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RESUMEN

En este trabajo de tesis se sintetizaron y caracterizaron seis nuevos compuestos
aciclicos bis-cromoféricos solubles en agua, derivados de los 4&cidos poliamino
policarboxilicos edta, dtpa y ttha, de los cuales cuatro estan funcionalizados con 1-pireno
(1py) o con 1-metilpireno (Impy): (edtalmpy)H2, (dtpalmpy)Hs, (tthalpy)Ha y (tthalmpy)Hs
y dos con unidades 2-antraceno (2an): (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Hs4. Las propiedades de los
nuevos derivados de pireno se correlacionaron con las de (edtalpy)H: y (dtpalpy)Hs
previamente reportados por nuestro grupo y se encontré que la insercion del grupo —CH>—
confiere mayor flexibilidad a las moléculas e induce perfiles novedosos de intensidad de
fluorescencia con respecto al pH. Se encontrd también que la longitud y naturaleza de la
cadena de interconexidn, asi como el estado de protonacion de los grupos amina presentes en
ella, determinan las conformaciones en solucion y por consiguiente el modo de respuesta
fluorescente de las moléculas. En el caso de (tthalmpy)Hsa, los estudios de RMN de *H vs pD
revelaron que la especie monoprotonada (tthalmpy)H3- adquiere una conformacion enrollada
que suprime la aproximacion de los pirenos y cancela en mas de 80% la emision de
excimero. Los derivados (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Hs presentaron emision de fluorescencia a
422 nmy 500 nm correspondientes a mondmero y excimero, respectivamente a diferencia del
compuesto (edta2an)H> previamente reportado por nuestro grupo. Los perfiles de intensidad
muestran comportamientos tipo “encendido-apagado” en intervalos especificos de la ventana
de pH, lo cual sugiere el potencial de estos compuestos para ser aplicados como sensores

fluorescentes de pH a nivel biolégico o mediambiental.



ABSTRACT

Six new acyclic bichromophoric water-soluble compounds, derivatives from the

polyaminopolycarboxylic acids edta, dtpa and ttha functionalized with 1-pyrene (1py) or 1-
methylpyrene (1mpy): (edtalmpy)H2, (dtpalmpy)Hs, (tthalpy)Hs y (tthalmpy)Hs and  2-
anthracene (2an): (dtpa2an)Hs y (ttha2an)H4 were synthesized and characterized herein.
The properties of the novel derivatives of pyrene were correlated with the (edtalpy)H. y
(dtpalpy)Hs developed previously by our group. The insertion of the CH2 group confers
greater flexibility to molecules and induces novel fluorescence intensity profiles relative to
pH. It was also found that the length and nature of the interlinking chain, as well as the
protonation state of the amine groups present therein, determine the conformations in solution
and consequently the fluorescent response mode of the molecules. The *H NMR vs pD study
in (tthalmpy)H4 revealed that the monoprotonated specie (tthalmpy)H3- acquires a rolled up
conformation that suppresses the proximity of the pyrene groups and cancels more than 80%
the excimer emission.

On the other hand, unlike the (edta2an)H> compound developed previously by our
group, the (dtpa2an)Hs and (ttha2an)Hs derivatives exhibited emission bands characteristics of
monomer and excimer of anthracene, at 422 nm and 500 nm respectively. The intensity shows
“on-off” profiles at specific pH ranges, which suggests the potential of these compounds for

application as fluorescent pH sensors at the biological or environmental level.



INTRODUCCION

Existen numerosos métodos experimentales para la deteccion de analitos, tales como
espectrometria de absorcion atomica, cromatografia y analisis por microprueba electronica.
Estos métodos son caros y por lo tanto muchas veces no permiten un monitoreo continuo. Por
otro lado se encuentran los métodos basados en espectroscopia de fluorescencia y absorcién
que ofrecen distintas ventajas en cuanto a selectividad, sensibilidad, respuesta en tiempo real y
bajo costo. Es por ello que durante las Gltimas décadas el disefio de los quimiosensores ha
sido extensivo. Los quimiosensores son moléculas capaces de enlazar selectiva y
reversiblemente a un analito y de presentar simultaneamente un cambio en alguna de sus
propiedades quimicas y/o fisicas tales como potenciales redox, espectros de absorcion y
fluorescencia. En este contexto, se ha puesto especial interés en el disefio de sensores bis-
cromofdricos, unidos por cadenas quelantes. Entre los fluor6foros mas utilizados para la
construccion de quimiosensores fluorescentes se encuentran el naftaleno, antraceno y pireno.
El antraceno ha sido muy utilizado en este &mbito, de hecho es de las primeras moléculas
usadas para la construccion de sensores! y a pesar de ello, existen pocos compuestos bis-
cromofodricos derivados de antraceno que presenten excimero (dimero en el estado excitado) y
que operen en medio acuoso. En el caso del pireno, este compuesto presenta interesantes
propiedades fotofisicas tales como alto rendimiento cuantico, tiempo de vida larga en el estado
excitado y la capacidad para formar excimero. Existen reportes de compuestos bis-
cromofdricos derivados de pireno donde la mayoria de ellos operan en medios organicos o

mezcla organico/acuoso y solo algunos operan en medio acuoso.
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En nuestro departamento se han preparado varios sensores bis-cromoforicos utilizando
cadenas de interconexion tipo edta y dtpa y unidades aromaticas naftaleno, antraceno y pireno,
los cuales son solubles en agua y presentan muy buenas respuestas fluorescentes al pH y a
cationes metalicos (ejemplos: 1-2? y 10, Esquema 1). La solubilidad en agua, la sensibilidad
a la variacion del pH y la capacidad de coordinacion a metales de estos compuestos se deben a
la presencia de los grupos funcionales carboxilato, amina y amida en las estructuras.

Con base en lo anteriormente expuesto y con el propdsito de obtener sensores
moleculares fluorescentes que muestren alta sensitividad tanto para el reconocimiento de
cationes metalicos como de i6n hidrogeno, en este trabajo se sintetizaron una serie de nuevos
compuestos derivados de los 4cidos poliaminopolicarboxilicos edta, dtpa y ttha
funcionalizados con grupos aromaticos antraceno o pireno en los extremos de la cadena. Las
estructuras se muestran en el Esquema l, 3-9y 11-12.

En el caso de los derivados de pireno, para variar la longitud de la cadena se siguieron
dos estrategias sintéticas. En la primera de ellas se mantuvieron las unidades
1-pirenilacetamida y se cambié6 la cadena de interconexibn a una tipo
trietilentetraminohexaacético (ttha) para obtener el derivado (tthalpy)H.. En la segunda se
cambiaron los grupos 1-pirenilacetamida por grupos 1-pirenilmetilacetamida y se unieron con
los tres tipos de unidades de interconexion planteadas para obtener los derivados
(edtalmpy)H>, (dtpalmpy)Hs y (tthalmpy)Ha. En estos derivados se observo un rendimiento
cuantico fluorescente (df) mas alto que en los compuestos andlogos derivados de
1-aminopireno por la presencia del puente metileno entre el grupo aromatico y el grupo amida,

tal como ocurrié con los ligantes (edtalmnap)H. y (edta2mnap)H..* Para ver el efecto de la
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unidad aromatica en las propiedades de las cadenas de interconexion, se sustituyé al pireno

por 2-aminoantraceno para dar los compuestos (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Ha.

oA Ncou oM,
dtpa
HO,C CO,H
Oﬁ\)/—\ ~ =< .
N N N N NH
R’(J ha H02C) dkCOzH H(L)\gR
ttha

ves
CCC

1. (edtalpy)H,, n=0, R=A
2. (dtpalpy)H;, n=0, R=A
3. (tthalpy)H,, n=0, R=A
4. (edtalmpy)H,, n=1, R=A
5. (dtpalmpy)H;, n=1, R=A
6. (tthalmpy)H,, n=1, R=A
7. (edtalan)H,, n=0, R=B
8. (dtpalan)H;, n=0, R=B
9. (tthalan)H,, n=0, R=B
10.(edta2an)H,, n=0, R=C
11. (dtpa2an)H;, n=0, R=C
12. (ttha2an)H,, n=0, R=C

Esquema .
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OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo general del presente proyecto es la obtencidn de ligantes bicromoféricos de

cadena abierta que actien como sensores fluorescentes de ion hidrégeno.

Objetivos Particulares

o Sintetizar nueve nuevos ligantes bicromoféricos de cadena abierta derivados de
los acidos poliamino policarboxilicos edta, dtpa y ttha, que incorporen en su
estructura grupos aromaticos fluorescentes terminales antraceno o pireno.

o Llevar a cabo la caracterizacion completa de los derivados mediante analisis
elemental y las técnicas espectroscopicas convencionales (RMN de *H, UV-Vis,
Fluorescencia, IR y Masas).

o Obtener los espectros electrénicos (UV-Vis y fluorescencia) de los compuestos a
diferente pH y determinar las constantes de protonacion.

o Determinar las constantes de protonacion de los compuestos por RMN de H y
potenciometria.

o Con base en los resultados, establecer el potencial de aplicacion de los

compuestos como sensores fluorescentes de pH.
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1. ANTECEDENTES

1.1  Aspectos Fundamentales.

Uno de los principales retos que se enfrentan actualmente en el area de quimica
supramolecular es el desarrollo de sistemas moleculares con capacidad de enlazarse a
sustratos especificos con alto grado de selectividad y especificidad. Este proceso de unién
selectiva entre un receptor y un sustrato se denomina reconocimiento molecular y es la base
del funcionamiento de la mayoria de los procesos biolégicos.®

Existen numerosos métodos experimentales para la deteccion de analitos, como son la
espectrometria de absorcion atomica, la cromatografia, etc. Estas técnicas son caras y
generalmente es dificil un monitoreo continuo. En contraste, los métodos basados en
fluorescencia ofrecen distintas ventajas en selectividad, sensitividad, respuesta en tiempo real
y bajo costo.®

Por otra parte, una de las lineas de investigacion en quimica supramolecular se centra
en el disefio y sintesis de receptores moleculares capaces de unirse selectivamente hacia algun
analito de interés (molécula, cation o anién), con base en caracteristicas quimicas y
estructurales adecuadas. La seleccién de moléculas receptoras con capacidad de indicar su
enlace con el sustrato mediante la transmisién de algun tipo de sefial ha conducido a la
obtencion de los denominados sensores moleculares o quimiosensores.

Tipicamente los quimiosensores son moléculas de origen abiotico que son capaces de
enlazar selectiva y reversiblemente a un analito de interés con un cambio concomitante en

alguna de las propiedades del sistema, tales como potencial redox, espectros de absorcion o



fluorescencia, entre otras.” Hay dos procesos basicos que ocurren en la deteccion del analito:
el reconocimiento molecular y la transduccién de la sefial. Para llevar a cabo de manera
eficiente estos dos procesos, los quimiosensores normalmente estan constituidos de tres
componentes: un receptor (para enlazar a un analito especifico), una unidad indicadora
(encargada de dar la respuesta) y un espaciador (que cambia la geometria del sistema y
modula la interaccion electronica entre las dos unidades).” & Por sus propiedades, los
guimiosensores ofrecen interesantes y atractivas posibilidades de aplicacion en el campo de la
analitica; de hecho, nos permiten llevar a cabo mediciones en tiempo y espacio real cuando se

utilizan inmovilizados en superficies o incluso libres en solucion.®

1.2 Breve historia de los quimiosensores fluorescentes.

El concepto de quimiosensor fluorescente fue introducido por primera vez por L. R.
Sousa en 1977.1° Este autor describio el efecto que causa la coordinacion de metales alcalinos
en las propiedades fluorescentes de los éteres corona 13 y 14 de la Figura 1. En 1986, A. P.
Silvall, aplico el concepto de “switch on” (término que en el area de quimiosensores
fluorescentes generalmente se refiere al incremento de la intensidad de emision) para
caracterizar el gran efecto causado por la adicion de iones Na* y K™ a una solucion en etanol
del compuesto 15 de la Figura 1. Este compuesto en su forma libre no presenta fluorescencia
debido a un mecanismo de transferencia electronica fotoinducida (PET, Photoinduced
Electronic Transfer) desde el atomo de nitrégeno hacia el antraceno. La coordinacion a los

metales alcalinos cancela el mecanismo PET e incrementa la fluorescencia.



SNV SE S8
O ® ) Sy (@

Lo Lo .E o;n»

13 14 1

Figura 1. Estructura de los primeros quimiosensores fluorescentes reportados para cationes
metalicos. Ref .10 11

1.3 Quimiosensores Fluorescentes.

El disefio clasico de un quimiosensor fluorescente consta de dos entidades moleculares
interconectadas: 1) un receptor responsable del reconocimiento del analito y 2) un fluoréforo
capaz de sefialar el evento de reconocimiento (Figura 2). En este arreglo, las unidades
receptora e indicadora son electronicamente independientes. Sin embargo, debido a la
proximidad de las unidades, la interaccion del analito con el receptor induce un cambio en los
alrededores del fluor6foro y por lo tanto cambios en su fluorescencia. A este tipo de
quimiosensores se les denomina sondas fluorescentes extrinsecas o conjugadas.

Ademas de la anterior, existen dos estrategias basicas adicionales para el disefio de
quimiosensores fluorescentes para el sensado quimico en solucion: 1) sondas fluorescentes
intrinsecas, las cuales son moléculas fluorescentes donde el mecanismo para la transduccion
de la sefial involucra la interaccion del analito con un ligante que es parte del sistema m del

fluoréforo y 2) quimiosensores ensamblados, este tipo de sondas se basa en un ensayo



competitivo en el cual el ensamble receptor-fluoréforo se disocia selectivamente por la adicion
de un analito competitivo capaz de interactuar eficientemente con el receptor dando como

resultado una respuesta del fluor6foro.

Espaciador \ +® - o
=g g O—0
« - (. 2

\

Fluoréforo Receptor Analito

Figura 2. Representacion esquematica de un quimiosensor fluorescente. Ref. ’

1.4 Quimiosensores fluorescentes para cationes metalicos.

La deteccion de cationes metalicos es de gran importancia dentro de diferentes areas
como son la quimica, biologia, bioquimica clinica y medioambiental. Los iones sodio, potasio,
magnesio y calcio estdn involucrados en importantes procesos biolégicos como son la
transmision de impulsos nerviosos, contraccion muscular, regulacién de la actividad celular,
etc. El zinc, por otro lado, es un componente esencial de muchas enzimas (por ejemplo,
anhidrasa carbdnica) y juega un papel importante en la regulacion enzimatica, expresion de
genes, neurotransmision, etc.

Con respecto a la toxicidad de muchos iones metalicos, es bien conocido que el
mercurio, plomo y cadmio son tdxicos para el organismo y su deteccién oportuna en el medio

ambiente es de suma importancia.



El descubrimiento de los éteres corona y criptandos a finales de los afios 60°s abrio
nuevas posibilidades para el reconocimiento de cationes con mejoras en la selectividad,
especialmente para metales alcalinos para los cuales actualmente hay muchos agentes
quelantes selectivos. Es por ello, que la idea de acoplar estos ionoforos a cromoforos o
fluoréforos, condujo a los conocidos cromoionoforos y fluoroiondforos respectivamente.

Al disefar un fluoroionoforo, se debe poner especial cuidado en las caracteristicas de la
unidad ionofora y a los cambios esperados en la fluorescencia del fluoréforo tras la
coordinacion. Es importante mencionar que la estabilidad de un complejo depende de muchos
factores: la naturaleza del cation, la naturaleza del disolvente, temperatura, fuerza ionica y pH
en algunos casos.

Fabbrizzi et al.** mostr6 que la dioxotetramina 16 (Figura 3), que contiene una unidad
antraceno, es un buen sensor para iones Ni?*y Cu?*. El compuesto 17 reportado por Ma et al.,
4 mostro alta sensibilidad y una respuesta dual hacia iones Pb?* en una mezcla de disolventes
agua/DMSO. Dong y col. ¥ reportaron la sonda fluorescente 18 basada en una naftalimida y
un alquino que actta con respuesta radiométrica para iones Hg?* y Au®* en solucion acuosa.

=
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COOH 90
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16 18

Figura 3. Estructura de algunos quimiosensores fluorescentes para iones metalicos. Ref. 11



1.5  Quimiosensores fluorescentes para proton.

La determinacion precisa de la concentracién de iones H* en diversos sistemas es de
gran importancia en los laboratorios de industrias y clinicas debido a que muchos procesos
quimicos y bioquimicos dependen del pH. El pH juega un papel critico dentro de las células ya
que de este parametro dependen funciones tan importantes como la actividad de las enzimas,
proliferacion, apoptosis, transporte idnico, endocitosis, etc. Valores anormales de pH estan
asociados con un mal funcionamiento celular, incluyendo crecimiento y division, Yy son
observados en algunos tipos de enfermedades comunes como el cancer y Alzheimer. Por otro
lado, la actividad de los tejidos y la contraccidbn muscular también dependen del pH.
Comparada con otros métodos para medir el pH intracelular, como microelectrodos, UV-Vis,
la espectroscopia de fluorescencia tiene ventajas con respecto a observacion espacial y
temporal de los cambios de pH. Ademas, las técnicas de fluorescencia en muchos casos no son
destructivas para las células. Se pueden hacer mediciones cualitativas del pH intracelular
usando indicadores fluorescentes que en un intervalo muy corto de pH muestren un efecto
“apagado-encendido” o viceversa. Sin embargo, tales mediciones pueden ser influenciadas por
factores como la longitud del camino éptico, cambios de temperatura, intensidades de
excitacion alteradas, etc. Una alternativa es el uso de deteccion radiométrica. Métodos
espectroscopicos radiométricos requieren sensores fluorescentes que sean diferencialmente

sensibles al analito en al menos dos longitudes de onda de excitacion o emision.®

La técnica mas comun para medir el pH es el uso de electrodo de membrana de vidrio.

Sin embargo, este tipo de electrodos presentan muchas desventajas, como es el hecho de que



son caros, muy fragiles y normalmente no son adecuados para medir valores de pH muy bajos
0 muy altos.

Por otro lado, los tradicionales colorantes para la tincion de tejidos organicos se han
quedado cortos. El avance en el estudio del metabolismo celular requiere herramientas
superiores. Es necesario ver cosas mas peguefias y a concentraciones mas bajas, y una de esas
cosas es el grado de acidez o pH intracelular. Cualquier organismo trabaja a niveles de pH
cercanos al del agua, pero existen procesos bioldgicos que estan asociados a la presencia de
zonas anormalmente é&cidas. Hasta ahora esos procesos no se habian podido estudiar
plenamente por la falta de instrumentos Gptimos para medir la acidez, algo que comienza a
cambiar.1®

En este sentido, los quimiosensores de pH presentan interesantes propiedades, muy
superiores a los dispositivos convencionales, tales como alta precision, reversibilidad,
estabilidad con el tiempo, biocompatibilidad y la posibilidad de ser aplicados para andlisis in
vivo. En particular, sistemas moleculares que se comportan como indicadores fluorescentes
del pH han atraido mucha atencién, debido a que la medicion de la concentracion de H* es
simple y facilmente determinable.l” 18

En la Figura 4 se muestran las estructuras de quimiosensores fluorescentes de pH
reportados recientemente en la literatura. El compuesto 19 basado en una escuarina, reportado
por Isgor et al, 8 mostr6 un incremento de 14 veces la intensidad de emision en el rango de
pH de 10 a 7. EI compuesto 20 reportado por Wen et al. tiene la capacidad de funcionar a
valores de pH bajos y altos a diferentes longitudes de onda. En medio acido la fluorescencia
de este sensor se incrementa dramaticamente a longitudes de onda corta (4em =380 nm,

@x = 0.08), mientras que en medio basico aumenta a longitudes de onda larga (lem = 500 nm,



®r=0.02).1° Sin embargo, estos compuestos, al igual que muchos de los sensores
fluorescentes de pH propuestos hasta hoy muestran una respuesta simple encendido/apagado
(on-off) o viceversa (off-on) en los perfiles de intensidades de fluorescencia contra el pH. Para
la creacion de dispositivos mas sofisticados, es necesario disefiar indicadores de pH capaces
de detectar cambios muy pequefios de pH. Por lo tanto, el reciente interés se enfoca en
sistemas mas integrados capaces de mostrar perfiles multiples de fluorescencia en funcién del
pH (on-off-on, off-on-off, etc). Un ejemplo de este comportamiento es el compuesto 21

reportado por de Silva et al.?°

Figura 4. Estructura de algunos quimiosensores de pH. Ref. 1820

1.6 Quimiosensores Bis-cromoforicos.

La mayoria de los quimiosensores fluorescentes reportados en la literatura presentan la
estructura clasica descrita en la seccion 1.3 de este trabajo. Sin embargo, una estrategia
novedosa en el disefio de sensores fluorescentes es la union de dos fluoroforos idénticos a
través de una cadena de interconexion con propiedades quelantes. En este tipo de compuestos,
denominados ligantes bis-cromoforicos, la complejacion puede inducir cambios

conformacionales que favorezcan el acercamiento de los grupos fluoréforos y la formacion de



excimeros (Figura 5). Estas especies originan bandas de emisién a longitudes de onda mayor
que la emisién normal de mondémero y suelen ser méas anchas, por lo que son facilmente
distinguibles en el espectro. En un compuesto bis-cromoforico adecuadamente disefiado la
unién con el analito provoca que la emisién de mondémero disminuya de intensidad en la
medida que la emision de excimero aumenta, 0 viceversa. Esta respuesta se conoce como
radiométrica y puede ser expresada en términos de la concentracion del analito enlazado en
funcién de la relacion de intensidades (por ejemplo variacion en la razon Ie/lm). Debido a que
en este caso existe una calibracion interna a nivel molecular, esta respuesta no depende de

factores instrumentales, ni del tamafio del sensor.

Fotén 2, Foton A,
\ ,
Foton A, , . S (mondémero)
N Fotén A, analito 4
\ /‘ (mono6mero)
:fn\j —
4
S
Foton A,
(excimero)

Figura 5. Representacion esquematica de un quimiosensor bis-cromoforico.

A la fecha se han reportado una variedad de compuestos bis-cromoféricos con cadenas
de interconexion de diferente naturaleza (poliéteres, poliaminas, etc.) y varios tipos de
unidades indicadoras. Sin embargo, la mayoria de ellos solo operan en medios organicos % o

mezcla acuoso-organico®2* lo que limita sus posibles aplicaciones a nivel bioldgico. En la



Figura 6, se muestran las estructuras de dos compuestos biscromoforicos reportados
recientemente que operan en medio organico. El compuesto 22 reportado por Hung et al. 2°
muestra una respuesta radiométrica hacia los iones Cd?* y Zn?*, mientras que con los iones
Pb?" y Ni?*, la intensidad de mondmero y la de excimero disminuyen. Los autores explicaron
estas diferencias con base en cambios conformacionales inducidos por diferentes maneras de
coordinacion de estos metales. Kakizawa y colaboradores?® reportaron la sintesis y
complejacion del bis-antril poliéter 23 con metales alcalinos y alcalinotérreos, resultando
selectivo para el ion Ca?*. En el espectro de emision, la adicion de este ion provoca la
desaparicion de la banda de mondmero de antraceno y la aparicion de la banda de excimero de
antraceno. Este es otro ejemplo de un quimiosensor con respuesta radiométrica.

Por otro lado, importantes grupos de investigacion alrededor del mundo, entre los que
se encuentran los de Y. Shiraishi, S. A Van Arman y E. Garcia-Espafa han reportado una serie
compuestos bis-cromoféricos basados en poliaminas funcionalizadas con grupos naftaleno?”
28 antraceno®® *°, quinolina®! y pireno.®? ** Estos compuestos son solubles en agua y presentan
buenos perfiles de intensidad con respecto al pH y a la concentracion de cationes metalicos
(Figura 7).

Las poliaminas 24 con grupos naftil en los extremos, tienen la capacidad de formar
excimeros y pueden funcionar como sensores de pH.2” EI compuesto 25 en su forma libre o no
coordinada no muestra fluorescencia en el rango de pH de 2 a 12. Sin embargo, la adicién de

Zn?* produce una fuerte fluorescencia en el rango de pH de 5-12.%
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Figura 6. Estructuras de dos quimiosensores que operan en acetonitrilo. Ref. 2526
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Figura 7. Estructura de poliaminas bis-funcionalizadas con grupos aromaticos naftaleno (24) y
quinolina (25). Ref. 273!

En las siguientes dos secciones se revisan las principales propiedades de algunos
compuestos bis-cromofdricos solubles en agua basados en antraceno y pireno reportados en la
literatura, asi como las de compuestos analogos reportados recientemente por nuestro

grupo. 2334

1.6.1 Bis-cromoféricos solubles en agua basados en antraceno.

Aln cuando existen reportes de sensores bis-cromoforicos derivados de antraceno,
pocos de esos compuestos muestran emisién de excimero en solucién. EI primer quimiosensor
soluble en agua basado en emision de excimero de antraceno fue reportado por Van Arman y
col (26, Figura 8).?° Este quimiosensor presenta un espectro de emision que muestra las
bandas tipicas de antraceno monomérico entre 380 y 430 nm y una banda ancha entre 430 y
560 nm caracteristica de excimero de antraceno. La adicion de 1 eq de ion Zn?" provoca un
cambio conformacional que resulta en un incremento de casi 4 veces la intensidad de la banda

correspondiente a la emision de excimero de antraceno.
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Otra poliamina funcionalizada con unidades antraceno es la tetraetilentriamina 27

(Figura 9) reportada por Shiraishi et. al.*°, la cual funcioné como un “switch” molecular para

iones H* y metales de transiciéon. A pH <9, este compuesto muestra solamente emisién de

monomero, la cual desaparece al incrementar el pH. A pH >9, donde solo existe la especie

totalmente desprotonada, aparece una nueva banda ubicada en los 520 nm correspondiente al

excimero de antraceno (Figura 9A). Los autores correlacionaron los cambios en la

fluorescencia de la molécula con las diferentes especies protonadas (Figura 9B).
H
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60 ->--1.0equiv. Zn ESRR N S 1

™ : V'
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Figura 8. Comportamiento de la fluorescencia del compuesto 26 en presencia de diferentes

cantidades de zinc. Ref. 2°
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Figura 9. A): Espectros de emision del compuesto 27 a diferentes valores de pH (Lexc=402
nm). B): Fraccion mol de especies de 27 obtenidos por potenciometria (lineas puntedas) y
emision a 416 nm ( o )y 520 nm ( e ) en funcién del pH. La linea sélida corresponde al ajuste
tedrico. Ref. *°

En el grupo de investigacion en Quimica Supramolecular del Departamento de
Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora (DIPM-UNISON),
recientemente se sintetiz6 el ligante (edta2an)H. (10, Esquema 1).2 Este compuesto es soluble
en agua debido a los grupos funcionales amina y carboxilato que posee en su estructura. El

compuesto 10 solo muestra emision de mondémero en todo el rango de pH estudiado
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(2<pH<12) como se muestra en la Figura 10.2 Por medio de modelado molecular se determin6

que la orientacion de los grupos antraceno no es la adecuada para la formacion de excimero.

o U

1.0} pH

0.8

0.6 |

Intensiad (u.a.)

0.4

0.0 A T —
350 400 450 500 550 600 650

A (nm)

Figura 10. Espectros de emision de 10 en solucion acuosa a diferentes valores de pH. Las

intensidades fueron normalizadas al pico maximo del espectro mas intenso. Aexc = 270 nm;
concentracion =1 x 10 ° M.

15



1.6.2 Sensores Bis-cromoforicos solubles en agua basados en pireno.

Existen algunas caracteristicas que hacen al pireno uno de los fluor6foros mas
utilizados en el disefio de quimiosensores fluorescentes. Alto rendimiento cuantico
(Peton=0.65), tiempo de vida largo en el estado excitado ( ts=410 ns) y la capacidad de formar
excimeros.®

Existen algunos reportes de sensores biscromoforicos tanto para cationes?*, aniones® y
proton?? 32 que utilizan al pireno como fluordforo. Entre ellos, el derivado de dietilentriamina
28 reportado por Shiraishi et al. 33 exhibe una emision de excimero bien definida (Figura 11).
La intensidad de esta banda es muy baja en medio &cido y se incrementa al aumentar el pH de
manera simultanea. Esta respuesta al pH es muy plana y no muestra en ninguna regién la
forma sigmoidal deseable para que el compuesto pueda ser propuesto como un posible sensor
de pH. En un trabajo posterior? los autores reportan que la adicion de diferentes proporciones
(5, 10 y 50%) de un disolvente menos polar (acetonitrilo) a la solucién acuosa del compuesto

resulta en la aparicion de nuevos perfiles de intensidad “off-on-off” y “off-on-off-on”.
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Figura 11. A: Espectros de emision del compuesto 28 a diferentes valores de pH. B): Fraccion
mol de especies de 19 obtenidos por potenciometria (lineas puntedas) y emisién de monémero
(o) a375nmy excimero ( @ ) a480 nm en funcion del pH. La linea s6lida corresponde al
ajuste teorico. Ref 3

En el (DIPM-UNISON) recientemente se reportaron dos sensores bis-pirenil derivados
de los acidos poliamino-policarboxilicos edta y dtpa respectivamente: (edtalpy)H: y
(dtpalpy)Hs (1 y 2, Esquema 1).2 Estos compuestos, a diferencia de los reportados por otros
grupos,® 33 son solubles en solucion 100 % acuosa en un amplio rango de pH, debido a que en
su estructura contienen grupos amino y brazos carboxilatos. Estos sitios funcionales ademas

de los grupos amida, les confiere alta sensibilidad al pH en sus propiedades fluorescentes. El
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compuesto 1 (Esquema 1), muestra una fuerte emision de excimero a 480 nm en medio basico
(pH > 9), y bandas de mondmero débiles y estructuradas entre 370 y 400 nm (Figura 12). A
medida que disminuyo el pH, la emision de excimero se debilité fuertemente en un intervalo
muy estrecho de pH, mientras que la intensidad de la banda de mondmero se incremento
ligeramente. Se encontrd que esta dependencia de pH esta asociada con el equilibrio de
protonacion/desprotonacion de los grupos amina.

El compuesto 2 también exhibié una fuerte emision de excimero con un perfil de
intensidad “off-on-off-on” con respecto al pH (Figura 13). La intensidad de la banda de
excimero alcanz6 un mé&ximo a pH 8 y un minimo a pH 10. Por el contrario, la banda
correspondiente a la emision de mondémero, se increment6 gradualmente con el incremento del
pH, en todo el rango de pH estudiado. Esta respuesta se atribuyd a los cambios
conformacionales inducidos por los procesos de protonacién-desprotonacion en la cadena de
interconexion dtpa.

La dependencia del pH tanto para la banda de excimero como de mondémero, es
diferente para la observada en el caso del compuesto 1, lo que muestra un claro ejemplo de la
importancia de la cadena de interconexion en los bis-cromoforos.? El tipo de respuesta
encontrada para los compuestos 1y 2, es mejor que para los compuestos reportados por otros

investigadores,®? 3 por lo que los convierte como sensores potenciales de pH.
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Figura 12. Espectros de emision de 1 en solucion acuosa a diferentes valores de pH. Las
intensidades estan normalizadas al pico maximo del espectro mas intenso. La longitud de onda
de excitacion, Lexc, €s 342 nm, y la concentracion es 2 x 10-° M. En el recuadro se muestra la
grafica de Ie (u.a.) a 490 nm en funcién del pH, el ajuste obtenido con base en la Ecuacion 3.
(linea sdlida). Ref.?
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Figura 13. Espectros de emision 2 en solucion acuosa a diferentes valores de pH. Las
intensidades estan normalizadas al pico maximo del espectro mas intenso. La longitud de onda
de excitacion, dexc, €s 342 nm, y la concentracion es 1 x 10-° M. En el recuadro se muestra la
gréafica de Ie (u.a.) a 490 nm en funcion del pH, y el ajuste obtenido con base en la Ecuacion 3.

(linea sélida). Ref. 2

20



2. METODOLOGIA

2.1. Disefio Experimental.

Vivimos en un mundo rodeado de sensores quimicos. Sin embargo, la necesidad de
desarrollar mejores prototipos es cada vez mayor debido a los avances de la ciencia y
tecnologia, asi como por las frecuentemente actualizadas leyes medioambientales. Asi, el
aprovechamiento tanto de los materiales moleculares como de los avances tecnologicos y su
relacién con la denominada Electrénica Organica esta dando paso a la creacion de sensores de
nueva generacion, potencialmente mas versatiles que los desarrollados hasta la fecha. Aunado
a lo anterior, la deteccién y control de analitos tanto cationicos como aniénicos es una tarea
esencial en muchas de las actividades humanas tales como la agricultura, ciencia de los
alimentos, medio ambiente y medicina.

En el presente proyecto se planea sintetizar una serie de ligantes bicromoféricos de
cadena abierta mediante la reaccion de los anhidridos de &cidos poliamino policarboxilicos
edta, dtpa y ttha y diferentes aminas aromaticas (3-9 y 11-12, Esquema 1). La metodologia
empleada en las sintesis consistira en la reaccién del dianhidrido de acido con un exceso de la
amina aromatica correspondiente en N,N-dimetilformamida (DMF) como medio de
reaccion.* 3¢ Todos los reactivos que se utilizaran en las sintesis estan disponibles
comercialmente excepto el dianhidrido de ttha (ttha-da) y la forma basica del
1-aminometilpireno. La metodologia de preparacion del ttha-da se establecera con base en la

técnica reportada por B. Achour et al. ¥’
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Con la preparacion de estos ligantes con diferentes cadenas de interconexion se
pretende obtener estructuras con diferentes grados de flexibilidad. Una vez que se obtengan
los ligantes, se llevaran a cabo estudios para determinar los valores de las constantes de
protonacion (pKa) por las técnicas de fluorescencia, RMN de *H, Uv-vis y potenciometria y
hacer una correlacion entre ellas. Con base en las propiedades de cada compuesto se

establecera su potencial de aplicacion como sensor de pH.

2.2 Sintesis de los Ligantes.

Todos los reactivos que se utilizaron en las sintesis estan disponibles comercialmente
excepto el dianhidrido de ttha (ttha-da) y la forma basica del 1-aminometilpireno. Esta dltima
se preparé in situ durante la sintesis de los derivados (edtalmpy)H2, (dtpalmpy)Hs y
(tthalmpy)Hs a partir del clorhidrato correspondiente utilizando como base la trietilamina,
mientras que el ttha-da se obtuvo mediante la técnica reportada por B. Achour et al. %

La sintesis de los compuestos se llevé a cabo mediante la reaccion del dianhidrido de
acido con un exceso de la amina aromética correspondiente en N,N-dimetilformamida (DMF)
como medio de reaccion, de acuerdo con la metodologia reportada por L. Machi et al. * 3¢ El
procedimiento para cada uno de ellos se describe a continuacion. El esquema general de

reaccion se muestra en el Esquema I1.
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2.2.1. Sintesis de ligantes derivados de pireno.

2.2.1.1. Sintesis del dianhidrido trietilentetraaminohexaacetico (ttha-da).

La metodologia utilizada fue la reportada por Achour, B. et al.*” que consiste
basicamente en hacer reaccionar al acido trietilentetraaminohexaacético (ttha) con anhidrido
acetico y piridina. En este experimento se pusieron a reaccionar 0.665 g (1.35 mmol) de ttha
con 1 mL (10.6 mmoles) de anhidrido acético y 0.665 mL (8.2 mmoles) de piridina. La mezcla
se mantuvo en agitacion durante 48 h a 40 °C y posteriormente se filtrd. El precipitado se lavo
con anhidrido acético (50 mL) y dietil éter (50 mL) y se secé a vacio a 40°C (0.58 g, 95%).
La formacion del dianhidrido se confirmd por las bandas CO en el espectro de IR. IR (vicm™)
2698, 2922 (CH alquil), 1780, 1920 (CO anhidrido). El producto se usé sin purificacion para
la reaccion con pirenilaminas.

2.2.1.2. Sintesis de (tthalpy)Ha. 1,4,7, 10-tetra(metilencarboxi)-1,10-bis(N-1-
pirenilacetamida)-1,4,7,10-tetraazadecano (3).

Para la sintesis de este compuesto se utilizaron (500 mg, 1.091 mmol) de ttha-da y
728.3 mg (2.72 mmol) de 1-aminopireno en 30 mL de DMF como medio de reaccién en
atmosfera de nitrdgeno. EI compuesto en forma pura se obtuvo después de 72 h de lavados con
acetona en un extractor Soxhlet. Al final se obtuvo un sélido de color verde claro. (0.44 g,
45.3%). P.f. 220-222 °C. RMN de H (400 MHz, D0, DSS, pH=9.7): & = 3.066 (m, 6H, Haer
), 3.384 (s, 4H, Hc ), 3.537 (s, 4H, Hp), 3.592 (s, 4H, Ha), 7.340-7.803 (m, 18H, Har); MS
(ES): m/z (%): 893.3 (100) [(M + H)]; analisis elemental calc (%) para CsoHasNO10'1.5H20:

C, 65.27; H, 5.58; N, 9.13; enc: C, 65.31, H, 5.42, N, 9.19.
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2.2.1.3.  Sintesis ___de  (edtalmpy)H>.  1,4-bis(metilencarboxi)-1,4-bis(N-1-

pirenilmetilacetamida)-1,4-diazabutano (4).

En un matraz de tres bocas se colocaron 643 mg (2.4 mmol) de clorhidrato de 1-
aminometilpireno disueltos en 30 mL de DMF. A esta solucion se agregaron 0.775 mL de
trietilamina con el fin de pasar a la amina a su forma basica. Posteriormente se fue agregando
lentamente por medio del embudo de adicion de polvos un total de 245 mg (0.97 mmol) de
edta-da. Este procedimiento se llevo a cabo en atmosfera de nitrogeno. Una vez terminada la
adicién, la mezcla de reaccion se dejé en agitacion por 12 h, al término de las cuales se
observd la presencia de un sélido de color claro. El sélido se separé por filtracion, se seco a
vacio y enseguida se colocd en un extractor Soxhlet para remover la amina en exceso. El
solvente utilizado en esta etapa de purificacion fue etanol. Una vez terminado este proceso, el
solido se secd a vacio por 6 h y se obtuvo un producto de color amarillo palido. El proceso de
purificacion, tanto de este ligante como de los que se describen més adelante, se monitoreo por
cromatografia en capa fina utilizando una mezcla 1:2.5 metanol-acetona como eluyente. Este
sistema de disolvente permitio en todos los casos separar la amina del producto, lo cual ayud6
a establecer el grado de purificacion. (0.310 g, 45%). p.f. 253-255°C. RMN de H (400 MHz,
DMSO-ds, TMS): & = 2.774 (s, 4H, Ha), 4.965 (d, 4H, H), 8.721 (t, 2H, Hn), 7.962-8.280 (m,
18H, Har); MS (ESI): m/z (%): 719.3 (100) [(M + H)+]; analisis elemental calc (%) para

Ca4H38N406-0.5H,0: C, 72.61; H, 5.40; N, 7.70; encontrado: C, 72.73, H, 5.47, N, 7.74.
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2.2.14. Sintesis de (dtpalmpy)Hs. 1,4,7-tris(metilencarboxi)-1,7-bis(N-1-
pirenilmetilacetamida)-1,4,7-triazaheptano (5).

El procedimiento para la sintesis de este ligante fue similar al de (edtalmpy)H2. En
este caso se utilizaron 374 mg (1.4 mmol) de 1-aminometilpireno, 200 uL (1.7 mmol) de
trietilamina y 200 mg (0.56 mmol) de dtpa-da. Después de las 12 h de agitacion, en el matraz
de reaccion se observd una solucion de color oscuro. Esta solucion se filtré con el fin de
eliminar la materia no reaccionada, después se evaporé el DMF a presién reducida en un
rotavapor y al final en el matraz quedd una pasta de color café oscuro. A ésta se le adicion6
acetona y se dejé en reposo por 24 h. Pasado este tiempo se retird la acetona y el solido
remanente se secd a vacio y posteriormente se coloco en un extractor Soxhlet para eliminar el
exceso de amina. En este caso se utilizd acetona para la purificacion. (0.30 g, 60%). p.f . 185-
187°C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds, TMS): & = 2.782 (t, 4H, Ha), 2.824 (t, 4H, He),
5.002 (d, 4H, Hg), 8.750 (t, 2H, Hy), 7.994-8.357 (m, 18H, Har); MS (ESI): m/z (%): 820.3
(100) [(M + H)*]; analisis elemental calc. (%) para CasHasNsOgH20: C, 68.80, H, 5.65, N,

8.36; enc: C, 68.72, H, 5.45, N, 8.45.

2.2.1.5. Sintesis_de (tthalmpy)Has. 1,4,7, 10-tetra(metilencarboxi)-1,10-bis(N-1-
pirenilmetilacetamida)-1,4,7,10-tetraazadecano (6).

Este ligante se sintetizd esencialmente por el mismo método que para (dtpalmpy)Hs.
Del ttha dianhidrido (500 mg, 1.091 mmol), 1-aminometilpireno hidrocloruro (728.3 mg, 2.72
mmol) y 400 pL (2.87 mmol) de trietilamina en 30 mL de DMF como medio de reaccion todo

ello en atmdsfera de N». El sélido no reaccionado se separd por filtracion y la solucion se
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concentrd en un rotavapor como un liquido viscoso. La adicion de acetona (50 mL) dio como
resultado un sélido verde el cual se separ6 por filtracion y se lavd con repetidamente con
acetona utilizando un extractor Soxhlet hasta su decoloracidn y posteriormente se seco a vacio.
El espectro de RMN de *H del producto indico la presencia de impurezas, las cuales fueron
eliminadas mediante el siguiente procedimiento: El solido se suspendié en 60 mL de agua
deionizada y se utilizd una pequefia cantidad de Na>xCOgz para solubilizarlo. El solido no
disuelto se elimino por filtracion. Esta solucion se acidificd lentamente utilizando HCI 0.1 M
hasta pH=4 en donde se formd un precipitado de color café claro el cual se colectd por
centrifugacion, se lavd repetidamente con agua y se seco a vacio. El espectro de RMN de H
de esta fraccion indicé que el compuesto se habia obtenido en forma pura. Con el proposito de
obtener al compuesto en su forma &cida, el sélido se redisolvio utilizando Na,COs, se filtro y
acidificd hasta pH=2 utilizando HCI 0.1 M, se dejé en agitacion por 24 h y posteriormente se
colecto por centrifugacion, se lavo repetidas veces con agua y por ultimo se seco a vacio para
dar un polvo color café, (0.128 g, 13%). p.f . 145-147 °C. RMN de H (400 MHz, D;0, DSS,
pH=9.68): 6 = 1.588 (t, 4H, Ha), 1.828 (t, 4H, He), 2.096 (s, 4H, H¢), 2.938 (s, 4H, Hq), 2.996
(s, 4H, Hy), 4.556 (s, 4H, Hc), 7.075-7.401 (m, 18H, Har); MS (ESI): m/z (%): 919.3 (100)
[(M —H)7]; anélisis elemental calc. (%) para Cs2Hs2NgO102.5H20: C, 64.65, H, 5.95, N, 8.70;

enc: C, 64.59, H, 5.93, N, 8.53.
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2.2.2. Sintesis de ligantes derivados de antraceno.

2.2.21.  Sintesis de  (edtalan)H». 1,4-bis(metilencarboxi)-1,4-bis(N-1-
antrilacetamida)-1,4-diazabutano (7).

Para la sintesis de este compuesto se usaron 300 mg (1.55 mmol) de 1-aminoantraceno
y 143 mg (0.56 mmol) de edta—da. Al final del proceso se obtuvo un sélido de color café
obscuro, el cual se separo por filtracion. Al filtrado se le evaporo el disolvente (DMF) hasta
obtener una pasta de color verde oscuro. Este concentrado se lavo con acetona en repetidas
ocasiones, posteriormente se seco a vacié por 4 h. El producto resultante se colocd en un
extractor Soxhlet por 48 h. con el fin de eliminar el exceso de amina. Después de este tiempo,
se secO a vacio por 4 horas. Al final se obtuvo un polvo de color café oscuro. A este producto
se le tomd un espectro de RMN de H, y aunque hay evidencia de la formacién del producto,
existen impurezas en la misma proporcion que el ligante deseado. Despues de varios intentos
de purificacidn por diferentes métodos (Soxhleth, precipitacion por pH, cromatografia, etc.) no
se obtuvo el producto puro, por lo que no fue posible llevar a cabo los estudios

espectroscopicos.

2.2.2.2. _ Sintesis __de  (dtpalan)Hs  1,4,7-tris(metilencarboxi)-1,7-bis(N-1-

antrilacetamida)-1,4,7-triazaheptano (8).

Para la sintesis de este ligante se usaron de 250 mg (1.29 mmol) de 1-aminoantraceno y
231 mg (0.65 mmol) de dtpa-da. Al final del proceso se obtuvo un solido de color café claro.

Para este ligante se siguid la misma metodologia de purificacion que para (edtalan)H. y de la
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misma manera no se pudo obtener el producto en su forma pura. Se colocaron 100 mg del
crudo y se suspendieron en 80 mL de agua; se le fue adicionando NaOH 0.1 M lentamente
hasta disolver casi el total del producto. La solucién se filtrd para eliminar cualquier material
no disuelto. Con un monitoreo continuo del pH, la solucion se empezé a acidificar con HCI
0.1 M hasta alcanzar un pH~5 donde se empezé a observar un ligero precipitado, el cual se
dejo en agitacion por 12 h, posteriormente se filtro, se seco a vacio por 6 h. De este producto
se tomd un espectro de RMN de 'H en D,O. Para disolverlo se adiciond una pequefa
cantidad de Na,COs. Aunque el espectro muestra evidencias de la formacion del producto
deseado en mayor proporcion, hay impurezas que no fue posible eliminar por diferentes

métodos de purificacion.

2.2.2.3. _Sintesis de (tthalan)Hs 1,4,7, 10-tetra(metilencarboxi)-1,10-bis(N-2-

antrilacetamida)-1,4,7,10-tetraazadecano (9).

Para la sintesis de este compuesto se siguid la misma metodologia que para
(dtpalan)Hs. En este caso se utilizaron (500 mg, 1.091 mmol) de ttha-da y 525 mg (2.72
mmol) de 1-aminoantraceno en 30 mL de DMF como medio de reaccion. Terminada la
adicion se observd una solucion turbia, la cual se filtrd. La solucion se dejé reposar y después
de 24 h se observo la presencia de un precipitado. Este se colectd por filtracion y la parte
liquida se concentrd en un rotavapor. Las tres porciones se lavaron con acetona, se colocaron
por separado en un extractor Soxhleth utilizando acetona como disolvente y por Gltimo se

secaron a vacio. El ligante se encontrd en las dos Ultimas fracciones, pero con evidencia de
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contaminantes, por lo que se procedié a purificarlo por precipitacion, como en el caso de

(tthalmpy)Ha, pero después de varios intentos, no se logro obtener el producto puro deseado.

2.2.2.4. Sintesis __de _(dtpa2an)Hs 1,4,7-tris(metilencarboxi)-1,7-bis(N-2-

antrilacetamida)-1,4,7-triazaheptano (11).

Para la sintesis y purificacion de este ligante se siguio la misma metodologia que para
(edtalmpy)H>. En la sintesis se usaron 271 mg (1.4 mmol) de 2-aminoantraceno y 200 mg
(0.56 mmol) de dtpa-da. Al final del proceso se obtuvo un producto de color café claro.
(0.352 g, 74.5%), p.f. 220-222 °C. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, TMS): & = 3.02 (t, 4H,
Ha), 3.10 (t, 4H, He), 3.53 (s, 4H, Ho), 3.55 (s, 4H, Hc), 7-8 (m, 18H, Har); MS (ESI): m/z
(9%):744.28 (100) [(M + H)*]; analisis elemental calc (%) para Ca2H41NsOs-4.5H,0: C, 61.15;

H, 6.10; N, 8.49, enc: C, 61.78; H, 5.48; N, 8.40.

2.2.2.5. Sintesis _de (ttha2an)Hs. 1,4,7, 10-tetra(metilencarboxi)-1,10-bis(N-2-

antrilacetamida)-1,4,7,10-tetraazadecano (12).

Para la sintesis de este ligante se utilizd la misma metodologia empleada para el ligante
(tthalpy)Has con unas pequefias modificaciones que se describen a continuacion. En este caso
se utilizaron (500 mg, 1.091 mmol) de ttha-da y 526 mg (2.72 mmol) de 2-aminoantraceno en
30 mL de DMF como medio de reaccion. Terminada la adicion se observé una solucion turbia,
la cual se filtro. La solucion se dejo reposar y después de 24 h se observo la presencia de un

precipitado. Este se colectd por filtracion y la parte liquida se concentré en un rotavapor. Las
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tres porciones se lavaron con acetona, se colocaron en un extractor Soxhleth utilizando
acetona como disolvente y por Gltimo se secaron a vacio. El ligante se encontro en las dos
primeras porciones sélidas. (0.725 g, 70.6 %). RMN de *H (400 MHz, D20, DSS): § = 2.724
(t, 4H, He), 2.769 (t, 4H, Hq), 2.847 (s, 4H, Ha), 3.232 (s, 8H, Hb¢), 3.282 (s, 4H, Hc), 6.949-
7.870 (m, 18H, Har); MS (ESI): m/z (%):843.3 [(M — H)7]; analisis elemental calc (%) para

CasHasN6010-0.125H20: C, 65.22; H, 5.83; N, 9.92, enc: C, 64.79; H, 5.91; N, 10.01.

2.3. Técnicas Utilizadas en la Caracterizacion de los ligantes.

Andlisis Elemental. El analisis elemental es una técnica instrumental utilizada para la
determinacion de los porcentajes de carbono, hidrdégeno y nitrégeno, en muestras en estado
solido y liquido. Se trata de una técnica destructiva, en la que tras pesar una cantidad de
muestra conocida entre 2 y 4 miligramos, se somete a una oxidacion térmica entre 1,600-
1,800 °C, en ambiente de oxigeno, con lo que se consigue la conversion total y cuantitativa de
los componentes en CO2 (carbono), H20 (hidrogeno) y N2 (nitrogeno), estos productos
gaseosos son arrastrados al modulo de separacidén donde se produce la adsorcion selectiva de
CO2 (columna de cobre), H2O (columna de plata), para ser separados unos de otros y ser
medidos por el detector de conductividad térmica de uno en uno, el primero en ser medido es
el Nitrogeno, que es el no retenido, y posteriormente se produce la desadsorcion térmica del
CO2 y por ultimo el H2O. Esta técnica es imprescindible para la determinacion de la pureza de
una muestra y por tanto es necesario, que esta, este libre de disolventes e impurezas que
variarian los porcentajes teoricos de carbono, hidrégeno y nitrégeno. Es ademas util para

confirmar la formula molecular de un compuesto.®
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El analisis elemental de los compuestos sintetizados en este trabajo se realizé en el

laboratorio Columbia Analytical Services en Tucson, Arizona, EUA

Espectrometria de Masas. La espectrometria de masas es una poderosa técnica microanalitica
usada para identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y
para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de compuestos
puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefias (pm) de muestra y obtener
informacidn caracteristica como el peso y algunas veces la estructura del analito.

En todos los casos, alguna forma de energia es transferida a las moléculas a analizar
para afectar la ionizacion. En la técnica clasica de impacto electronico (electron ionization El),
algunas de las moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos
ionizados, el patron de fragmentacion resultante asi como los iones residuales constituyen el
espectro de masas. En principio, el espectro de masas de cada compuesto es Unico y puede ser
usado como su “huella quimica” para caracterizar el analito.>®

En este trabajo, los espectros de masas se obtuvieron en el Departamento de Quimica

de la Universidad de Arizona.

Espectroscopia de Infrarrojo (IR). Esta técnica se fundamenta en la absorcion de radiacion IR
por las moléculas en vibracion. Una molécula absorberé la energia de un haz de luz infrarroja
cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se de una transicion
vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una determinada
manera debido a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja. Pueden distinguirse

dos categorias basicas de vibraciones: de tension y de flexion. Las vibraciones de tension son
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cambios en la distancia interatdbmica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos. Las
vibraciones de flexion estan originadas por cambios en el angulo que forman dos enlaces. De
esta forma, analizando cuales son las longitudes de onda que absorbe una sustancia en la zona
del infrarrojo, podemos obtener informacion acerca de las moléculas que componen dicha
sustancia. La espectroscopia infrarroja tiene su aplicacion mas inmediata en el analisis
cualitativo: deteccion de las moléculas presentes en el material.®

En este trabajo se utiliz6 esta técnica para confirmar la formacion de lor productos por
la aparicion de la banda originada por la flexion del grupo amida. Los espectros de infrarrojo
se obtuvieron en un espectrometro Perkin Elmer FT-IR SPECTRUM GX, utilizando KBr

como blanco.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear. Esta técnica espectroscopica puede
utilizarse solo para estudiar ndcleos atdbmicos con un nimero impar de protones o neutrones (o
de ambos). Esta situacion se da en los atomos de H, *C, °F y 3!P. En ausencia de campo
magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo cuando una muestra se
coloca en un campo magnético, los nudcleos con espin positivo se orientan en la misma
direccion del campo, en un estado de minima energia denominado estado de espin o, mientras
que los ndcleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo magnético,
en un estado de mayor energia denominado estado de espin .

Existen mas nucleos en el estado de espin o que en el B pero aunque la diferencia de
poblacién no es enorme si que es suficiente para establecer las bases de la espectroscopia de
RMN. Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente por

un pulso intenso de radiacion, los ntcleos en el estado de espin a son promovidos al estado de
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espin PB. Esta radiacion se encuentra en la region de las radiofrecuencias (rf) del espectro
electromagnético. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya
frecuencia depende de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin a y B. El
espectrometro de RMN detecta estas sefiales y las registra como una gréafica de frecuencias
frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN., %

Un espectro de resonancia magnetica nuclear de proton nos da informacion acerca del
namero, la naturaleza y el ambiente que rodea a los hidrégenos de una molécula. A partir de
esta informacion junto con otras técnicas analiticas se puede deducir frecuentemente la
estructura y conformacion de una molécula.

En este trabajo, el uso de esta técnica ayudo en la caracterizacion de los productos, asi
como para elucidar el sitio de protonacion. Los espectros de RMN de 'H se obtuvieron en un
espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear de 400 MHz marca Bruker modelo Avance

400. Los compuestos de disolvieron en DO 0 DMSO-de.

Espectroscopia de Absorcién Electronica (UV-Vis y Fluorescencia). La espectroscopia de
Ultravioleta-Visible es la mas antigua de las técnicas espectroscopicas y en algun tiempo fue
ampliamente utilizada para la determinacion de estructuras. Se basa en el andlisis de la
cantidad de radiacion electromagnética (en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y
visible) que puede absorber o transmitir una muestra en funcion de la concentracion del analito
presente. Todas las técnicas de absorcion suponen que cuando una radiacion incide sobre una
muestra se produce una absorcion parcial de esta radiacion, lo que hace que se produzca una

transicion entre los niveles energéticos de la sustancia: &tomo, molécula o i6n, X, pasando esta
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al estado excitado, X*, el resto de radiacion es transmitida. Asi analizando una u otra podemos
relacionar la cantidad de especie activa presente en la muestra.

Por otro lado, la fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son
excitadas por la absorcidn de radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan al
estado fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones. Una de las
caracteristicas mas atractivas de los métodos de fluorescencia es su sensibilidad inherente, la
cual es, con frecuencia, de uno a tres 6rdenes de magnitud mejor que las de la espectroscopia
de absorcion. No obstante, los métodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los
métodos de absorcion debido al numero relativamente limitado de sistemas quimicos que
pueden fluorescer. Por lo anterior es el método de eleccion para la deteccidon de analitos a
nivel molecular y supramolecular con una alta sensitividad, y selectividad.>® 4°

Para llevar a cabo los estudios del efecto del pH en los espectros de emision y de
excitacion de los compuestos de estudio, se empled un espectrofotémetro de luminiscencia de
la marca Perkin Elmer modelo LS50B. Los espectros de absorcion fueron obtenidos en
espectrofotometros de Ultravioleta-Visible marca Perkin-Elmer modelo LAMDA 20 para los

compuestos derivados de pireno y Agilent modelo 8453 para los derivados de antraceno.

Potenciometria. Se puede describir la potenciometria simplemente como la medicién de un
potencial en una celda electroquimica. Es el Gnico método electroquimico en el que se mide
directamente un potencial de equilibrio termodinamico y en el cual esencialmente no fluye
corriente neta. El instrumental necesario para las medidas potenciométricas comprende un

electrodo de referencia, un electrodo indicador y un dispositivo de medida de potencial.
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Durante mucho tiempo, se ha usado en la identificacion de puntos finales de
valoraciones y en estudios fundamentales para determinar constantes de equilibrio
termodinamicas como Ka, Ky y Kps. En los métodos mas recientes, las concentraciones ionicas
se miden directamente a partir del potencial de electrodos de membrana selectivos de iones.
Estos electrodos estan relativamente libres de interferencias y constituyen una forma rapida,
apropiada y no destructiva de determinacion cuantitativa de numerosos aniones y cationes de
importancia.*!

En este caso, las determinaciones de las constantes de protonacion por potenciometria
se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del

Estado de Morelos (CIQ-UAEM), en la ciudad de Cuernavaca, Morelos.

2.4. Mediciones Potenciométricas y Espectroscépicas

Potenciometria. Los compuestos analizados fueron (dtpalpy)Hs, (dtpalmpy)Hs, (tthalpy)Hasy

(tthalmpy)Hs (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Hs. Para ello se utilizd un titulador semiautomatico
marca SCHOTT TITRONIC BASIC el cual consiste de una bureta de 20 mL de capacidad y
una celda de titulacion cubierta por una chaqueta para mantener la temperatura constante. El
pH se midié con un potenciometro marca Thermo Orion, modelo 920A-plus equipado con un
electrodo de combinacion marca Orion 8102U. El electrodo se calibr6 como sensor de
protones titulando HCI 0.1 M con NaOH 0.1 M libre de CO>. El punto de equivalencia se
determind por el método de Gran, el cual dio un valor de pKw=14.00. Se prepararon
soluciones de los ligantes a una concentracién de 0.5 mM; para disolverlos se utilizd una

cantidad equimolar de NaOH 0.1 M. todas las titulaciones y calibraciones se llevaron a cabo
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en atmdsfera de nitrogeno a 25 + 0.1 °C, fuerza idnica 0.1 M (NaCl). Para estandarizar las
soluciones de NaOH y HCI se utilizaron biftalato de potasio y TRIS respectivamente como
estandares primarios. El analisis de los datos se llevd a cabo utilizando el programa
HYPERQUAD2006 v3.1.48. Los diagramas de distribucion de especies se calcularon con el
programa HYSS 2000. Para cada compuesto los logaritmos de las constantes de protonacion
(log Kp) se determinaron de tres titulaciones independientes. Debido a la baja solubilidad de
los compuestos a valores de pH acidos, se pudieron determinar de dos a cuatro constantes de
protonacién para cada compuesto, a pesar que la formula molecular indique mas protones
acidos.

RMN de 'H. Los estudios de desplazamiento quimico de protén en funcién del pD de los
ligantes se llevaron a cabo en D20 a concentraciones de 0.25 y 0.5 mmol Kg*, dependiendo
de la solubilidad del ligante, en el rango de pD de 13-8. Por debajo de este valor la solubilidad
de los compuestos es muy baja para llevar a cabo los experimentos en RMN. Se prepararon
dos soluciones stock adicionando una pequefia cantidad de NaCOsz a una suspension de los
ligantes en D20 conteniendo 0.01 % DSS (3—trimetilsilil-1—propanosulfonato de sodio) como
referencia interna. Posteriormente se ajustd el pD con una solucion diluida de HCI-d y
NaOH-d respectivamente. A partir de las soluciones stock se prepararon mezclas en diferentes
proporciones directamente en los tubo de RMN de tal forma que el peso de cada solucion fue
de 0.5 g. Los valores de pH de las soluciones se determinaron con un pH metro Marca
Corning Modelo 440 equipado con un electrodo de combinacién con referencia de Calomel

superdelgado y largo marca Aldrich. Los valores de pH se convirtieron a pD por la ecuacion,
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pD= pHmedido + 0.45.%? El ajuste de los datos se llevd a cabo mediante un programa basado en

Microsoft Excel® disefiado por M. Inoue. 43

Fluorescencia y Uv-Vis. Para realizar las mediciones de fluorescencia a diferente pH las

muestras se disolvieron en NaCl 0.01M y el pH se ajustd con NaOH y HCI 0.01M para
mantener la fuerza iénica constante. Con las soluciones acida y alcalina se hicieron mezclas

para cubrir todo el intervalo de pH.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo central de este trabajo es la sintesis de nuevos quimiosensores bis-
cromofdricos de pireno y antraceno y el estudio del efecto del pH en sus espectros de
absorcion y emision; asi como la comparacion de la basicidad de las aminas al modificar la
parte terminal de las cadenas poliaminopolicarboxilicas por la incorporacion de un grupo
metileno entre los anillos de pireno y el grupo amida para su posible aplicacion como sensores
de pH.

Diferentes autores han mostrado que la funcionalizacion de poliaminas y &cidos
poliaminopolicarboxilicos con distintos grupos alifaticos** > 0 aromaticos*® provocan cambios
en sus propiedades &cido-base. Estos cambios generalmente son monitoreados mediante
técnicas espectrométricas (fluorescencia, absorcion o RMN de *H) o potenciométricas.

En trabajos previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, se han
reportado compuestos derivados de los &cidos poliaminopolicarboxilicos edta y dtpa
conteniendo unidades aromaticas naftaleno,* 3¢ antraceno® y pireno® terminales.
Especialmente los derivados de pireno (edtalpy)H. y (dtpalpy)Hs (1 y 2, Esquema 1) han
mostrado interesantes propiedades fluorescentes a la variacion del pH como se menciond en la
seccion de antecedentes. Siguiendo con esta linea de investigacion y con el objetivo de
mejorar y explorar nuevas propiedades de esta clase de compuestos, en este trabajo se plante6
la sintesis de nueve nuevos ligantes (3-9 y 11-12, Esquema 1) nombrados como:
(edtalmpy)H., (dtpalmpy)Hs, (tthalpy)Hs, (tthalmpy)Hs, (edtalan)Hz, (dtpalan)Hs,
(tthalan)Hs , (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Hs. En este capitulo se muestran los resultados de la

caracterizacion y del estudio de las propiedades fluorescentes y acido-base de dichos
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compuestos. A partir de aqui, para mayor claridad los compuestos se nhombraran utilizando la

nomenclatura descriptiva.

3.1. Estudios Espectroscopicos de los Ligantes Derivados de Pireno.

3.1.1. Relacion de pKa y fluorescencia de (edtalmpy)Ho.

Debido a la buena respuesta de Ir vs pH que mostrd el ligante (edtalpy)H2 en la region
de pH entre 7-9 aproximadamente y en la busqueda de nuevos y méas versatiles perfiles de
respuesta vs la ventana de pH, asi como el incremento en el rendimiento cuéntico de este tipo
de quimiosensores, se planed alargar la cadena de interconexion, manteniendo el tipo de
unidad quelante (edta), con la introduccion de un puente metileno entre los grupos pireno y los
grupos amida. Con esta modificacion estructural se espera también incrementar el rendimiento
cuéntico fluorescente de la molécula, ya que se cancela la influencia directa del grupo amida
sobre la unidad indicadora.*’

La reaccion entre edta dianhidrido y 1-aminometilpireno dio un producto de adicién
1:2 abreviado como (edtalmpy)H2. El ligante se obtuvo con un rendimiento del 45% como un
material policristalino color amarillo palido con p.f. 253-255 °C. El compuesto en su forma
acida es insoluble en agua y soluble en disolventes polares apréticos como DMSO y DMF.
En su forma ionizada (edtalmpy)? el ligante presentd solubilidad en agua de alrededor de 0.1
mM, lo que permitié llevar a cabo sin problemas los estudios espectroscopicos (UV-Vis y
fluorescencia), aunque no fue posible realizar estudios por potenciometria ni RMN a diferente

pD en solucion acuosa.
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El estudio realizado por fluorescencia muestra que en medio alcalino el ligante
presenta una banda ancha e intensa a 490 nm la cual se atribuye a excimero de pireno y un
grupo de bandas mas estructuradas entre 370 y 420 nm las cuales son asignadas a la emision
de monomero de pireno. La disminucidon gradual de pH provoca una disminucién de la
intensidad de emision tanto de mondémero como de excimero tal como sucedié con el ligante
(edtalpy)Hz, pero el perfil de Ir vs pH es diferente (Figura 14). La emision de excimero en
medio alcalino se favorece probablemente debido a la libertad de la molécula para adoptar una
conformacién adecuada que permita el acercamiento de las unidades pireno y la formacion del
dimero.

La relacion de intensidades excimero-monomero le/lm a pH=11.5es de 0.45y decrece
al disminuir el pH hasta un valor menor que 0.1 en dos etapas: la primera en la region de pH
entre 12 y 10 y la segunda entre pH 10 y 6, aproximadamente. EI primer cambio en la
intensidad de emisidn que se observa en la region de pH mas alto (10<pH<12) es similar al
observado previamente para (edtalpy)H. y se atribuye a efectos electrénicos que ocurren en el
grupo amida. Estos seran abordados mas adelante en esta discusion. La segunda disminucion
de intensidad se asume que esta relacionada al equilibrio de protonacién-desprotonacion en los
grupos amino de (edtalmpy)H2, tal como se reportd previamente para el compuesto
(edtalpy)H2. Como se mencioné en el parrafo anterior, el ligante (edtalmpy)H2 no fue lo
suficientemente soluble como para llevar a cabo estudios en solucién acuosa por resonancia y
potenciometria, por lo que se dificulta elucidar la secuencia de protonacién. Sin embargo, los
ligantes andlogos derivados de edta y 1- y 2-aminometilnaftaleno (edtalmnap)H> y

(edta2mnap)H2 previamente reportados por nuestro grupo, son lo suficientemente solubles en
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agua como para hacer las mediciones en RMN de *H.% El estudio de RMN de *H mostré que
la primera protonacion en especies L2~ ocurre en el nitrogeno amino de la cadena edta para
formar la especie LH~ con un valor de log pKa de 6.78 para (edtalmnap)H2 y 7.74 para
(edta2mnap)H2 y la segunda protonacion ocurre en los oxigenos de los carboxilatos a valores
de pD menores de 5 para formar las especies LH>. Tomando en cuenta que la unidad de
interconexion en los ligantes derivados de naftaleno (edtalmnap)H. y (edta2mnap)H: es
idéntica a la de (edtalmpy)H2 puede razonablemente asumirse que en este ultimo la primera
protonacién ocurre en el atomo de nitrégeno de la amina para formar (edtalmpy)H- y provoca
el cambio en la intensidad de fluorescencia que se observa a pH~7.5. De igual manera, se
asume que la segunda protonacién ocurre en el oxigeno del grupo carboxilato para formar la
especie (edtalmpy)H. a valores de pH<5, pero en esa region no se observan cambios
espectrales notables que permitan predecir por simple inspeccion el valor de pKa (Figura 14).
Para calcular las constantes de protonacion por fluorescencia se utilizé un programa
desarrollado por M. Inoue basado en Microsoft Excel® que utiliza ajustes por minimos
cuadrados no lineales.”® Este programa funciona adecuadamente para técnicas
espectrométricas como RMN de H, Uv-vis y fluorescencia. En principio, dicho programa
funciona con base en la Ecuacién 1, donde solamente se consideran las especies principales,

que en el caso de (edtalmpy)Hz son: LH,, LH~y L2

oy + X 5,107
1+ YB,10 mpH

(1)

n)-

Donde Iy es la intensidad inherente en LHn(2 , Y B, €s la constante de protonacion

total, log 5, = X log K,,,.
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Figura 14. Espectros de emision de (edtalmpy)H2 normalizados tomados a diferentes valores
de pH, Aexc=342 nm, [L]= 1x10-° M. En el recuadro se observa la relacion de intensidades
excimero-monémero lIe/lm en funcién del pH (cuadros) y el ajuste obtenido con base en la
Ecuacion 3 (linea sélida).

Al realizar el ajuste de los datos de fluorescencia (Ir vs pH) del ligante (edtalmpy)H>
con esta ecuacion no fue posible explicar los cambios ocurridos en la region muy alcalina
(pH>11) debido a que hay una caida rapida de Ir que no corresponde a ningin proceso de
protonacion. En esta region de pH solo debe existir la forma totalmente desprotonada
dianionica (edtalmpy)? ya que se descarta un posible proceso de protonacion—desprotonacion
del grupo amida debido a que el pKa de estos grupos es tipicamente mas alto (~14).4° Con
base en lo anterior, puede asumirse que el efecto observado a pH alto podria estar relacionado

con cambios electrénicos en el grupo amida provocados por el medio fuertemente alcalino.
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Para este compuesto se propuso que las especies totalmente desprotonadas (edtalmpy)?
tienen dos estados, L.~y Ly>~ cuyas intensidades de emision son diferentes unas de otras. La
interconversion de L.~ a Lp>~ explica la disminucion de la intensidad de emision en la region

de pH alcalino. La fraccion mol de Ly* esta dado por:

_ Kgp10PH
P71 +K,,10pPH

(2)

Donde, Ka» = [Lb ]/[La], €s una constante relacionada a la interconversion entre los estados

La>"y Ly?~. Si incluimos estos estados en la Eq. (1), quedaria asi:

_ (op * Kap - 10P" + Iyq + X 1y - B, - 1077PH)
B (K, - 10PH + 1 + Y B, - 10-1PH)

(3)

lon Y loa SON las intensidades inherentes en Ly~ y La>-, respectivamente. Con esta modificacion
se pudo ajustar satisfactoriamente la curva de Ir vs pH y se determinaron LogKap y LogKp:
(Tabla 1). En el rango de pH de 3-6 no se observa ningin cambio en la intensidad de
fluorescencia donde se espera la aparicion de la especie (edtalmpy)H., por lo tanto no se pudo
determinar el valor de log Kp2 por esta técnica. Por otro lado, el cambio en la intensidad a
pH<3 da un valor de log Kp~0.1, el cual es muy bajo comparado con los valores esperados
para la protonacién de los grupos carboxilatos (log Kp ~3) de tal forma que la protonacion de
estos grupos no causan ningun efecto en la intensidad de emisién y el cambio observado en la
regién mas acida (pH<3) es causado por la tercera protonacion para dar la especie LH3".

Las propiedades fluorescentes de (edtalmpy)H> y su dependencia con el pH son

significativamente diferentes a las del ligante (edtalpy)H: previamente reportado (Fig. 12). 2
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Tabla 1. Logaritmos de las constantes de protonacion determinadas por fluorescencia
(paréntesis) y la intensidad de fluorescencia relativa inherente en cada especie con referencia a

la intensidad de las especies LH?

L Lo La LH LH> LHs LH4 LHs
(logKw)  (logKpz)  (logKpz)  (logKps)  (logKpa) (logKps)
(edtalpy)H: 590 244 1 - - - -
(-12.3)  (8.19) nd® - - -
(edtalmpy)H: ~14000 2.05 1 - ~120 - --
(—-14.6)  (7.43) nd® (~0.1) - -
(dtpalpy)Hs 3 0.4 1 0.1 -- - -
(-12.5)  (9.28) (6.32) ndP nd® -
(dtpalmpy)Hs nd° 8 1 2 1 0.01 --
- - (10.17)  (5.85) (5.09) (2.91) -
(tthalpy)H, 4 0.02 1 0.6 0.2 0.4 <0.001
- (-11.0)  (10.29)  (6.86) (5.38) (5.06) (1.8)
(tthalmpy)H4 30 3 1 0.6 - -- 0.2
-- (-12.5)  (10.02) (6.66) nd® nd® 2.7)

2L as cargas son omitidas para mayor claridad.

"No determinada debido a un cambio muy pequefio en fluorescencia en el rango de pH

correspondiente.
©No se detectd la conversion entre L, and Ly

La adicion de los grupos CH2 entre los grupos amida y pireno en (edtalmpy)H:

modificaron las propiedades acido base de la cadena edta, en relacién al compuesto analogo

(edtalpy)H.. La primera protonacion en la especie (edtalmpy)> ocurre a una unidad de pH

menor que en la especie analoga (edtalpy)?. De los ajustes de las curvas de Ie vs pH con la

Ecuacion 3 se obtuvieron los siguientes valores de logKp1=7.43 para (edtalmpy)H. y 8.19 para

(edtalpy)H2 (Figura 12 y Tabla 1). Lo anterior sugiere una menor basicidad de los nitrégenos

amina en el derivado reportado en este trabajo. Por otro lado, la relacion de intensidades
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excimero—monomero le/lm para (edtalpy)H. en medio basico alcanza valores muy altos de
aproximadamente 5, y para (edtalmpy)H2 el méximo valor observado de Ie/Im es solo 0.5.
Para explicar de manera mas completa las propiedades fluorescentes del ligante
(edtalmpy)H. se tomaron los espectros de excitacion a 480 nm (correspondiente al pico
maximo de emision de excimero) y 375 nm (pico de emision maximo de mondmero) a
diferentes valores de pH (Figura 15). Este estudio permite elucidar aspectos relacionados con
la dindmica de este tipo de moléculas en solucion, tanto en estado basal como excitado.
Cuando los grupos pireno estan preasociados en el estado basal forman lo que se denominan
excimeros estaticos. Este tipo de excimero generalmente presenta espectros de excitacion y
absorcion poco estructurados debido a la cercania de los grupos pireno y algunas veces
acompariados por un pequefio desplazamiento hacia el rojo con respecto a los de pireno
molecularmente diluido. Adicionalmente, los espectros de excitacion monitoreados a la
longitud de onda de emision de excimero son ensanchados y presentan un desplazamiento al
rojo comparados con los espectros monitoreados por la banda de monémero.>® Como se puede
ver en la Figura 15, el grupo de bandas relacionadas a la emisién de excimero estan
ensanchadas y exhiben un desplazamiento de casi 5 nm hacia el rojo comparado con los de
emisién de monomero en la regién de 250 a 350 nm. Sin embargo, tanto el desplazamiento
hacia el rojo como el ensanchamiento son menos pronunciados que los observados para
(edtalpy)H2 (Figura Al en Anexos), lo cual indica que la conformacion en el estado basal de
(edtalmpy)H. es menos favorable para la formacién de un excimero estdtico que para

(edtalpy)H2. Por otro lado, las bandas de absorcion de edtalmpy en solucién a diferentes
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valores de pH son mas estructuras (Figura 16) que para el caso de (edtalpy)H: (Figura A2,

Anexos), por lo que este resultado es congruente con lo obtenido por fluorescencia.

10}

Intensidad (u.a.)

Figura 15. Espectros de excitacion de (edtalmpy)H2 observado para las bandas de emision a
375 nm (lineas punteadas) y 480 nm (lineas continuas) en solucién acuosa a diferentes valores
de pH; los valores de pH son 11.5, 11.4, 11.3, 11.0, 10.3, 9.5, 8.19 y 6.2 de arriba hacia abajo
para cada grupo de espectros. [L]= 1x10-° M, en cada grupo de espectros, las intensidades
estan normalizadas al pico més alto del espectro més intenso.
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Figura 16. Espectros de absorcion del ligante (edtalmpy)H> a diferentes valores de pH,
[L]=5%10-° M

Con el fin de complementar lo establecido por fluorescencia, con la colaboracion del
Dr. Mario Sanchez del Centro de Investigacion en Materiales Avanzados (CIMAYV) se realiz6
la optimizacion de la geometria para las especies totalmente desprotonadas de (edtalmpy)Hz y
(edtalpy)H: las cuales se muestran en la

Figura 17. Las estructuras en este trabajo fueron optimizadas con restriccion de
geometria (C2), ambas con carga -2 y con multiplicidad 1 en el programa Gaussian 03. El
método utilizado en todas las estructuras fue el B3LYP/6-31G(d). Las estructuras fueron
caracterizadas al mismo nivel de teoria calculando sus respectivas frecuencias vibracionales.
Todas las frecuencias en ambas estructuras son positivas demostrando que son minimos

verdaderos.
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En la especie (edtalpy)? los planos de los anillos se encuentran alineados de forma
casi paralela con un angulo de 5° y una distancia de 3.8 A entre los carbonos més cercanos del
centro de los anillos. Esta orientacion explica la formacién del excimero estatico en el estado
basal, como se sugirio de los espectros de excitacion. Por otro lado, para la especie
(edtalmpy)? los anillos de pireno forman un angulo de 17.5° y a una distancia de 10.6 A del
centro del anillo. Aunque en medio acuoso los anillos altamente hidrofobicos pueden
acercarse, para este ligante la distancia es mayor que en (edtalpy)H> como para formar
excimero estatico. Para conocer mejor la reactividad de ambas estructuras, se graficaron los
orbitales moleculares HOMO y LUMO, los cuales se muestran en la Figura A3. Estos estudios

son concluyentes como se elucid6 de los espectros de emision y excitacion.

Figura 17. Estructuras optimizadas para las especies L> de (edtalpy)H. (izquierda) y
(edtalmpy)H- (derecha) por el método B3LYP/6-31G(d).

Los resultados anteriores nos motivaron a seguir explorando el efecto del alargamiento

de la cadena de interconexion en las propiedades fluorescentes de esta clase de compuestos.
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Como se discute en la seccion 1.6.2, el ligante (dtpalpy)Hs reportado previamente por nuestro
grupo, mostro un novedoso perfil de Ir vs pH tipo “off-on-off-on-off”. La estrategia siguiente
fue incrementar la longitud de la cadena de interconexion tipo dtpa mediante la introduccion
de un puente metileno entre los grupos pireno y los grupos amida para obtener el compuesto
(dtpalmpy)Hsz. Como sucedio con los derivados de edta, se espera que con esta modificacion
se modifiquen las propiedades fluorescentes del compuesto en solucion a diferente pH. En la
siguiente seccion se analizaran los resultados de la caracterizacion espectroscépica del ligante
(dtpalmpy)Hs y se compararan con las del compuesto analogo (dtpalpy)Hs reportado

anteriormente.

3.1.2. Relacion de pKay fluorescencia de (dtpalmpy)Hs.

El ligante (dtpalmpy)Hz se obtuvo como un polvo color amarillo claro con un
rendimiento del 60% y punto de fusion de 185-187 °C. El compuesto es soluble en
disolventes polares apréticos como DMF y DMSO y proticos como etanol y agua (tabla Al,

Anexos). Como se esperaba, (dtpalmpy)Hsz presentd6 mayor solubilidad en agua que

(edtalmpy)H2 (~ 0.5 mmol-Kg?) en soluciones alcalinas, probablemente debido al mayor
namero de unidades hidrofilicas que constituyen la cadena dtpa. Esta solubilidad permiti6
realizar los estudios por resonancia magnética nuclear de protén y potenciometria en solucion
acuosa. La titulacion potenciométrica pudo realizarse hasta un pH~5, lo que permitio
determinar la primera y segunda constantes de protonacion: LogKp: = 9.95, logKp2 = 6.04

(Tabla 2).
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El espectro de fluorescencia del compuesto (dtpalmpy)Hs presenta la emision de
monomero y excimero de pireno que tipicamente han presentado los derivados
biscromofdricos sintetizados por nuestro grupo. Sin embargo la relacién de intensidades
excimero/monomero y su dependencia del pH son diferentes a las de los derivados

presentados anteriormente en esta discusion.

Tabla 2. Logaritmos de las constantes de protonacién de los compuestos derivados de pireno
determinadas por potenciometria en solucion de NaCl 0.1 M a 298 K.

Reaccion 2
L
H+L=HL H+HL=HL H+HL=HsL H+HsL=HdL
(dtpalpy)Hs 9.21+0.01 5.35+0.04 4.62+0.03 nd 2
(dtpalmpy)Hs 9.95+0.02 6.04+0.08 nd P Nd ®
(tthalpy)Has 9.75+0.02 6.75+0.02 5.29+0.02 4.68+0.02
(tthalmpy)Ha 10.24+0.03 6.82+0.05 4.99+0.07 4.12+0.1

& Las cargas se omitieron para mayor claridad.
b No se pudo determinar debido a la baja solubilidad en el rango de pH correspondiente.

A pH =11, el espectro de emision de (dtpalmpy)Hz mostro una banda ancha e intensa
centrada en los 484 nm la cual es atribuida a excimeros de pireno. Ademas, entre 379 y 395
nm, se aprecia un grupo de bandas estructuradas las cuales corresponden a la emision de
monomero de pireno (

Figura 18). Al disminuir el pH del medio, la intensidad de emision en todo el intervalo
de longitudes de onda disminuye gradualmente. Este efecto es mas pronunciado en la regién

de emision de excimero.
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En la parte inferior de la Figura 19 se grafica la relaciéon Ie/lm en funcion pH y se
compara, por un lado, con la distribucién de especies de (dtpalmpy)Hs obtenida a partir de las
constantes de protonacion determinadas por potenciometria (lineas solidas en la Figura 19).
Como se puede observar, la disminucion en la intensidad de emision en el intervalo 9<pH<12
coincide con la desaparicion de la especie L3 y la aparicion de la especie LH>. De igual
manera, el incremento de intensidad en el intervalo 5<pH<7 coincide con la aparicion de la
especie LH>~. Los cambios subsecuentes en la intensidad de emision (2<pH<5) no pudieron
ser explicados por la potenciometria en virtud de que ésta, como se indico anteriormente, solo

pudo realizarse hasta pH=5.

HOOC COOH
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HI}I N N N I}IH

CH, k CH,

O e S
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Intensidad (u.a.)
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Figura 18. Espectros de emision de (dptalmpy)Hs en solucion acuosa, tomados a diferentes
valores de pH. Las intensidades estdn normalizadas al pico maximo del espectro mas intenso.
Lexc=342 nm, [L]= 1x10° M.
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Debido a lo anterior y con el proposito de explicar el perfil completo de intensidad de
fluorescencia de (dtpalmpy)Hs se realiz6 el ajuste de la curva de Ir vs pH. A diferencia de
(edtalmpy)H,, la especie totalmente desprotonada (dtpalmpy)®- que existe en medio
fuertemente alcalino (pH>11) no muestra interconversion entre los estados La y Ly, por lo que
el ajuste de la curva pudo realizarse con la Ecuacion 1. Los valores de pKa obtenidos fueron:
log Kpi= 10.17, log Kpo= 5.85, log Kps= 5.09 y log Kps= 2.91 (Tabla 1), con los cuales se

determinaron las curvas de distribucion de especies (lineas punteadas en la Figura 19).

pD

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 1 1 1 1 1 1 1 1 | HOOC COOH

0 b O
ArM H/ \ /e a\(/C 2
HIII N N N NH

|
CH, dk CH,
COOH

OO (dtpalmpy)H; ,O

\
T \W T

w
o
T
© D O

Fraccion molar de especies

Figura 19. Abajo: Fraccion mol de especies de (dtpalmpy)Hs obtenidos por potenciometria
(lineas sdlidas) y fluorescencia (lineas punteadas) y relacién Ig/lm en funcién del pH (circulos:
experimental; linea: ajuste teodrico). Arriba: Desplazamientos quimicos de protones de
(dtpalmpy)Hzen funcion del pD. Ver las etiquetas de los protones en el Esquema |.
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Las primeras dos constantes muestran una excelente congruencia con las obtenidas por
potenciometria, lo cual se refleja en las curvas de distribucion de especies. Por otro lado, con
la determinacion de la tercera y cuarta constantes de protonacion fue posible explicar los
cambios de intensidad en la region acida (pH<5).

El perfil de intensidades de (dtpalmpy)Hs contrasta con el de (dtpalpy)Hs en el cual la
intensidad de la banda de excimero alcanzé un maximo a pH 8 aproximadamente (Figura 13).
Los estudios potenciométricos realizados en este trabajo al ligante (dtpalpy)Hs arrojaron los
siguientes valores de las constantes de protonacion: log Kpi= 9.21, log Kpo=5.35 y log Kps=
4.62 (Tabla 2). Los diagramas de especies de (dtpalpy)Hs (Figura 20) calculados a partir de
estas constantes muestran que a pH=8 existe casi exclusivamente (>90%) la especie
monoprotonada (dtpalpy)H?~. De acuerdo con los estudios de RMN de 'H a diferente pD
llevados a cabo con (dtpalpy)Hs la primera protonacion ocurre principalmente en el nitrégeno
amino central de la cadena dtpa. 2 Con base en los resultados de dicho estudio se propuso que
la fuerte emision de excimero de la especie (dtpalpy)H?~ se debe a la formacion de un puente
de hidrogeno intramolecular que favorece el acercamiento de los grupos pireno (Figura A4 en
Anexos).

Como ocurrio en el caso de (dtpalpy)Hs, los estudios potenciométricos de
(dtpalmpy)Hs muestran que a pH=8 se forma predominantemente a especie (dtpalmpy)H?>
(Figura 19). Aun cuando puede suponerse que la protonacion ocurre en el nitrogeno central,
es necesario establecer por RMN el sitio exacto, ya que existen reportes en la literatura de
derivados dtpa—bisamida que indican que la funcionalizacion de la cadena dtpa cambia la

basicidad de los atomos de nitrgeno.* Por ello, en este trabajo se realizo un estudio de RMN
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de 'H de (dtpalmpy)Hs a diferentes valores de pD. Las mediciones solo pudieron realizarse
hasta un pD~8 debido a que por debajo de este valor, a la concentracion requerida para el
estudio, el ligante precipita. En la parte superior de la Figura 19 se observa los
desplazamientos quimicos de protén en funcion del pD. Los desplazamientos de los protones b
y ¢ practicamente no cambian en todo el rango de pD estudiado. En contraste, los protones d y
e se desplazan simultanea y significativamente a campo bajo en la region de pD de 9 a 11.5
aproximadamente. El proton a presenta un desplazamiento ligeramente menor a campo bajo
con respecto a los protones d y e. Estos resultados sugieren que la primera protonacion ocurre
principalmente en el atomo de nitrégeno central, tal como ocurri6 con (dtpalpy)Hs y
concuerdan con lo reportado por otros investigadores.3” 4% Durante la titulacion solo se pudo
seguir una sefial correspondiente a los protones aromaticos. Esta sefial se desplaza a campo
alto a medida que el pD disminuye. Del ajuste de las curvas de & vs pD se determind una
constante de protonacién en D20 dando un valor de log Kp1=10.3, el cual es mayor que el
reportado para (dtpalpy)Hs (log Kpi1=10.00). % La relacion de desplazamientos quimicos,
Ad(b)/ Ad(d), 0.04/0.70 para (dtpalmpy)Hz es muy pequefia comparada a 0.11/0.70 de
(dtpalpy)Hs. Debido a que Ad(j) es proporcional a la poblacion en protones en el atomo de
nitrégeno enlazado a CH(j), los valores de Ad(b)/ Ad(b), muestran que la protonacion en las
especies LH? estd concentrada en el 4tomo de nitrdgeno central en mayor proporcion en
(dtpalmpy)Hz que en (dtpalpy)Hsz. La insercion de un espaciador CH», incrementa la
basicidad del nitrégeno central, lo cual puede ser uno de los factores que controlan la

conformacion de la cadena de interconexion.

55



Se adquirieron los espectros de excitacion de (dtpalmpy)Hs a las longitudes de onda de
emisién de excimero (480 nm) y de mondmero (375 nm) respectivamente, a diferentes valores
de pH (Figura 21). Las dependencias de las intensidades respecto al pH en los espectros de
excitacion correlacionan con las observadas en los espectros de emision. Los patrones
espectrales de las dos series de espectros son claramente diferentes unos de otros. La
diferencia es pronunciada en la regién de 250 a 350 nm. Las bandas relacionadas al excimero
experimentan un ligero desplazamiento hacia el rojo y son mas ensanchadas con respecto a las
bandas relacionadas al mondmero. Estos hallazgos indican que probablemente la emision a
480 nm se debe a un excimero estatico formado como resultado de la preorganizacién de la
conformacion en el estado basal.>° Los espectros de absorcion no muestran una clara evidencia

de la preasociacion (Figura A5, Anexos)
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Figura 20. Intensidad de emision de excimero Ie (cuadros) de (dtpalpy)Hs en funcion del pH'y
la fraccion mol de especies determinadas por potenciometria (lineas solidas) y fluorescencia
(lineas punteadas). La linea punteada es el mejor ajuste obtenido de la Ec. (3). Los valores de
log Kp se muestran en las Tablas 1y 2.
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Figura 21. Espectros de excitacion de (dtpalmpy)Hs observado para las bandas de emisién a

375 (lineas punteadas) y 480 nm (lineas continuas) en solucion acuosa a diferentes valores de
pH. [L]= 110 M.

De acuerdo con los resultados de los estudios por RMN de H, fluorescencia y
potenciometria, se puede proponer un esquema de protonacién y cambios conformacionales
para (dtpalmpy)Hs el cual se muestra en la Figura 22. En medio alcalino (pH>10), donde
predomina la especie (dtpalmpy)®, las unidades pireno se encuentran cercanas lo que facilita
la formacion de excimero. A medida que disminuye el pH, aparece la especie (dtpalmpy)H?>
y con ello el proton que se adiciona al grupo amino central provoca un cambio conformacional
por intercambio de protén por lo cual las unidades aromaéticas se separan. Al formarse la
especie (dtpalmpy)H.~ la cadena de interconexion se vuelve mas rigida y las unidades
aromaticas vuelven a acercarse aunque en menor medida que en la especie totalmente

desprotonada (dtpalmpy)®-. Estas diferencias en la dependencia de la fluorescencia con el pH
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para (dtpalpy)Hs y (dtpalmpy)Hs es un claro ejemplo del importante rol de la cadena de

interconexion en las propiedades fluorescentes de estos bicromoforos de pireno.
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Figura 22. Esquemas de protonacion y los cambios conformacionales propuestos para
(dtpalmpy)Ha,—3*". El puente de hidrégeno en la especie (dtpalmpy)H?- dificulta la formacion
de excimero en el estado excitado.

Hasta este punto, los resultados de la caracterizacion espectroscopica de los ligantes
(edtalpy)H2 y (dtpalpy)Hs, reportados en trabajos previos por nuestro grupo de investigacion,
asi como de (edtalmpy)H. vy (dtpalmpy)Hs sintetizados en este trabajo, han mostrado que
todos estos compuestos tienen propiedades de interés para aplicacion en area de sensores
moleculares. Continuando con esta estrategia de investigacion y con la firme idea de obtener
novedosos prototipos que funcionen como sensores de pH, se disefid un nuevo ligante
denominado (tthalpy)Hs que pertenece a esta misma clase de compuestos. Se espera que al
tener una cadena de interconexién mas larga y un mayor nimero de sitios protonables el

compuestos presente una mayor flexibilidad y perfiles de Ir vs pH claramente diferentes a los

58



ligantes descritos anteriormente. A continuacion se describen los resultados de la sintesis y

caracterizacion del ligante (tthalpy)Ha

3.1.3. Relacion de pKay fluorescencia de (tthalpy)Ha.

La reaccion entre el ttha dianhidrido y 1-aminopireno dio un producto de adicion 1:2
nombrado como (tthalpy)Ha. Este ligante se obtuvo como un polvo color verde claro, con un
rendimiento de 45.3 %, soluble en disolventes organicos como DMF, DMSO vy etanol. En su
forma totalmente ionizada L*-, el compuesto es soluble en agua en una concentracion de ~0.5
mM. A pesar de poseer una cadena de interconexion mas larga con relacion a los derivados
anteriores, aun es capaz de formar excimero en medio basico probablemente debido a la
flexibilidad de la cadena. En la Figura 23 se muestran los espectros de emision a diferentes
valores de pH. La solucion alcalina exhibe una intensa banda ancha situada a 487 nm
asignable a excimero de pireno y un grupo de bandas con estructura vibracional entre 393 y
414 nm caracteristicas de pireno monomeérico. En la Figura 25 se muestra la grafica de la
intensidad de fluorescencia tomada a 500 nm contra pH. Ademas de la distribucion de las
fracciones molares de las diferentes especies de (tthalpy)Hs calculadas de las constantes de
protonacion determinadas por fluorescencia y potenciometria. Los valores de Kp obtenidos
por estas técnicas se muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente. La relacion de
intensidades Ie/Im es casi 5 a pH=11.4 y disminuye a medida que el pH decrece hasta le/lm
=1 a pH=10. Esta caida de la fluorescencia corresponde a la respuesta del grupo amida a
cambios en el medio. Una disminucion adicional en el pH, hace que incremente la relacion de

emision Ie/lm vs pH alcanzando un nuevo méximo a pH~8. El primero y segundo maximo en
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el perfil Ie/lm vs pH correlaciona con la existencia de las especies (tthalpy)* y (tthalpy)H*-.
Del ajuste de la curva de intensidad en funcion del pH con la Ecuacién 3, se obtuvieron seis
constantes de protonacion (Tabla 1).

El comportamiento de este ligante dio un novedoso perfil de Ir vs pH tipo “on-off-on-
off-on off”. A nuestro conocimiento, este tipo de perfil no se ha visto con ningiin compuesto

reportado en la literatura, por lo que aqui radica la importancia de la modificacion de la cadena

de interconexion.
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Figura 23. Espectros de emisién de (tthalpy)Has normalizados tomados a diferentes valores de
PH, Aexc=342 nm, [L]= 1x10° M.

Los espectros de excitacion monitoreados a la longitud de onda de excimero (480 nm)
y a la emision de mondmero (375 nm) muestran una clara diferencia en la region de 200—-250
nm; los espectros relacionados a la emision de excimero muestran una banda centrada en los
241 nm mientras que la banda correspondiente a la emision de monémero se encuentra a 217

nm (Figura 24). Este gran desplazamiento de 24 nm hacia el rojo de la banda de los espectros
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correpondientes a la emision de excimero es evidencia que la banda de emision a 480 nm es
debido a un excimero estatico formado en el estado basal. Este resultado es congruente con lo

obtenido por Uv-vis donde las bandas estan ensanchadas en todo el intervalo de pH estudiado.

Intensidad (u.a.)

Figura 24. Espectros de Excitacion de (tthalpy)Has observados para las bandas de emision a
375 nm (lineas punteadas) y 480 nm (lineas solidas) en solucion acuosa a diferentes valores
de pH; el pH es 11.4, 11.0, 8.5, 10.0, 6.0 and 5.0 de arriba hacia abajo para ambos grupos de
espectros. La concentracion es 1x10° M. en cada grupo de espectros, las intensidades estan
normalizadas al pico mas alto del espectro mas Intenso.

La solubilidad de este ligante permitio realizar un estudio mediante RMN de H para
conocer el sitio de protonacion. La primera constante de protonacion obtenida por este método
fue Log Kp1=10.7. En la parte superior de la Figura 25 se observa que las sefales de los
protones d, e y f, son los que se desplazan en mayor medida y simultdneamente hacia campo
bajo. Estas sefiales corresponden a los grupos metileno unidos directamente a los nitrégenos

amino centrales del ligante y, por lo tanto, el desplazamiento indica que la primera
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protonacién ocurre sobre dichos atomos. Estos resultados son congruentes con los obtenidos

por Achour B. et al. con el ligante ttha-bis(butenamida).®’
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Figura 25. Fraccion molar de especies de (tthalpy)H. obtenidas por potenciometria (lineas
punteadas) y fluorescencia (lineas continuas) y relacion Ig/lm en funcion del pH (circulos).
Arriba la dependencia de pD de los desplazamientos quimicos de (tthalpy)Has. Para ver la
etiqueta de los protones ver el Esquema I.

A pesar de que por limitaciones de solubilidad a valores mas bajos de pD, no fue

posible establecer mediante RMN el sitio exacto de la segunda protonacion, con base en

trabajos previos realizados por otros autores con ligantes analogos derivados de ttha, se asume

que ésta ocurre predominantemente en las aminas terminales de la cadena ttha para formar la

especie LHZ~, 24 34,36
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La Gltima estrategia abordada en esta seccion del trabajo es la modificacion del ligante
(tthalpy)Has por la incorporacion del grupo metileno entre los grupos amida y las unidades
pireno, tal como se realizé con los derivados descritos anteriormente. Esta modificacion dio un
comportamiento novedoso, diferente a (tthalpy)Hs donde se pudo observar por RMN de H
claramente un cambio conformacional influenciado por el pH, los cuales concuerdan con los
cambios observados por fluorescencia. En la siguiente seccion se discutiran los resultados

obtenidos con el ligante (tthalmpy)Ha.

3.1.4. Relacion de pKay fluorescencia de (tthalmpy)Ha.

La reaccion entre el ttha dianhidrido y 1-aminometilpireno dio un producto de adicién
1:2 denominado (tthalmpy)Has de color café claro, con un rendimiento del 13 %. Este bajo
rendimiento se debid a que este ligante se purificd por precipitacion, como se describe en la
seccion experimental, y no es posible recuperar todo el compuesto ya que una parte ain queda
soluble en la solucion acida (pH~4).

Este ligante presentd una solubilidad de ~1 mM en su forma totalmente desprotonada
(tthalmpy)*- la cual es mayor a la de los derivados anteriores. Al igual que los otros
compuestos, también es soluble en diferentes solventes orgénicos.

Por medio de estudios potenciométricos, se pudieron determinar cuatro constantes de
protonacion, (log Kp1=10.24 logKp=6.82, logKp3=4.99, logKps=4.12). Estos valores
correlacionan muy bien con las constantes obtenidas por fluorescencia (Tabla 2).

El espectro de emision de este compuesto en medio alcalino, exhibe bandas de

monomero y excimero a las mismas longitudes de onda observadas para los otros derivados de
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pireno, sin embargo la razon de intensidades lIe/lm y su dependencia del pH son distintas a las
de los demas compuestos, en particular a las de su analogo (tthalpy)Hs (Figura 26). La
relacion de intensidades Ie/Im fue de 1.4 a pH=11.6 y disminuye a medida que el pH decrece
hasta llegar a un valor de Ie/Im=0.02 a pH=8 (ver recuadro de la Figura 26), mientras que para
(tthalpy)Hs en medio alcalino alcanzé un valor de ~5. La baja emision de excimero se
atribuy6 a la débil interaccién de los grupos pireno en esta region de pH. De hecho, los
espectros de excitacion correspondientes a la emision de excimero son casi idénticos a los
espectros de excitacion monitoreados a la emisién de mondémero (Figura A6), en contraste a
los espectros de excitacion de (tthalpy)Ha (ver Figura 24).

La répida caida de la fluorescencia en el intervalo 11<pH<12 corresponde a la
respuesta del grupo amida a cambios del medio, y con el ajuste de la curva de Ie/lw vs pH
mediante la Ec. 3 dio un valor de log Ka= —12.50 correspondiente a la conversion de la
especie Ly a La. Adicionalmente se pudieron calcular tres constantes de protonacion por esta
técnica (log Kp1=10.02 logK2=6.66, logKps=2.7) (Tabla 2). Los valores de logKpz y logKpas,
no se pudieron determinar por esta técnica debido a que en la region de pH de 4-6 donde,
segun los datos potenciométricos, se espera la formacion de las especies LHs™ y LHa, no hay
un cambio observable en la emision de fluorescencia (Figura 27).

Algo similar sucedi6 con los ligantes (dtpalpy)Hs y (dtpalmpy)Hs conteniendo en su
estructura una cadena tipo dtpa. Estos resultados soportan que los grupos CH: entre los grupos
amida y pireno, afectan significativamente la acidez y basicidad de los compuestos y por lo

tanto sus propiedades fluorescentes.
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Figura 26. Espectros de emision de (tthalmpy)Hs normalizados tomados a diferentes valores
de pH, Aexc=342 nm, [L]= 5x107 M. En el recuadro se observa la relacion de intensidades
excimero-monémero lIe/lm en funcién del pH (cuadros) y el ajuste obtenido con base en la
Ecuacion 1 (linea sélida).

Fracciéon mol

Figura 27. Distribucion de fraccion mol de las diferentes especies de (tthalmpy)Hs obtenidas
por potenciometria (lineas sélidas) y fluorescencia (lineas punteadas) y la relacion Ig/lm en
funcién del pH (cuadros). La linea punteada es el mejor ajuste obtenida con la Ecuacion 3. Las
lineas punteadas a pH~5 muestra la suma de las fracciones mol de las especies LH2?", LH3™
and LHa4, debido a que en esa region de pH no hay ningun cambio relacionado al proceso de
protonacion.
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Para conocer la secuencia de protonacion de este ligante, se tomaron los espectros de
RMN de H en funcién del pD. Con este estudio se encontrd algo novedoso para esta clase de
compuestos, lo cual se discutird en los siguientes parrafos. En la Figura 28 se muestran los
desplazamiento de las sefiales de (tthalmpy)Hasen funcion del pD. La etiqueta de las sefiales se
puede observar en el Esquema 1. Las sefiales de los protones d, e y f, son las que se desplazan
en mayor medida y simultaneamente hacia campo alto, contrario al desplazamiento a campo
bajo provocado por un proceso de protonacion simple, como ocurrié en el caso del ligante
anélogo (tthalpy)Hs (ver Figura 25). La caracteristica méas notable es que la sefial del proton
localizado a 6~1.8, a pD~12, se desplaza a campo alto (6~0.6 ppm a pD~9) cuando el pH
disminuye. El valor de 6 de 0.6, es muy pequefio comparado con los valores de ~3 de las
sefiales de protones NCHy, y la diferencia de ~2.4 entre los valores de & es mas grande que la
predicha para la protonacion en atomos de nitrégeno adjacentes.® Este valor inusual de 8 y la
nueva dependencia del pH se puede interpretar por efecto de la corriente de los anillos de
pireno. En el ligante (tthalmpy)Hs se cree que al tener una cadena muy flexible, cuando
ocurre la primera protonacion la cadena se pliega de tal forma que algunos protones quedan
dentro de la zona de proteccién de las unidades aromaticas. Estas sefiales corresponden a los
grupos metileno unidos directamente a los nitrégenos amino centrales del ligante y, por lo
tanto, el desplazamiento indica que la primera protonacién ocurre sobre los atomos de
nitrbgeno amino que se encuentran en la parte central de la cadena de interconexién. Las
sefiales correspondientes a los protones etiquetados como a, b y ¢, se desplazan en menor
proporcion. En el intervalo de 8<pD<10, al acercarse la segunda protonacién, los

desplazamientos de todos los protones se revierten, esto probablemente se deba a un
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reacomodo de la molécula tal que las unidades pireno se alejen provocando asi una
desproteccién de todos los protones. Para este compuesto se pudieron seguir cuatro sefiales
correspondientes a los protones aromaticos, aunque fue dificil realizar la asignacion. Todas
estas sefiales se mueven hacia campo bajo, lo que nos corrobora lo establecido con los
protones alifaticos. Del ajuste de las graficas de & vs pD, se pudieron determinar dos
constantes de protonacion: logKp1=11.4, logKp2~7. Estos resultados son congruentes con los
obtenidos por fluorescencia, donde al darse la primera protonacion se pierde la emision de
excimero. Con estos estudios se puede proponer un esquema de protonacién como el que se

muestra en la Figura 29.

8.0 HOOC COOH
e ® H(O)OC bCO%H
1 ° ® }> \ f e _a (C <{
7.8 HN N N N N I}IH

Al
. /.u*v‘v\,\ r CH, H,
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34 W OO (tthalmpy)H, OO

Figura 28. Dependencia de pD en los desplazamientos quimicos de (tthalmpy)Ha. Para ver la
etiqueta de los protones ver el Esquema 1. Las lineas so6lidas son el mejor ajuste con base en la

ecuacion §;(pD) = {8, + Xn &jn * Bon - 107"PP}/{1 + X fon - 10~™PP} donde Bp, es la
constante de protonacion total nth en D20, y &;o Y &, son los valores §; de (tthalmpy)* vy
(tthalmpy)Hna*-"-, respectivamente: log Kp1=11.4 y log Kpz2~7; 8¢p= 1.9 y &7, = 0.57.
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Figura 29. Posible cambio conformacional de la cadena de interconexion tras la protonacion
en (tthalmpy)Ha. Los rectangulos representan los anillos de pireno y X=CH>CO>.

Estos resultados muestran evidencia de la importancia que tiene la longitud de la
cadena de interconexion en las propiedades fluorescentes en este tipo de compuestos; ademas
la insercion del puente metileno entre el grupo amida y el pireno le confiere mayor flexibilidad
y por lo tanto nuevas caracteristicas para su utilizacion como sensores fluorescentes. Ademas

motivan para seguir buscando estrategias para obtener nuevas respuestas al cambio de pH.

3.2. Estudios Espectroscopicos de los Ligantes Derivados de Antraceno.

El disefio de sensores fluorescentes para deteccion de cationes, aniones y proton,
basados en la emision de antraceno ha sido de interés por varios investigadores, de hecho es
uno de los primeros fluordéforos utilizados en el disefio de sensores fluorescentes. Un rasgo

que es importante resaltar es que solo algunos de ellos muestran emision de excimero, esto
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probablemente se debe a la posicion de unién de este fluoroforo (generalmente usado 9-
aminometilantraceno). La emision de excimero es de gran utilidad como herramienta analitica.

En al DIPM, de la Universidad de Sonora, se han modificado los acidos
etilendiaminotetraacético (edta), dietilentriaminopentaacetico (dtpa) y trietilentetraamino
hexaacético (ttha) por la incorporacion, en los extremos de la cadena, de unidades
fluorescentes como benceno, naftaleno, pireno y antraceno. Estos compuestos han mostrado
propiedades de sensores frente a cationes metalicos y el ion H*. El ligante (edta2an)H.
reportado previamente,® s6lo mostré emision de monémero tanto en su forma libre como en
presencia de cationes metalicos (Cu?*, Ni** y Zn?!). Lo anterior se atribuyd a que
probablemente la cadena edta es muy corta y no permite una adecuada orientacion de los
grupos antraceno para la formacion de excimero.

En la busqueda de nuevos y mejores prototipos para el disefio de sensores fluorescentes
basados en la emisién de antraceno, en un principio, en este trabajo se planted el disefio de
nuevos ligantes derivados de los &cidos edta, dtpa y ttha y la amina 1-aminoantraceno y
para dar los compuestos (edtlan)Hz, (dtpalan)Hsz y (tthalan)Hs, asi como con la amina
2-aminoantraceno para dar los compuestos (dtpa2an)Hsz y (ttha2an)Hs respectivamente. Se
espera que la incorporacién de cadenas mas largas, permitira una mayor flexibilidad y por lo
tanto una mejor orientacién de las unidades aromaticas para la formacion de excimero. Con las
modificaciones anteriores se espera mejorar las propiedades de sensor de esta clase de
compuestos hacia distintos cationes metalicos y el ion H". Como se menciond en la seccion

experimental, no fue posible purificar los derivados de 1—-aminoantraceno, por lo que en las
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siguientes secciones se presentaran los resultados obtenidos con los ligantes (dtpa2an)Hs y

(ttha2an)Ha.

3.2.1. Relacion de pKa y fluorescencia de (dtpa2an)Hs.

El ligante (dtpa2an)Hz se obtuvo como un polvo de color café claro con un rendimiento
del 74.7 % y punto de fusion de 220-222 °C. Este compuesto en su forma anionica es soluble
en agua, mientras que en su forma &cida es soluble en disolventes organicos apréticos como
DMF y DMSO, ademéas de mostrar solubilidad parcial en etanol y acetona caliente. La
solubilidad en agua permitio llevar a cabo estudios por fluorescencia, Uv-vis, potenciometria y
RMN de H.

El espectro de emision en medio alcalino (pH ~11.5) muestra una banda ancha y sin
estructura vibracional ubicada en los 422 nm atribuida a la emision de mondmero de
antraceno, seguida por un hombro centrado en 500 nm que se puede asignar a la emisién de
excimero de antraceno (le/lm ~0.35) (

Figura 30). La razon Ie/lm decrece de manera gradual hasta pH~7 donde alcanza un
valor de ~0.2. A partir de este pH la razon de intensidades se incrementa nuevamente hasta
alcanzar su valor méaximo de 0.5 a pH~3 (

Figura 30). Este comportamiento da un perfil de intensidades tipo “on-0ff-on” y de esta
manera se mejora las propiedades encontradas por otros autores que reportan bis—cromoforos
de antraceno; ademas es de gran relevancia para su posible aplicacion a nivel biolégico.

Del ajuste de la curva de I vs pH con la Ecuaciéon 3, se pudieron calcular cuatro

constantes de protonacion: log Kap= —11.0, log Kp1=9.03, log Kps=5.46, log Kp4=3.70 (Tabla
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3). Estas constantes concuerdan con respecto a las calculadas por potenciometria: log
Kp1=9.52, log Kp2=6.71, log Kps=5.10 (Tabla 4). El valor de log Kps no se pudo determinar
por potenciometria debido a que este compuesto es insoluble a valores de pH<5 bajo estas
condiciones de concentracion (0.5 mM).

Las curvas de distribucion de especies calculada a partir de las constantes determinadas
por fluorescencia se grafican en la Figura 31. Como puede observarse, el minimo de la grafica
de intensidad a pH~7 coincide con la existencia de las especies LH?>~ y LH>~. Con la aparicion

de la especie LH3 se enciende de nuevo la fluorescencia.
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Figura 30. Espectros de emision de (dtpa2an)Hsz tomados a diferentes valores de pH, Aexc=330
nm, [L]=5x10-% M. Los valores de pH de abajo hacia arriba de la banda en 500 nm son: 7.1,
9.4,11.0, 4.0, 3.0.
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Figura 31. Intensidad de emision de excimero Ie (cuadros) de (dtpa2an)Hs en funcion del pH'y
la distribucién de especies obtenida por potenciometria (lineas solidas) y fluorescencia (lineas
segmentadas). La linea punteada es el mejor ajuste obtenido de la Ec. (3). Los valores de log
Kp se muestran en las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Logaritmos de las constantes de protonacion determinadas por fluorescencia
(paréntesis) y la intensidad de fluorescencia relativa inherente en cada especie con referencia a
la intensidad de las especies LH?

L Lo La LH LH; LH; LH,
(logKa)  (logKp:)  (logKpz)  (logKps)  (logKps)
(dtpa2an)Hs 14 18 1 1.7 -- 2.4
(-11.0)  (9.03) ndP (5.46) (3.70)
(ttha2an)H, 1.7 1.2 1 0.6 - 0.9
- (-11.5)  (9.06) (6.59) nP (3.30)

2Las cargas son omitidas para mayor claridad.
®No determinada debido a un comportamiento lineal en fluorescencia en el rango de pH
correspondiente.

Los espectros de excitacion monitoreados a la longitud de onda de emision de

monomero (422nm), se observan ensanchados con maximos en 346 nm, 359 nm y 384 nm.
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Por otro lado, los espectros de excitacion correspondientes a la emision de excimero (Aemi=495
nm), obtenidos de soluciones con pH en el intervalo 11.5<pH<7.5, muestran caracteristicas
similares a los obtenidos para emision de monémero, con maximos a 345, 358 y 386 nm. Una
caracteristica interesante es que los espectros de las soluciones acidas (pH<7), presentan una
nueva banda en los 322 nm, la cual alcanza su intensidad maxima a pH~3, y un
desplazamiento al rojo (5 nm) de la banda localizada a 386 nm. La aparicion y corrimiento de
estas bandas respectivamente se correlaciona con el incremento de la emision de excimero en
los espectros de emision en el intervalo 3<pH<7.

En los espectros de absorcion se aprecia una banda ancha con un maximo centrado en
los 260 nm y un pequefio grupo de bandas entre los 300 y 400 nm tipicas de la absorcion de
antraceno.

En el estudio por RMN de !H sélo se pudieron monitorear dos sefales
correspondientes a los protones alifaticos, etiquetados como a y d en el Esquema | y tres
protones aromaticos. Como se puede apreciar en la Figura 34 la sefial etiquetada como d es la
que se desplaza en mayor medida hacia campo bajo y la sefial a, practicamente no se desplaza,
asi como las sefiales de los aromaticos etiquetadas como Arl y Ar3, minetras que Ar2, se
desplaza a campo alto al acercarse la primera protonacion. El desplazamiento de la sefial d, da
evidencia de que la primera protonacién se lleva en el atomo de nitrégeno central, tal como

ocurrié con los ligantes derivados de pireno.

73



lintensidad Normalizada

0.0 T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400

Longitud de Onda (nm)

Figura 32. Espectro de excitacion correspondientes a la emision de monémero (Aemi=422 nm,
linea sdlida) y a la emision de excimero (Aemi=495 nm, linea punteada) de (dtpa2an)Hs
tomados a diferentes valores de pH. [L]=5x10-° M.
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Figura 33. Espectros de absorcion de (dtpa2an)Hs tomados a diferentes valores de pH.
[L]=5%10-° M.
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Figura 34. Dependencia de pD en los desplazamientos quimicos de (dtpa2an)Hs4. Para ver la
etiqueta de los protones ver el Esquema I. Las lineas sélidas son el mejor ajuste con base en la
ecuacion &;(pD) = {8, + Xn 8jn * fon - 107"PP}/{1 + Xy, fon - 107PP} donde fp, es la
constante de protonacion total nth en D20, y d;, Y j,, son los valores §; de (dtpa2an)* y
(dtpa2an)Hn®-"-, respectivamente: log Kp1=10.07; 87y= 3.32'y &7, = 3.70.

3.2.2. Relacion de pKa y fluorescencia de (ttha2an)Ha.

De la reaccion entre el ttha dianhidrido y la amina 2-aminoantraceno se obtuvo un
producto de color café claro, denominado (ttha2an)Ha, con un rendimiento de 75% y punto de
fusién de 230-232 °C. En su forma anidnica este compuesto es soluble en agua a
concentracion del orden milimolar, asi como en disolventes polares aproticos como DMF y
DMSO. Con la obtencion de este derivado bis-antraceno de cadena de interconexion mas larga
se pretende mejorar las propiedades encontradas con los compuestos (edta2an)H. y

(dtpa2an)Ha.
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En medio alcalino, el espectro de emision muestra una banda ancha en los 422 nm
tipica de la emision de mondémero de antraceno acompafiada de una banda parcialmente
cubierta en los 500 nm que se puede atribuir a la emision de excimero de antraceno. A pH>11,
la relacion Ig/lw da un valor de 0.38. Un valor similar se encontro con el derivado
(dtpa2an)Hz en esta zona de pH (le/lm=0.35). En este caso, este valor decrece gradualmente
hasta pH~5 (Ie/Im=0.15) donde segun la gréafica de distribucion de especies solo existe la
especie LHs™. Por lo anterior se puede decir que los valores de Ie/lm a diferentes valores de pH
estan relacionados con diferentes cambios conformacionales que se presentan en el compuesto
con la secuencia de protonacion.

Del ajuste de la gréafica de Ie/lw vs pH se pudieron calcular cuatro constantes de
protonacion: log Kap=11.54, log Kp1=9.06, log Kp2= 6.59, log Kps=3.3. El valor de logKps no
se pudo determinar por esta técnica debido a que en la region de pH de 4-6 donde, segun los
datos obtenidos por potenciomtria se espera la formacién de las especies LH3™~, no hay un

cambio observable en la emisién de fluorescencia.
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Figura 35. Espectros de emision de (ttha2an)Has en solucion acuosa a diferentes valores de pH
(de arriba hacia abajo a 525 nm: 11.1, 8.9, 7.1 y 5.5). La longitud de onda de excitacion, Aexc,
es 330 nm, y la concentracion es 5 x 10~® M. En el recuadro se muestra la relacion Ig/lu en
funcion del pH, y la linea sélida es el ajuste obtenido con base en la Ecuacion 1.
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Figura 36. Relacion Ie/lm (cuadros) de (ttha2an)Hs en funcion del pH y la distribucion de
especies determinadas por potenciometria (lineas solidas) y fluorescencia (lineas
discontinuas). La linea punteada es el mejor ajuste obtenido de la Ec. (3). Los valores de log
Kp se muestran en las Tablas 3 y 4. Las lineas punteadas a pH~5 muestran la suma de las
fracciones mol de las especies LH2*" y LH3™, debido a que en esa region de pH no hay ningdn
cambio relacionado al proceso de protonacion.
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Tabla 4. Logaritmo de las constantes de protonacion de compuestos derivados de antraceno
obtenidas por potenciometria en solucion de NaCl 0.1 M a 298 K.

Reaccién? (dtpa2an)Hs (ttha2an)Hs
H+L=HL 9.52+0.03 9.55+0.05
H + HL =H,L 6.71+0.04 6.83+0.03
H+ HoL = HsL 5.10+0.05 5.40+£0.04

Los espectros de excitacion tomados a la longitud de onda de emision de monémero
son estructuralmente similares a los de (dtpa2an)Hs, con maximos de emision en las mismas
longitudes de onda (346 nm, 359 nm y 384 nm). Los espectros de excitacién monitoreados a la
longitud de onda de excimero, no se pudieron analizar debido a que la intensidad de emision
fue muy débil. Por otro lado, los espectros de absorcion muestran una banda intensa con
maximo de absorcion a 258 nm ademas de un grupo de bandas con méximos en 352 nm, 369
nm y 389 nm. Estas ultimas en medio alcalino, son anchas y poco estructuradas, a diferencia
de medio acido donde se pueden apreciar méas definidas. EI ensanchamiento esta relacionado a
una perturbacion electrénica debido al acercamiento de las unidades antraceno la zona alcalina
Esto se puede corroborar de la grafica de Ie/lm donde a pH>10 prevalece la emision de
excimero y a pH é&cido (pH~5) desaparece y es donde la banda de absorcion es mas

estructurada.
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Figura 37. Espectro de excitacion de (ttha2an)Hs a diferentes valores de pH. Aemi=422 nm.
[L]=5%10-° M. Los valores de pH de abajo hacia arriba son: 11.5, 10.5, 9.0, 7.5, 4.9.
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Figura 38. Espectros de absorcion del ligante (ttha2an)Hs a diferentes valores de pH,
[L]=5%10- M.
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Con el fin de elucidar la secuencia de protonacion para este ligante, se llevo a cabo el
estudio por RMN de *H de proton. Como se puede apreciar en la Figura 39, las sefiales
correspondientes a los protones de la unidad aromatica, (etiquetados como Arl, Ar2 y Ar3)
practicamente no muestran un desplazamiento relacionado con la protonacion. Para el caso de
los protones de la cadena alifatica, se pudieron monitorear las sefiales de aquellos etiquetados
como a, e, c y d del Esquema I. Al llevarse a cabo la primera protonacion, el proton e, es el
gue mas se desplaza hacia campo bajo, seguido por los protones a, ¢ y d. Estudios de
protonacion llevado a cabo por Achour col.®” con derivados de ttha bis-amida, revelan que la
primera protonacion ocurre en los atomos de nitrégeno centrales, por lo que en este caso nos

hace suponer que se lleva a cabo en el nitrégeno vecino a los protones a, d, e y f, (ver Esquema

).

8.4 HOOC _HOOC COOH COOH

8.2

0 . b 9
§ f\%e_a ¢ q
I .:.—’:.J:“AB /I N\I/\\/"\
8.0 Ar2 HN N N N N NH

[ ]
78} o ¢ * ** e E O
I (ttha2an)H,

3 (ppm)
\\'\

34+ % O O

L ° c
3.2 ) d
3.0}
2.8+ a

I e
26|

8 9 10 11 12
pD

Figura 39. Dependencia de pD en los desplazamientos quimicos de (ttha2an)Has. Para ver la
etiqueta de los protones ver el Esquema 1. Las lineas solidas son el mejor ajuste con base en la
ecuacion §;(pD) = {8, + Xn &jn * Bon - 107"PP}/{1 + X fpn - 10~™PP} donde Bp, es la
constante de protonacion total nth en D20, y §;, y &, son los valores &; de (ttha2an)*- vy
(ttha2an)Hn“-"-, respectivamente: log Kp1=10.8; 8= 2.71y &, = 3.23.
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Los interesantes perfiles de intensidades observados para los derivados de antraceno
nos motivan a seguir en la busqueda de nuevos prototipos que cumplan con las expectativas
deseadas para su utilizacion como sensores de pH a nivel bioldgico o medioambiental. Por lo
anterior es de nuestro interés la obtencion de los compuestos derivados de 1-aminoantraceno
en su forma pura, y asi estudiar sus propiedades fluorescentes y compararlos con los que

reportamos en este trabajo.
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4. CONCLUSIONES

A. Sintesis y estudios de los derivados de pireno.

En este trabajo se sintetizaron cuatro nuevos ligantes aciclicos, derivados de los acidos
poliaminopolicarboxilicos edta, dtpa y ttha, funcionalizados con 1-pireno (1py) o 1-
metilpireno (1lmpy), los cuales fueron designados como (tthalpy)Hs, (edtalmpy)H2,
(dtpalmpy)Hz y (tthalmpy)Hs. Los compuestos son solubles en agua y presentan una intensa
emisién de fluorescencia tanto de monémero como de excimero de pireno. Con excepcion de
(tthalpy)Hs, los compuestos tienen puentes metileno que separan los grupos amida en las
cadenas de interconexion de los grupos pireno. La insercion del grupo —CH>— confiere mayor
flexibilidad a los derivados, respecto a los compuestos analogos reportados por nuestro grupo
que no lo contienen, y por lo tanto perfiles novedosos de intensidad de fluorescencia con
respecto al pH.

Las diferentes conformaciones que adoptan los compuestos en solucion al variar el pH
dependen tanto de la longitud y naturaleza de la cadena de interconexion, como del estado de
protonacion de los grupos amina presentes en ella. El efecto combinado del cambio
conformacional y la planaridad de los grupos amida genera los perfiles “encendido-apagado”
distintivos de cada compuesto. Para los derivados de dtpa y ttha se observd que los ciclos
“encendido-apagado” de los derivados de 1-metilpireno son inversos a los de los derivados de
1-pireno.

En todos los casos, la emision mas intensa de excimero la presentan las especies
totalmente desprotonadas L™ que predominan en pH alto. Al disminuir el pH, la protonacién

de las aminas y la consecuente formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares
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desfavorecen el acercamiento de los pireno para formar excimeros. Este efecto fue extremo en
el caso de (tthalmpy)Hs, ya que la primera protonacion de la molécula cancela en més del
80% la emision de excimero. Los estudios de RMN de *H revelaron que, al protonarse, la

molécula adquiere una conformacién enrollada que suprime la aproximacién de los pirenos.

B. Sintesis y estudios de los derivados de antraceno.

En este trabajo se sintetizaron también dos nuevos ligantes aciclicos solubles en agua
derivados de dtpa y ttha, funcionalizados con 2-antraceno (2an), los cuales fueron nombrados
como (dtpa2an)Hs y (ttha2an)Hs. Estos compuestos presentan emision de fluorescencia a 422
nm y 500 nm correspondientes a mondmero y excimero, respectivamente. La emision de
excimero de (dtpa2an)Hs es mas intensa bajo condiciones de pH donde predominan, o bien las
especies totalmente desprotonadas L3~ (pH=10), o bien las totalmente protonadas LHs*
(pH=3), siendo éstas Ultimas las que muestran la maxima intensidad (le/lw ~0.5). Este
comportamiento es Unico en la serie de derivados aciclicos sintetizados por nuestro grupo y
una posible explicacién es la formacion de multiples puentes de hidrégeno intramoleculares
gue mantienen una conformacion favorable para la formacion de excimero. Por otro lado, el
derivado (ttha2an)Hs presenta también variaciones en la intensidad de emision de excimero
dependientes del pH. En este caso, el valor maximo de fluorescencia ocurre en la region
alcalina donde existe la especie totalmente desprotonada L* (le/lm ~0.38). A diferencia del
derivado (edta2an)H. reportado previamente por nuestro grupo, los compuestos (dtpa2an)Hs y

(ttha2an)Ha presentan emision de excimero y perfiles de intensidad tipo “encendido-apagado”
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en intervalos especificos de la ventana de pH. Esto sugiere su potencial como sensores

fluorescentes de pH con posible aplicacion a nivel biolégico o mediambiental.
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6. ANEXOS

Ecuaciones para los ajustes obtenidos por fluorescencia

Para una base monobasica,
Bs+ H S BsH
La constante de protonacidn para una base monobasica Bs es igual al valor de pKa que
expresa la fuerza del correspondiente &cido BsH: pKa=log Kp.

_ [BsH]
~ [Bs][H]

Un parametro espectral Ij de una base monobéasica cambia con la concentracion de
protén [H]:

Ec. A1l

Ips + IpsyKp[H™]
I([H+]) = Ec.A2
1+ K, [H*]

Is es el parametro espectral | intrinseco de las especies no protonadas Bs, y IgsH es de
la especie protonada BsH. [H*] se calcula del “pH” al cual se lleva a cabo la titulacion.
La Ecuacion A2 da una grafica sigmoidal. El valor de Kp, o pKa corresponde al
valor de pH del punto de inflexién o a la mitad de la altura del plato.
Cuando una base experimenta varias protonaciones, la constante consecutiva para la
protonacién j—th esta definida como:
BsH,
Kon = [Bs[H ]]
Para BsH,_; + H & BsH,,

El log Kp de una base diacidica esta relacionada al pKan del correspondiente acido

Ec. A3

dibasico como:

pKai=logkp2 y pKaz=logKp1 Ec. A4
la constante de protonacion total es BsH; esta definida por:
[BsH, ]
,Bpn = m = lepZKpZ Ec. A5

El parametro espectral | observado a cierto pH esta presente.
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I _ Ip[Bs] + I, [BsH] + I, [BsH,] + - o
°P* ™ [Bs] + [BsH] + [BsH,] + -~ c.

In es el parametro espectral de las especies BsHn con base a la Ecuacion A5, lops €S
formulada en funcién de [H™]:

o+ Lpi [H'] + LB [HY]? + -

Iobs([H+]) - 1+ ﬁpl[H+] + ﬁpz[H+]2 + .. Ec.A7

Las constantes de protonacion son determinadas por el ajuste de la curva con la
Ecuacion A7; In y fon son tratadas como pardmetros desconocidos. El valor inicial de In se

puede definir como se explico para una base monobaésica.
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Tabla Al. Solubilidad en agua de los compuestos sintetizados

Solubilidad (mM)
Compuesto
Agual Etanol? DMF
(edtalpy)H: 0.1 Insoluble >1
(edtalmpy)H. 0.1 Insoluble Insoluble
(dtpalpy)Hs 0.5 ~0.1 <1
(dtpalmpy)Hs 0.5 ~0.1 <1
(tthalpy)H. 0.5 >0.5 <1
(tthalmpy)H4 1.0 >0.5 <1
(edta2an)Ha 0.1 Insoluble <1
(dtpa2an)Ha 0.5 ~0.1 <1
(ttha2an)H,4 0.5 >05 <1

'Para solubilizar los compuestos es necesario pasarlos a su forma de sal, agregando Na,COs;
(Temperatura ambiente).
2Solubilidad a 50 °C
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Figura Al. Espectro de excitacion de (edtalpy)H2 observado para las bandas de emision a 375
nm (lineas punteadas) y 480 nm (lineas sélidas) en solucién acuosa a diferentes valores de pH;
Los valores de pH son: 12.2, 10.0, 8.4, 7.5 and 6.1 de arriba hacia abajo para los espectros
observados a la emisioén de 480 nm; el orden de pH se invierte para los espectros tomados a
375 nm. La concentracion es 2x10® M. En cada serie de espectros las intensidades estan
normalizadas al pico més alto del espectro mas intenso.
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Figura A2. Espectros de absorcion

de (edtalpy)H. a diferentes valores de pH. La
concentracion es 5x107% M.
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(edta1mpy)H2 HOMO (edtalmpy)H2 LUMO

(edta1py)Ha HOMO (edta1py)Ho LUMO

Figura A3. Orbitales frontera HOMO y LUMO de las estructuras (edtalmpy)H. y
(edtalpy)Ha.
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Figura Ab. Espectros de absorcion de (dtpalmpy)H. a diferentes valores de pH. La
concentracion es 5x10-° M.
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Figura A6. Espectros de Excitacion de (tthalmpy)Hs observados para las bandas de emision a
375 nm (lineas punteadas) y 480 nm (lineas sélidas) en solucion acuosa a diferentes valores
de pH; el pHes 11.53, 11.41, 11.05, 10.53, 10.01, 9.44, 8.06, 7.08, 6.01, 3.9 and 2.8 de arriba
hacia abajo para ambos grupos de espectros. La concentracion es 5x10~" M. en cada grupo de
espectros, las intensidades estan normalizadas al pico mas alto del espectro mas Intenso
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