 2853 (C-H, aliphatic), 1769, 1706 (C=0O, carbamate), 1678 (C=0,
imide), 1637, 1602, 1563, 1511 (C=C), 1435 (C-N), 1365 (C-N), 1236, 1208 (C-
C), 1135 (C-N), 1184, 1097, 1023, 957, 839, 793, 720 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, D20) &: 8.29 — 7.76 (m, 6H, Ar-H), 7.67 — 7.28 (m, 4H, Ar-
H), 5.37 — 5.13 (m, 2H, N-CH), 4.08 — 3.98 (m, 8H, CHz), 3.77 — 3.64 (m, 4H,
CHy2), 3.38 — 3.28 (m, 12H, CHz), 2.95 — 2.80 (m, 2H, CHz), 2.66 — 2.48 (m, 2H,
CH2), 2.17 — 2.15 (m, 4H, CH2).

HR-MS (MALDI+, DCTB): m/z calcd. for CsoH4sN1204 ([M+H]"): 881.3994;
found: 881.3979.

MS (MALDI+, DCTB) 2pr34: m/z calcd. for 2(CsoHasN1204) ([2M+H]*): 1761;
found: 1765.

MS (MALDI+, DCTB) pr3s+ce7;: m/z calcd. for (CsoHa9N1204+Ca2H42N28014)
([M+CBJ[7]+H]*): 2044; found: 2045.
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UV-VIS (H20) Amax / nm (¢ / M-1-cm1): 463 (258).
Emission (H20, Aex=463 nm) Amax / nm: 498.

7/ ns (H20 x2): 2.36 (32.48%) and 7.71 (67.52%) (1.14).
@ (H20, Aex=463 nm): 0.02 £ 0.01.
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1 23 4567 8 91011121314
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 463 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 463 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 502 nm and the emission wavelength
445 nm.
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Kinetic effect study:

Compound was dissolved in water. Absorbance and emission (excitation
wavelength 387 nm) were measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum
by every 3 minutes. An increase of absorbance and emission intensity until
200 min was observed.
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3 3
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Up: Left: Absorbance spectra at different times. Right: Representation of
absorbance maxima along the time. Down: Left: Emission spectra at
different times. Right: Representation of emission maxima along the time.
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Morphology: AFM images of samples prepared in water in different
concentrations. Solutions were prepared freshly, five days or one month

before.
Solution
Freshly prepared Prepared after five days Prepared after
one month
0.1 yg/mL 1 pg/mL 0.1 ug/mL 14 /mL _1ug/mL

......

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in water. These tests
resulted negative for DR36.
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Test with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in water. These tests resulted positive for DR 36 with SO4?
(from the first addition) and negative for the rest.

R F c B | Bz NO HPO SO " AcO CN SCN. R F Cl Br I BzO N03 HPO, SO‘1 AcO CN SCN

e

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cations of 1:1, 1:5, 1:10 and
1:20. Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye (R),

dye with F, CI', Br, I', BzO', NO,, H,PO,’, SO,”, AcO’, CN" and SCN.

Test of pH effect: This test showed that compound was not affected by
changes in pH.

R12 34567 89101112 R1 2 3 4 5 67 8 9101112

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. Each tube
in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye in buffer of
pH 5.44 (1), 5.68 (2), 6.77 (3), 6.94 (4), 7.07 (5), 7.09 (6), 7.25 (7), 7.40 (8),
7.46 (9), 7.96 (10), 9.14 (11) and 10.49 (12).
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Removal of N-Boc protecting groups.

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (334 pl) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-12-((4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-
piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxycarbonyl)-1,4-piperazin-1-
yl)-1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR30.1) (55.8 mg,
0.04 mmol) in CH2Cl2 (3.0 ml). The reaction mixture was stirred for two hours.
After that, aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic pH (8-
9). Finally, the mixture was extracted with ethyl acetate, washed with water and
the combined organic layers were dried. The solvent was removed under
reduced pressure to afford the perylene diimide as a dark red solid.

DR37

N,N’-Bis-(piperidin-4-yl)-12-((piperazin-4-yl)-1,3-pyrimidin)-[6,7-e]-(2-(1,4-
piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide
(DR37) was obtained in 99% yield (37.7 mg, 0.04 mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.

FT-IR (KBr, cm): 3452 (N-H, amine), 2961 (C-H, aromatic), 2919 (C-H,
aliphatic), 2850 (C-H, aliphatic), 1682 (C=0, imide), 1522 (C=C), 1442 (C-N),
1365 (C-N), 1323, 1205 (C-N), 1142, 842, 804, 724 (fingerprint region).

H NMR (300 MHz, TFA) &: 10.85 — 10.66 (m, 2H, Ar-H), 10.59 (s, 1H, Ar-H),
10.46 — 10.37 (m, 1H, Ar-H), 10.02 (s, 1H, Ar-H), 8.98 (s, 1H, Ar-H), 8.80 (d, J =
8.6 Hz, 1H, Ar-H), 8.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.51 — 7.18 (m, 2H, NH), 7.13
—6.77 (m, 2H, NH), 5.69 — 5.53 (m, 2H, N-CH), 4.77 — 4.67 (m, 4H, CH2), 3.88
— 3.69 (M, 12H, CHz), 3.45 — 3.17 (m, 8H, CHz), 2.29 — 2.09 (m, 6H, CH2), 1.36
—1.17 (m, 2H, CH2).

HR-MS (MALDI+, HCCA): m/z calcd. for CsoH4sN1204 ([M+H]"): 879.3838;
found: 879.3848.

HR-MS (MALDI+, DCTB) 2pr34: m/z calcd. for 2(CsoH4sN1204) ([2M+H]*): 1757;
found: 1757.

HR-MS (MALDI+, DCTB) prs7+cai7): m/z calcd. for (CsoHa7N1204+Ca2H42N28014)
([M+CBJ[7]+H]*): 2041.7273; found: 2041.7214.

MS (MALDI+, DCTB) prs7+2ce[r1: m/z calcd. for (CsoHa7N1204+2Ca2H42N28014)
(IM+2CB[7]+H]*): 3205; found: 3209.

UV-VIS (H20) Amax / nm (¢ / M-1-cm™): 458 (329).
Emission (H20, Aex=458 nm) Amax / nm: 523.

7/ ns (H20, x2): 6.28 (1.09).

@ (H20, Aex=458 nm): < 0.01.
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HR-MS (MALDI+, DCTB) DR37 dimer
i NJI ’ ‘, PRIRTAN ) UU% “,L‘ " oy A uw
HR-MS (MALDI+, DCTB) DR37 + 1CB[7]
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HR-MS (MALDI+, DCTB) DR37 + 2CB[7]
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123 45 67 8 91011121314 1234567 8 91011121314
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 458 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 458 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCI3, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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= DR37
< IRF

0.8+

Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 445 nm and the emission wavelength
523 nm.
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Kinetic effect study:

Compound was dissolved in water. Absorbance and emission (excitation
wavelength 458 nm) were measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum
by 3 minute. No significant changes in the spectra were appreciated after 50
minutes.
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Up: Left: Absorbance spectra at different times. Right: Representation of
absorbance maxima along the time. Down: Left: Emission spectra at
different times. Right: Representation of emission maxima along the time.
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Morphology: AFM images of samples prepared in water in different
concentrations. Solutions were prepared freshly or five days before.

Solution
Freshly prepared Prepared after five days
0.1 ug/mL 1 pg/mL 0.1 pg/mL 1 pug/mL
IR 3. e T

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in water. This tests
result positive for DR 37 with CB[7].

DR37 CB[5] CB[6] CB[7] CBI[8] DR37 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]
—

11

[S= S S
; —
1:5
s A o o o
I N -
1:10
e T = i S
1
1:20

[So S N N —

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to bottom, molar
proportion between dye and cucurbituril of 1:1, 1:5, 1:10 and 1:20. Each tube in every
image correspond (from left to right) to: dye, dye with CB[5], CB[6], CB[7] and CBJ[8].
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Lambert-Beer study:

Compound was dissolved in water, in a concentration range of 1 to 1000 uM (10
points). Absorbance and emission (excitation wavelength 453 nm) were
measured for each concentration. A significant quenching of the fluorescence
(self-aggregation) was observed with concentrations above 75 pM. The
selected work concentration was 10 uM.

0.60 0.6
054 y = 515.26x + 3.67E-04
2
045 £ R?=0.9947
©
8 E 0.4+ -
©
5 o L
2 0.30 4 2 034
o c
14 2
< H
@ 0.2+
o2
0154 <
L]
0.14
— ..
0.00 T T T T T 1 0.0 T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 0 200 400 600 800 1000
Wavelength (nm) Concentration (uM)

3.00

2.25+ A

1.50 4

Emission (a.u.)

y = 3.74E+03x - 5.95

Emission at 567 nm (a.u.)

075 0.2 R? = 0.9956
0.1
0.00 T T — T T 0.0 T T T T
510 540 570 600 630 660 0.0 5.0x10° 1.0x10* 1.5x10* 2.0x10™*
Wavelength (nm) Concentration (uM)

Up: Left: Absorbance spectra at different concentrations. Right:
Representation of absorbance maxima versus concentration. Down: Left:
Emission spectra at different concentrations. Right: Representation of
emission maxima versus concentration.
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Kinetic effect study with cucurbituril:

Compound was dissolved in water. Cucurbituril[7] was added until a molar
proportion of 1:20 (compound:CB[7]). Emission (excitation wavelength 458 nm)
was measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum by every 3 minutes.
An increase of absorbance and emission intensity was observed.

1.4x10°
1.2x10° v/-—,
1.0x10°

8.0x10"

1.4x10°

1.2x10°

1.0x10°

8.0x10° 4

6.0x10°

Emission (a.u.)
Emission at 544 nm (a.u.)

4.0x10°
6.0x10° |

2.0x10°

r . . : ; . 4.0x10* " . : : .
480 520 560 600 640 680 0 50 100 150 200 250
Wavelength (nm) Time (min)

0.0

Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.

Test with cations, anions, oxidizing and reducing agents: the compound
was dissolved in water. This test result negative for DR 37.

Test of pH effect: This test showed that compound was not affected by change
in pH.

R1234_56789101112 R 12 34 56 7 8 9 101112

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. Each tube
in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye in buffer of
pH 5.44 (1), 5.68 (2), 6.77 (3), 6.94 (4), 7.07 (5), 7.09 (6), 7.25 (7), 7.40 (8),
7.46 (9), 7.96 (10), 9.14 (11) and 10.49 (12).
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Removal of N-Boc protecting groups.

o._0

Y H
O "
O._N_O 0%1)0

|
5

$ 4
W

o“n'N\) 2h HN_J
o O“ N0 O“'N" ™0
KNj Kﬂj
0'&0
DR28.1 DR41
Synthesis:

Trifluoroacetic acid (650 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis-(4-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1-((4-(tert-butoxycarbonyl)piperazin-1-
yh)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR28.1) (66.8 mg,
0.06 mmol) in CH2Cl2 (4.0 ml). The reaction mixture was stirred for two hours.
After that, aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic pH (8-
9). Finally, the mixture was extracted with ethyl acetate, washed with water and
the combined organic layers were dried. The solvent was removed under
reduced pressure to afford the perylene diimide as a dark red solid.

N,N"-Bis(piperidin-1-yl)-1-((piperazin-1-yl)pyrimidin1-yl)perylene-3,4:9,10-
tetracarboxylic diimide (DR41) was obtained in 96% yield (45.0 mg, 0.06
mmol).

MP (°C): > 350°C.
Rr (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.
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FT-IR (KBr, cm™): 3438 (N-H, amine), 2968 (C-H, aromatic), 2933 (C-H,
aliphatic), 2846 (C-H, aliphatic), 1696 (C=0, imide), 1595, 1514 (C=C), 1445
(C-N), 1365 (C-N), 1330, 1201 (C-N), 1134, 832, 808, 793, 748, 720 (fingerprint
region).

"H NMR (300 MHz, MeOD) &: 8.61 — 8.53 (m, 3H, Ar-H), 8.43 — 8.36 (m, 1H,
Ar-H), 8.28 — 8.06 (m, 2H, Ar-H), 7.72 — 7.54 (m, 2H, Ar-H), 5.48 — 5.27 (m, 2H,
N-CH), 4.22 — 4.18 (m, 4H, CHz), 4.14 — 4.11 (m, 7H, CH2), 3.63 — 3.57 (m, 4H,
CH2), 3.26 — 3.22 (m, 4H, CH2), 3.10 — 3.05 (m, 4H, CH2), 2.14 — 2.04 (m, 4H,
CH2).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for CazHasNsOa ([M]): 718.3011; found:
718.3051.

MS (MALDI+, DCTB) prat1+ceri: m/z calcd. for (Ca2H3sNsOs+Ca2H42N28014)
(IM+CBI[7]]*): 1880; found: 1879.

MS (MALDI+, DCTB) prat+2ce[7;: m/z calcd. for (C42H3sNsOa+2Ca2H42N28014)
([M+2CBJ[7]]*): 3044; found: 3048.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (¢ / M-'-cm-"): 530 (705).

UV-VIS (H20) Amax / nm (¢ / M-'-cm-): 537(1708).

Emission (CHCI3, Aex=435 nm) Amax / nm: 597.

7/ ns (CHCI3 x2): 4.30 (1.28).

7/ ns (H20, x2)ora1+ce7): 4.59 (17.50%) and 9.54 (82.50%) (1.05).
@ (CHCI3, Aex=450 nm): 0.12 + 0.01.

@ (H20, Aex=450 nm)prat+cer7): 0.25 + 0.01.

110

100~

AR 1 13(\_4
%t 80 /}2

60~

50 1 L L
4000 3000 2000 1000 400
Wavenum ber [cm-1]

FT-IR (KBr)
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1874 1876 1878 1880 1882 1884 1886 1888 1890
miz

HR-MS (MALDI+, DCTB) DR41 + 1CB[7]

H 3048172
53000

T T T T T T T T T T
2960 2980 3000 3020 3040 3060 3080 3100 3120 3140
miz

HR-MS (MALDI+, DCTB) DR41 + 2CBJ[7]
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1234567 8 91011121314 123 456 78 91011121314

759

—— CHcl,
60

454

Absorbance
Emission (a.u.)

30

L

T T T T T T T —
400 440 480 520 560 600 640 5&0 5&‘30 660 6210 GéO
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

—— CHcl,

0.8+

0.6 /
0.4 «/\/\j
02

T T T T T T T 1 0.0 T T T T T 1
400 440 480 520 560 600 640 680 480 520 560 600 640 680 720

Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Normalized absorbance
Normalized emission

0.00

Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 435 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 435 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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= DR41 ’ = DR41+CB07
- IRF - * IRF

0.8

Normalized photon counts
Normalized photon counts

20 30 0 10 20 30 40 50
Time (ns) Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curves of a) DR41 (black) and blank
(red) and b) DR41 with CB[7] (1:100 in mol) (black) and blank (red). The
laser employed was 445 nm and the emission wavelengths 597 nm (a) and
540 nm.

Kinetic effect study:

Compound was dissolved in water. Emission (excitation wavelength 450 nm)
was measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum by every 4 minute. No
significant changes in the spectra were appreciated during the study.

1x10" 4
7x10°

6x10°
5x10°

4x10°

9x10°
8x10°

7x10°

6x10°

5x10°

Emission (a.u.)

3x10° .
4x10°

Emission at 536 nm (a.u.)

2x10° 3x10°

1x10°4 2x10°4

1x10°
T T ] T T T T T T T 1
500 600 700 800 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Wavelength (nm) Time (min)

Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.
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Morphology: AFM images of samples prepared in chloroform in 0.1 pg/mL.

Water 0.1 pg/mL

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in water. This tests
result positive for DR 41 with CB[7].

DR41 CBI5] CB[6] CB[7] CB[8] ~ DR41 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]

)

1:1

zf#t—ﬂb‘ 1:5

e e A 1:10
LER

Do o e 1:20

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cucurbituril of 1:1, 1:5, 1:10
and 1:20. Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye,
dye with CB[5], CB[6], CB[7] and CB[8].
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Compound was dissolved in water, in a concentration range of 1 to 1000 uM (10
points). Absorbance and emission (excitation wavelength 295 nm) were
measured for each concentration. A significant quenching of the fluorescence
(self-aggregation) was observed with concentrations above 75 pM. The

selected work concentration was 10 uM.
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Up: Left: Absorbance spectra at different concentrations. Right:
Representation of absorbance maxima versus concentration. Down: Left:
Emission spectra at different concentrations. Right: Representation of

emission maxima versus concentration.
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Fluorescence titration plot of DR 41 and CB07 in H20.
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Fluorescence titration plot of DR41 and CBJ[7] in H20, 10 uM DR41 (left)
and fitted line (right).

Kinetic effect study with cucurbituril:

Compound was dissolved in water. Cucurbituril[7] was added until a molar
proportion of 1:20 (compound:CBJ[7]) Emission (excitation wavelength 287 nm)
were measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum by every 3 minutes.
No significant changes in the spectra were appreciated during the study.
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Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.
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Test with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in water. This tests result positive for DR 41 with TNB and
negative for the rest.

R A B CD E FG

R A B CD E FG
AN > = e

. ' _V, | 4 ‘.

1:1

1:4

==,

1:20

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and oxidizing of 1:1, 1:4 and 1:20.
Each tube in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye

with HCI (A), HNOs (B), m-CPBA (C), oxone (D), hydrazine (E), TNB (F) and

H20:2 (G).

Test of pH effect: This test showed that compound was not affected by change
in pH.

R 12 34567 8 9 101112 R1 2 34567 8 9 101112
I L e
= Lo S e

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. Each tube
in every image correspond (from left to right) to: dye (R), dye in buffer of
pH 5.44 (1), 5.68 (2), 6.77 (3), 6.94 (4), 7.07 (5), 7.09 (6), 7.25 (7), 7.40 (8),
7.46 (9), 7.96 (10), 9.14 (11) and 10.49 (12).
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Ring closure at bay positions of monosubstituted PDI.

\|/ @ CH,Cl, \|/ 3
N" N N" N
O‘n’N(\) OO g: O\n«"(\\)
° 0”>No °
()
DR 28.1
Synthesis:

N,N"-Bls-(4-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-1-((4-(tert-butoxycarbonyl)
piperazin-1-yl)pyrimidin-1-yl)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR28.1)
(30.0 mg, 0.03 mmol) in CH2Cl2 (40 ml) was added under inert atmosphere to a
flat bottom flask, equipped with a magnetic stirrer and a cooling system. The
reaction mixture was stirred under UV-VIS irradiation (50W, 4 cm of distance)
for three hours. The solvent was removed under reduced pressure and the
residue was subjected to column chromatography (silica gel, CH2Cl2:MeCN,
5:1) to afford the perylene diimide as a purple solid that shows red emission in
solid state.

DR43

N,N’-Bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-[6,7-e]-(2-(4-(tert-butoxy
carbonyl)-1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetra
carboxylic diimide (DR 43) was obtained in 52% yield (15.4 mg, 0.02 mmol).
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MP (°C): > 350°C.
Rt (CH2Cl2:MeOH, 50: 2): 0.41.

FT-IR (KBr, cm-): 2968 (C-H, aromatic), 2923 (C-H, aliphatic), 2857 (C-H,
aliphatic), 1696 (C=0, carbamate), 1658 (C=0O, imide), 1598, 1522 (C=C),
1434, 1417 (C-N), 1365 (C-N), 1320, 1250, 1170 (C-N), 1117, 1024, 814, 720
(fingerprint region).

H NMR (300 MHz, CHCI3) &: 9.45 — 8.89 (m, 3H, Ar-H), 8.66 — 8.42 (m, 4H, Ar-
H), 5.36 — 5.19 (m, 2H, N-CH), 4.62 — 4.37 (m, 4H, CH2), 4.15 — 3.99 (m, 4H,
CHy2), 3.80 — 3.66 (m, 4H, CH2), 3.06 — 2.81 (m, 8H, CH2), 2.06 — 1.96 (m, 4H,
CH2), 1.62 (s, 18H, CHs), 1.60 (s, 9H, CHs).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for Cs7HsoNgO10 ([M]): 1016.4427; found:
1016.4467.

UV-VIS (CHCI3) Amax / nm (¢ / M'-cm-"): 536 (2996).
Emission (CHCI3, Aex=435 nm) Amax / nm: 602.

7/ ns (CHCI3, x2): 5.29 (57.56%) and 9.99 (42.44%) (1.10).
@ (CHCI3, Aex=435 nm): 0.63 + 0.01.
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Daisy Carolina Romero Velasquez Tesis Doctoral



part

410 |Experimental

09'1T

o1

10—

58'C
68T\
€6~
€0'€ \
L0°€

23N
16°€

66'C A
sov”

6b'y —

0€'s —

LY'8\
158~
65'8

106\
916 ~\_
0T'6~
06

S S

e

/

Foozz

Fery

wvﬁ.w

Fav
Foev

% vEY

Fere

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 " (SAS ) 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm!
H NMR (300 MHz, CHCls)

9.5

).0

HR-MS (MALDI-, DIT)

Tesis Doctoral

Daisy Carolina Romero Velasquez



1 2 345 6 7 891011121314

F1110TIEE

0.08 4 — DMF
— Acetone
—— AcOEt
——THF
\ —— CHcl,
| o\ ——DCM
0.06 I Toluene
o
2]
c
<
0044
7]
Qo
<
0.02
0.00 ~— T T T T T
400 440 480 520 560 600
Wavelength (nm)
2.25 DMF
0 —— ACOEt
2.00 N — THF
i ——CHCl,
8 1754 i —bem
H Toluene
2 150
o
[
L 125
K
N 1.00
®
€ o754
2 ~< /
0.50 '/
N—"
0.25
0.00

Wavelength (nm)

T T T T T 1
400 440 480 520 560 600

Experimental part |411

12 34567 89 1011121314

Emission (a.u.)

Normalized emission
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 435 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 435 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts

Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curve of fluorophore (black) and blank
(red). The laser employed was 405 nm and the emission wavelength
600 nm.

Morphology: AFM images of samples prepared in chloroform in 0.5 pg/mil.

Chloroform 0.5 ug/mL

Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in DMF and diluted with
water (DMF volume less than 5% of total). This tests result negative for DR 43.

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in DMF and diluted with water (DMF volume less than 5% of
total). This tests result negative for DR 43.
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Removal of N-Boc protecting groups.

-
-4 2
|

Synthesis:

Trifluoroacetic acid (196 ul) was added dropwise to a stirred solution of N,N*-
bis-(1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl)-[6,7-e]-(2-(4-(fert-butoxycarbonyl)-1,4-
piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR43)
(0.20 g, 0.02 mmol) in CH2Cl2 (2.0 ml). The reaction mixture was stirred for two
hours. After that, aqueous NaOH (1M) was added over the solution until basic
pH (8-9). Finally, the mixture was extracted with ethyl acetate, washed with
water and the combined organic layers were dried. The solvent was removed
under reduced pressure to afford the perylene diimide as a dark red solid.

DR44

N,N’-Bis-(piperidin-4-yl)-[6,7-e]-(2-(1,4-piperazin-1-yl)-1,3-pyrimidin)
perylene-3,4:9,10-tetracarboxylic diimide (DR44) was obtained in 71% yield
(10.0 mg, 0.01 mmol).

MP (°C): > 350°C.
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Rf (CH2Cl2:MeOH, 50:4): 0.01.

FT-IR (KBr, cm™): 3433 (N-H, amine), 2917 (C-H, aromatic), 2855 (C-H,
aliphatic), 2725 (C-H, aliphatic), 1659 (C=0, imide), 1596 (C=C), 1439 (C-N),
1370 (C-N), 1321, 1255 (C-N), 1193, 1126, 1042, 850, 795, 746, 711
(fingerprint region).

H NMR (300 MHz, TFA) &: 10.71 — 10.55 (m, 1H, Ar-H), 10.47 — 10.28 (m, 1H,
Ar-H), 10.16 — 9.94 (m, 1H, Ar-H), 9.47 — 9.35 (m, 2H, Ar-H), 9.23 — 9.16 (m
1H, Ar-H), 9.15 — 9.07 (m, 1H, Ar-H), 5.82 — 5.49 (m, 2H, N-CH), 4.90 — 4.58
(m, 4H, CH2), 3.94 — 3.78 (m, 8H, CH2), 3.47 — 3.25 (m, 8H, CH2), 2.29 — 2.17
(m, 4H, CH2).

HR-MS (MALDI-, DIT): m/z calcd. for CazHasNsOa ([M]): 716.2854; found:
716.2827.

UV-VIS (DMSO) Amax / nm (¢ / M-'-cm-"): 535 (10916).

UV-VIS (H20) Amax / nm (¢ / M-'-cm-): 475 (8400).

Emission (DMSO, Aex=430 nm) Amax / nm: 646.

7/ ns (DMSO, x2): 1.45 (52.55%) and 4.97 (47.45%) (1.25).

7l ns (H20, x2)praa+cs[7] (1:100 in mol): 4.42 (80.87%) and 10.25 (19.13%) (0.99).
@ (DMSO, Aex=435 nm): 0.03 + 0.01.

@ (H20, Aex=435 nm)pRraa+ca(7] (1:100 in mol): 0.30 + 0.01.
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Solvatochromism test: Up: Photos under white and 366 nm lights.
Medium: Absorption (left) and emission spectra (right) under excitation
wavelength of 430 nm. Down: Normalized absorption spectrum (left) and
normalized emission one (right) under excitation wavelength of 430 nm.
The employed solvents were: 1: H20, 2: MeOH (methanol), 3: DMSO
(dimethylsulfoxide), 4: DMF (N,N’-dimethylformamide), 5: MeCN
(acetonitrile), 6: Acetone, 7: AcOEt (ethyl acetate), 8: THF
(tetrahydrofuran), 9: CHCIs, 10: CH2Cl2 (dichloromethane), 11: Toluene, 12:
Et20 (diethyl ether), 13: n-Hx (hexane), 14: c-Hx (cyclohexane).
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Normalized photon counts
Normalized photon counts

Time (ns) Time (ns)

Normalized emission lifetime decay curves of a) DR44 (black) and blank
(red) and b) DR44 with CB[7] (1:100 in mol) (black) and blank (red). The
laser employed was 405 nm and the emission wavelengths 646 nm (a) and
538 nm (b).

Morphology: AFM images of samples prepared in water in 0.1 ug/mL.
Water 0.1 uyg/mL
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Tests with cucurbituril: The compound was dissolved in water. This tests
result positive for DR 44 with CB[7].

DR44 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8] DR44 CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. From top to
bottom, molar proportion between dye and cucurbituril of 1:1, 1:5, 1:10
and 1:20. Each tube in every image corresponds (from left to right) to:

dye, dye with CB[5], CB[6], CB[7] and CB[8].

Kinetic effect study with cucurbituril:

Compound was dissolved in water. Cucurbituril[7] was added until a molar
proportion of 1:20 (compound:CBJ[7]) Emission (excitation wavelength 435 nm)
was measured for 270 minutes with a rate of 1 spectrum every 4.5 minutes. No
significant changes in the spectra were appreciated during the study.
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Left: Emission spectra at different times. Right: Representation of
emission maxima along the time.
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Fluorescence titration plot of DR 44 and CB07 in H20.
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Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents in the presence
of CB[7]: The compound was dissolved in water, with CB[7] as an additive

(molar proportion 1:100, compound:CB[7]). This test resulted negative for
DR44-CB [7].

Tests with cations, anions, oxidizing and reducing agents: The compound
was dissolved in water. This test resulted negative for DR 44.

Test of pH effect: This test showed that compound was not affected by change
in pH.

R 12 34567 8 9101112 R 123 45 67 8 9101112

Photos were taken under white (left) and 366 nm (right) lights. Each tube
in every image corresponds (from left to right) to: dye (R), dye in buffer of
pH 5.44 (1), 5.68 (2), 6.77 (3), 6.94 (4), 7.07 (5), 7.09 (6), 7.25 (7), 7.40 (8),
7.46 (9), 7.96 (10), 9.14 (11) and 10.49 (12).
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