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1. RESUMEN

Se obtuvo un  macrociclo  tetraaniénico a  partir del  biscatecol
3,3,3',3 -tetrametil-1,1'-espirobindano-5,5',6,6'-tetraol y el acido para-bencendiborénico
en medio acuoso lo cual se corroboré mediante RMN de 'H, 13C y !B, ademas de
espectrometria de masas. También se estudi6 la capacidad del macrociclo para

reconocer diversas especies catidnicas organicas.

Se estudi6 también la formacion de ésteres bordnicos empleando diversos ligantes que
involucran en su estructura un atomo donador y un grupo hidroxilo tales como,
2-(aminometil)fenol, 2-(2-hidroxifenil)-piridina, 2-(2-hidroxifenil)-1H-bencimidazol,
2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol), ademads de 8 derivados del Aacido
benzohidroxdmico. Las constantes de equilibrio se obtuvieron por potenciometria o
espectrofotometria UV-Vis y fluorescencia, observando en algunos casos constantes de

estabilidad con 4cido fenilborénico mayores a 10* M! en agua a pH 7.

La caracterizacion de los ésteres bordnicos formados a partir de dichos ligantes se
realizé por resonancia magnética nuclear de 'H, 13C y 1'B; ademads se obtuvieron cristales
de buena calidad para la determinacidon estructural por difraccion de rayos X de
monocristal de cinco ésteres boroénicos. Las distancias B-N y B-O observadas en las
estructuras cristalinas varian segun la basicidad del atomo donador y la acidez del grupo

-OH en los ligantes.

Por otra parte se realizé un estudio de la interaccion de acidos arilborénicos con una
serie de aniones en DMSO y MeCN, mediante resonancia magnética nuclear de 'H y 1B,

ademas de espectrofotometria. De acuerdo a los resultados obtenidos, los acidos
arilborénicos actian como acidos de Brgnsted frente a aniones como AcO’, CI, Br' y

HSO4, a través de una interaccion de enlace de hidrégeno con los grupos

hidroxilo -B(OH)2. Las constantes de asociacién para acido fenilborénico con dichos
aniones decrecen en el orden AcO” >>Cl" >Br” >>HSO04". Frente a otros aniones como F"y

H2PO4, los acidos arilbordnicos actiian como acidos de Lewis, formando aductos

tetraédricos con el centro de B(III).



Resumen

Se observo ademas que el acido 3-nitrofenilbordnico reconoce aminoacidos en su forma
de zwitteriones en DMSO como acido de Brgnsted, al interactuar mediante enlace de

hidrégeno.

De manera adicional, se propusieron dos acidos piridindicarboxidiamidadibo6ronicos
como receptores ditépicos, ya que por una parte poseen un sitio de reconocimiento para
aniones, y por parte cuentan ademas con el grupo funcional &cido bordnico para el
reconocimiento de azUcares. Sin embargo, al observarse que el grupo B(OH). actia también
como donador de enlace de hidrogeno hacia aniones, puede competir con el grupo
piridindicarboxiamida como receptor de aniones. Con este estudio se observé que la
asociacion con cloruro ocurre Unicamente con el sitio de piridindicarboxiamida mientras que
la asociacion con acetato involucra sélo el grupo funcional acido borénico. Los receptores
propuestos sirven como sensores colorimétricos para fructosa por método de desplazamiento

del indicador.



2. ABSTRACT

The self-assembly in aqueous media of a [2+2] tetraanionic boronate ester macrocycle
from a dicatechol, 3,3,3',3'-tetramethyl-1,1'-spirobiindane-5,5',6,6'-tetraol  and
1,4-benzenediboronic acid was observed. It was confirmed by 'H, 13C, 1'B NMR and mass
spectrometry. The capacity of the macrocycle to recognize several cationic species were

tested.

The interaction between phenylboronic acid and some N,O-ligands,
2-(aminomethyl)phenol, 2-(2-pyridyl)phenol, 2-(2-hydroxyphenyl)-1H-benzimidazole,
2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)phenol and eight benzohidroxamic acid derivatives
studied by potentiometric and spectroscopic titrations in water results in formation of
tetrahedral boronate complexes with stability constants as high as 10* M at pH 7. The
structures of complexes inferred from solution studies were confirmed by X-Ray crystal
structure determinations of isolated compounds. The B-N and B-O distances observed in
the complexes correlate with the basicity of the ligand nitrogen atom and the acidity of

ligand -OH group.

Furthermore, the interaction between phenylboronic acid and a series of anions as
tetrabutylammonium salts in DMSO and CH3CN were studied by 'H and !B NMR as well
as spectrophotometric titrations. Boronic acids act as Brgnsted acid type receptors
through hydrogen bonding with B(OH)2 hydroxyl groups toward Cl-, Br-, HSO4- and AcO-.
Stability constants measured for phenylboronic acid with these anions decrease in the
order AcO->>Cl->Br->>HSO04-. On the other hand, boronic acids act as Lewis acid type
receptors toward F- and H2PO4-, which form tetrahedral adducts with the B(III) center of
boronic acids, although there is also evidence for some contribution of hydrogen bonding
with these anions. 3-Nitrophenylboric acid recognizes amino acids as zwitterions in

DMSO by formation of hydrogen-bonded complexes.

Additionally, two 2,6-pyridinedicarboxamide derivatives containing arylboronic acid

fragments were proposed as bifunctional receptors for sugars and anions. As the B(OH)2



Abstract

group acts also as a proton donor toward anions, it possibly may compete with a
hydrogen bonding anion receptor like dicarboxiamide. Binding of chloride anion occurs
via hydrogen bonding with dicarboxamide fragment while boronic acid groups respond
to acetate anion. The proposed receptors could serve as colorimetric sensors for fructose

by indicator displacement assay.



3. INTRODUCCION

Los acidos bordnicos se usan ampliamente como bloques constructores de estructuras
supramoleculares(!] (macrociclos!?l, jaulas[3], capsulas moleculares!*], estructuras
porosas organicas covalentesl®], polimerosl¢], etc.) a través de interacciones con centros
donadores de electrones y/o formacidn reversible de ésteres con polioles en fase sélida o
en disolventes no polares. Las interacciones de ambos tipos se debilitan drasticamente
en medios acuosos donde el Unico tipo de interaccién suficientemente fuerte es la
formacién de ésteres tetraédricos con dioles de acuerdo con la reaccién mostrada en el

Esquema 3.1.7]

OH R R 0

R—B/ + \ / _— R—QI;\ R4 H@ + H,0
\ \ / Yo
OH HO OH HO

Esquema 3.1: Formacion de ésteres borénicos a partir de dcidos bordnicos y 1,2-dioles.

Como es evidente del esquema anterior, el grado de formacion del éster depende del
valor de pH, siendo mayor a pH mas alto. Esto permite la creacion de materiales
“stimuli-responsive” donde las estructuras supramoleculares son reversibles, ya que se
forman a pH alto y se descomponen a pH bajo. Tipicamente este tipo de materiales son
geles o agregados de tensoactivos entrecruzados por formacion de ésteres de acidos
borénicos con polioles.l8] Con frecuencia como polioles se emplean azucares, lo cual
requiere valores de pH muy altos para desplazar el equilibrio de la reaccion (ver
Esquema 3.1) hacia la derecha y atin con valor de pH alrededor de 10 las constantes de
formacién observadas son todavia bajas. Se observa mayor afinidad con catecoles como
dioles, los cuales poseen menores valores de pKa y forman ésteres con estabilidad
aceptable en un intervalo de pH entre 7 y 8; sin embargo los catecoles se oxidan en
disoluciéon y ademas sintéticamente no es facil su incorporacion en moléculas de

estructuras adecuadas.



Introduccion

Puesto que en la literatura no se han informado casos de la formacion de estructuras
supramoleculares bien definidas por autoensamble de acidos borénicos en medio acuoso
el objetivo principal de este trabajo de investigacion es el estudio termodinamico y
estructural de la formaciéon de ésteres en medio acuoso a partir de algunos acidos
diborénicos y un dicatecol, ademas de la busqueda de otros ligantes que interactien de
manera similar a catecoles, pero con mayor estabilidad ante la oxidacién que sufren

estos en disolucidn.

Adicionalmente se aborda un estudio de la interaccién de acidos borénicos con aniones y
se presentan dos acidos dicarboxidiamidadibéronicos como receptores de aniones y

azucares.



4. ANTECEDENTES

4.1 ACIDOS BORONICOS.

Los acidos bordnicos son compuestos organometalicos con una geometria trigonal plana
que se caracterizan por tener un atomo de boro trivalente unido a un sustituyente
alquilo o arilo y dos grupos hidroxilo (-OH). El 4tomo de boro con hibridacién sp? posee
un orbital p vacante lo cual confiere a los acidos borénicos la propiedad de actuar como
acidos de Lewis, y por lo tanto pueden coordinarse a moléculas con pares de electrones

libres formando aductos de geometria tetraédrica con hibridacién sp? (Esquema 4.1).[°]

ONuc
,\‘
0.0 o/
R—B, ————» R—B:+0H
O\OH \OH
sp? sp®

Esquema 4.1: Cambio de geometria en el centro de boro por interaccion de un dcido borénico con
una base de Lewis.

A pesar de que los acidos boroénicos tienen dos grupos hidroxilo, los cuales podrian
conducir a la formacién de iones hidrénio (H30"), el caracter acido de la mayoria de los
acidos boronicos no es de tipo Brgnsted (a, Esquema 4.2), sino que en general, son acidos

de Lewis (b, Esquema 4.2).

OH 0°

R—B"\ + M0 <—= R—B_ + H;0? @)
OH OH
OH OH
o @

R—B + 2H,0 R—B—OH + H30 (b)
OH OH

acido borénico

ion boronato

Esquema 4.2: Equilibrios de ionizacién de dcidos bordnicos en agua.



Antecedentes

La estructura del i6on boronato (base conjugada del acido borénico) fue elucidada en
1959 por Lorand y Edwardsl7], quienes demostraron que la forma neutra trivalente esta
en equilibrio con la especie anidnica tetraédrica (b, Esquema 4.2), y no con la base de
Brgnsted relacionada estructuralmente (a, Esquema 4.2). Asi, su habilidad para ionizar
agua y formar iones hidronio (H30") es lo que caracteriza la acidez de la mayoria de los

acidos boronicos en agua.

Por ejemplo, para el acido fenilbordnico la acidez surge cuando se asocia a una molécula
de agua formando de esta manera un boronato tetraédrico y liberando un proton,
definiéndose de esta forma la constante de acidez Ka (Esquema 4.3). El cologaritmo de la
constante de acidez (pKa) para el &cido fenilborénico se encuentra en el intervalo de 8.7 y

8.9.010]

' H
: <OH Ka @/0 .
B\ B\—..OH + H

OH OH

Esquema 4.3: Equilibrio dcido-base del dcido fenilborénico en agua.

Los acidos bordnicos exhiben acidez de tipo Brgnsted solo en casos excepcionales donde
la formacion de un aducto boronato tetraédrico es altamente desfavorable. Por ejemplo,
la coordinacion de un i6n hidréxido al atomo de boro en un derivado ciclico de acido
borénico (1) para formar (1B), puede romper el caracter parcial aromatico del anillo
central (Esquema 4.4). Con base en evidencias por RMN !'B y espectroscopia UV, se
sugiere que (1) actiia como acido de Brgnsted en agua y forma la base conjugada (1A) a

través de la transferencia directa de protén.[11l
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OH OH OH
/ / ® /
HO—B 0o— 0—B o

B
H,0
_— -~
oH ()]
/ 1o \\
OH
/

]
0—B—O0H

(14) (1B)

0°
/
0—B8

Esquema 4.4: Equilibrio de ionizacién de un dcido bordnico que actiia como dcido de Brgnsted.

4.2 INTERACCION ACIDO BORONICO-DIOL: ESTERES BORONICOS.

Los acidos bordnicos reaccionan de manera rapida y reversible con alcoholes formando
ésteres bordnicos. Con alcoholes simples, los productos son susceptibles a hidroélisis,
pero con 1,2- y 1,3-dioles forman ésteres ciclicos (Esquema 3.1) lo suficientemente

estables como para ser aislados.[12]

Uno de los primeros trabajos de la formacion de ésteres borénicos a partir de dioles y
polioles, por Kuivila y colaboradores, describe la preparacion de varios ésteres bordnicos
por reaccion de acido fenilbordnico en agua con polioles, como manitol y sorbitol, y con
1,2-dioles, como catecol y pinacol. Los ésteres deseados precipitaron, con excepcion del
correspondiente éster ciclico derivado del cis-1,2-ciclohexanodiol que no se obtuvo y los
autores racionalizaron esto ultimo con base a la geometria desfavorable del sustrato diol.
Asi, en el caso del cis-1,2-ciclohexanodiol para que los dos grupos alcohol se encuentren
orientados en el mismo plano, se requiere que el anillo de ciclohexano se encuentre en
una conformacion de bote (equilibrio (a) en Esquema 4.5); sin embargo, tal

conformacion no es favorable termodindmicamente.[13]

Los ésteres fenilborénicos de cis-1,2-ciclopentanodiol y cis-1,2-ciclohexanodiol pueden

ser aislados en condiciones anhidras, por ejemplo, reflujo de acetona.[!*] Sin embargo,
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con los isdémeros trans no ha sido posible la obtenciéon de aductos 1:1, y, con base en
analisis elemental y gracias a la determinacion del peso molecular, se ha observado que
dan lugar a la formacion de aductos 1:2 (equilibrio (b) en Esquema 4.5). Esto tltimo se
explica en términos de la cantidad de energia requerida para que el isémero trans adopte
una orientaciéon coplanar, la cual podria incrementar la tension del anillo y el

impedimento estérico entre los atomos axiales.

OH

OH
[Fon == L—\ ©
oH HO OH

acetona
+ PhB(OH), ——»

reflujo, 4h

Esquema 4.5: a) Conformaciones silla y bote del cis-1,2-ciclohexanodiol, b) Formacién de un aducto
1:2 de éster borénico a partir de dcido fenilbordnico y trans-1,2-ciclohexanodiol.

Lorand y Edwards!’! estudiaron el equilibrio de complejacion entre el 4cido fenilborénico
con diversos dioles y monosacaridos usando el método de depresion de pH,

demostrando con tal estudio que la formacién de ésteres borodnicos se favorece en

disoluciones con un valor alto de pH, donde el i6n boronato (PhB(OH)3") existe en mayor
concentracion (equilibrio (a) en Esquema 4.6). Ademas, los acidos boronicos libres
tienen menor caracter acido de Lewis que sus complejos neutros con 1,2-dioles. Por
ejemplo, el valor de pKa del acido fenilborénico, PhB(OH)2, decrece de 8.8 a 6.8 y 4.6
después de la formacion de sus ésteres ciclicos con glucosa y fructosa,
respectivamente.[15] Para explicar el efecto termodinamico favorable observado a pH alto
(equilibrio (a) en Esquema 4.6), en comparacién con lo que ocurre a pH neutro
(equilibrio (b) en Esquema 4.6), se propuso que la formacién de los complejos

hidroxiboronato de 1,2-dioles esta acompafiada por una significativa liberaciéon de la

10
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tension angular, como resultado de la rehibridacién del atomo de boro de sp? a sp3 (con

angulo de enlace de 120° a 109°).[7]

o HO R HO o R
% on + pH>10 \B"" + 2H,0 ()
N - e\ ’
OH
HO R o R
HO R o R
OH
pH=7.5 /
B + g B + 2H,0  (b)
o \
HO R o R

Esquema 4.6: Equilibrio de formacion de ésteres bordnicos a pH alto (a) y pH neutro (b).

43 GELES Y MICELAS BASADAS EN LA INTERACCION ACIDO
BORONICO-DIOL.

El grupo de Harada ha preparado geles de poliacrilamida con unidades de acido
fenilboronico (gel PB) y con unidades catecol (gel CAT) con el fin estudiar la interaccién
macroscopica entre los dos tipos de geles.[8dl El ensamble y desensamble de los geles
PB-CAT es dependiente del valor de pH en el medio y de la presencia o ausencia de algin
monosacarido que compite por las unidades de acido fenilborénico en el gel PB (Figura
4.1). En dicho trabajo también se observé que la fuerza de adhesiéon entre los geles
PB-CAT decrecia conforme aumentaba el tiempo de inmersion del gel CAT en una

disolucién de pH 10 como consecuencia de la oxidacion de las unidades catecol.

11
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Figura 4.1: Ensamble y desensamble a escala macroscépica de geles con unidades de dcido
fenilbordénico y catecol.[84]
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,a:/
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En la literatura se encuentran informes de micelas que encapsulan farmacos, los cuales
pueden liberarse en un sitio especifico en respuesta a un valor de pH bajo (<5.5) o por
presencia de dioles competitivos como manitol. Tal es el caso del trabajo de Wang y
colaboradores, en el que emplean la interaccién reversible acido fenilborénico-catecol
para obtener micelas “stimuli-responsive”. Después de verificar la estabilidad de dichas
micelas, encapsulan en ellas paclitaxol, un fArmaco empleado para el tratamiento de

diferentes tipos de cancer (Figura 4.2).116]

‘ <» =4cido colico
m =farmaco

Figura 4.2: Estructura de micelas entrecruzadas, basadas en la formacidn de esteres bordnicos, y
liberacion de un fdrmaco en respuesta de la presencia de manitol o pH dcido.6]

Otro ejemplo de micelas basadas en la interacciéon acido fenilbordénico-catecol es el
informado por Shi y colaboradores, quienes prepararon micelas polianidnicas para
encapsular y liberar proteinas, con aplicaciones terapéuticas, dentro del citoplasma de

células cancerigenas (Figura 4.3).117]

12
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PEG-b-P(Glu-co-GluPBA)
-

) Autoensamble \ i
e — % \}\,\gis(ablc bajo condiciones

pH 7.4
"rotein 4
/\N’\g

® o
PEG-b-P(Lys-co-LysCA)

\\_’\\ﬁgoléglcas

Endositosis
-—
|
)
(
\7
|
2

Citosol
0 o 0T
\\JW =

Figura 4.3: Proteina encapsulada dentro de una micela y su liberacién intracelular por efecto del
cambio de pH.[17]

4.4 MACROCICLOS BASADOS EN ESTERES BORONICOS.

Robson y colaboradores han empleado un ligante rigido quiral con dos unidades catecol,
3,3,3",3 -tetrametil-1,1"-spirobindano-5,5’,6,6’-tetraol (LH4, Figura 4.4), para generar
macrociclos organoboratos tri- o tetra-anionicos al hacer reaccionar dicho ligante con
trimetilborato en metanol y en presencia de aminas. Con el ligante desprotonado (L) se
generan macrociclos anionicos derivados de boro con diversos contra cationes, por
ejemplo en presencia de trietilamina se obtiene un macrociclo triangular [B3L3]3-y uno

cuadrangular [B4L4]* (Figura 4.5).118]

LH,

Figura 4.4: 3,3,3°,3 -tetramethyl-1,1"-spirobiindano-5,5",6,6-tetraol.

13



Antecedentes

b)

Figura 4.5: Macrociclos organoboratos a) triangular [BzL3]3 y b) cuadrangular [BsL4]*
derivados de 3,3,3°,3"-tetramethyl-1,1"-spirobiindano-5,5",6,6’-tetraol./18]

Nitschke, et. al. informaron la formacién de un macrociclo por reaccién multicomponente

empleando el acido 2-formilfenilborénico, pentaeritritol y 1,4-diaminobenceno en

dimetilformamida (DMF) (Esquema 4.7).[19]

AN N\,

Esquema 4.7: Formacién de un macrociclo en una reaccion de condensacion [4+2+2].

14
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4.5 AUTOENSAMBLE DE MACROCICLOS A PARTIR DE ACIDOS
DIBORONICOS Y BIS(DIOLES).

Empleando un poliol, con dos unidades 1,2-diol (tetraol derivado de s-indaceno, Figura
4.6), y diferentes acidos diborénicos, Iwasawa y colaboradores han obtenido diversos

macrociclos por autoensamble en disolventes organicos. [20]

HO
HO OH

OH

Figura 4.6: Tetraol derivado de s-indaceno empleado por Iwasawa y colaboradores para el
autoensamble de macrociclos.

La interaccion del tetraol (Figura 4.6), con el acido 1,4-bencendiborénico en metanol da
un producto polimérico (Esquema 4.8); sin embargo cuando el proceso se realiza en
presencia de co-solventes aromadticos se promueve la formacion de diferentes
macrociclos con moléculas de co-solvente atrapados como huéspedes incluidos en la
cavidad de los macrociclos. Las estructuras de tales compuestos de inclusién fueron

determinadas por difraccion de rayos X (Figura 4.7).[20b]

B(OH);
HO (OH);

P
—— 0
HO OH + MeOH 5 / o
TA. 3h B\
0

OH

B(OH),

polimero
97%

Esquema 4.8: Autoensamble de un tetraol, derivado de s-indaceno, y dcido 1,4-bencendiborénico en
metanol.
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[2+2]-tolueno [3+3]-trifenileno

Figura 4.7: Estructura de Rayos X de macrociclos basados en ésteres borénicos con moléculas de
disolvente (tolueno o trifenileno) incluidas en su cavidad. [20b]

Otra serie de macrociclos auto-ensamblados fue informada por el grupo de Northrop; en
el Esquema 4.9 se presenta la formaciéon de macrociclos en forma de rectangulos a partir
del acido 1,4-bencendiborénico (APDB) y dos dicatecoles con diferentes espaciadores
rigidos.[21] E]l proceso no ocurre empleando solo cloroformo, ya que el 4cido borénico se
transforma en una boroxinat. La adicién de 10% de metanol resuelve el problema y
después de tres horas a 50°C la disolucion esta equilibrada, sin embargo, con un bajo
rendimiento de los macrociclos. Para desplazar el equilibrio hacia la formaciéon de
ésteres boronicos macrociclicos se aplicaron mallas moleculares para sustraer agua y
metanol. Las estructuras de macrociclos fueron corroboradas por espectroscopia

RMN-1H, radiacién infrarroja y espectrometria de masas.

T Las boroxinas, BsOs, son anillos de seis miembros generados por auto-condensacion de tres moléculas de acido
borénico.
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(a) CDCly/CD30D (10:1)
APDB 50°C /3h APDB

(b) Malla molecular 4A
94-99%

Esquema 4.9: Sintesis de macrociclos basados en ésteres boronicos por autoensamble de
dicatecoles con el dcido 1,4-bencendiboronico.l?1]

4.6 HETEROCICLOS DERIVADOS DE ACIDOS BORONICOS.

Se han descrito numerosos heterociclos derivados de acidos bordnicos, por ejemplo,
benzodiazaboroles productos de 1,2-fenilendiamina y acidos bordnicos formados en
reflujo de tolueno (Figura 4.8).[22] La inusual estabilidad de los aductos en la Figura 4.7 es
sorprendente en términos termodinamicos ya que, la energia del enlace covalente B-O es
mas alta que la energia del enlace B-N, por lo tanto se ha sugerido que la geometria
favorable de la 1,2-fenilendiamina, asi como la estabilidad del resultante anillo de 5

miembros, son los factores responsables de la favorable formacién de dichos aductos.

17
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ZT

B—R(Ar)

N
H

Figura 4.8: Aductos de 1,2-fenilendiamina y dcidos bordnicos.

En la literatura también se encuentra informado el producto de adiciéon entre acido
antranilico y acido fenilborénico (Figura 4.9).[23] Ademdas los aductos entre acidos
arilborénicos y acido salicilhidroxdmico se han propuesto como componentes de un

sistema para bioconjugacion.[24]

0

|

B
N ph
H

Figura 4.9: Aducto de dcido antranilico y dcido fenilbordnico.

La condensacion entre acidos borénicos y aminoalcoholes en condiciones anhidras da
lugar a la formacién de oxazaborolidinas, por ejemplo las oxazaborolidinas quirales
derivadas de aminoacidos (Figura 4.10a) que se emplean como catalizadores y agentes
para la reducciéon enantioselectiva de cetonas y derivados de iminas.[?] Algunas
oxazaborolidinonas derivadas del aminoacido triptéfano N-sulfonilado (Figura 4.10b), se

han empleado como 4acidos de Lewis quirales en diversas transformaciones sintéticas. [26]

Ph Ts
Ph
\N R
CH< /
0 (A)R—B
Ne B/ \O
\ 0

R(Ar)
() (b)

Figura 4.10: Estructura de (a) oxazaborolidinas y (b) oxazaborolidinonas.
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4.7 INTERACCION BORO-NITROGENO EN ACIDOS BORONICOS.

Datos computacionales estiman que la interaccién boro-nitrégeno es de 13 k] mol1 6
menor en ausencia de disolvente.[?”] Asi, la energia de la interaccion N--B, es
aproximadamente la misma que la de un enlace de hidrégeno y es mucho mas baja que la

energia del enlace dativo N-B de 58-152 k] mol-1.[28]

Anslyn y colaboradores han realizado investigaciones detalladas de la interaccién N---B
en sistemas o0-(N,N-dialquil aminometil)arilboronato.l?9] Mediante mediciones
espectroscopicas de RMN-'1B y datos cristalograficos de rayos X han observado que el
enlace dativo N-B estd cominmente presente en medios aproticos; mientras que, en
disolventes proticos, la insercion de disolvente en el enlace N-B ocurre, conduciendo a la
formacidn de especies zwitteridnicas (Figura 4.11). Asi, de acuerdo a las investigaciones
del grupo de Anslyn y otros, la interacciéon N---B se puede atribuir en muchos casos a una
interaccién de enlace de hidrégeno mediada a través de una molécula de disolvente

unido (Figura 4.12).[30]

OR
B-‘;,OR A B,..u\OR B
T OR (H,0) o 5::0;
HO
\ f/R \ f/R H\%
R R R i
&

Figura 4.11: Tres estructuras posibles del éster o-(N,N-dialquilaminometil )fenilborénico (o del
dcido cuando R es un proton). (A) Formacién de enlace dativo N—B en disolventes apréticos, (B)
proceso competitivo de solvélisis en medio acuoso o disolventes proticos.
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Figura 4.12: Estructuras de un éster o-(N,N-dialquilaminometil )fenilborénico donde se muestra la
presencia de un enlace dativo N=B (parte superior) y la insercién de disolvente (metanol) en el
enlace N-B (parte inferior). [29]

4.8 INTERACCION DE ACIDOS BORONICOS CON ANIONES.

En estado so6lido, a través de cristalografia de rayos X de monocristal, se han observado
estructuras que presentan enlaces de hidrégeno en las cuales los grupos hidroxilo de los
acidos borodnicos actian como donadores de hidrégeno al interactuar con aniones
carboxilato. Por ejemplo, en la estructura cristalina de L-p-boronofenilalanina (Figura
4.13) se observa que uno de los atomos de hidrégeno del grupo -B(OH)2 participa en una

interaccién de enlace de hidrégeno con el grupo carboxilato.[31]

Figura 4.13: Enlace de hidrégeno entre el grupo borénico y el grupo carboxilato de dos moléculas
de L-p-boronofenilalanina.;31
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Con base en lo anterior, diferentes estructuras estabilizadas por interacciones de enlace
de hidrégeno entre acidos boroénicos y aniones carboxilato se han obtenido por diversos
grupos de investigacion.321 Hopfl y colaboradores predijeron que el sistema
Ph-B(OH)2:-"O0C-Ph seria muy estable (-42.8 kcal/mol) y obtuvieron complejos de
acidos fenilboronicos con benzoato de tetrabutilamonio en los cuales se observa la

interaccion acido borénico-carboxilato asistida por carga (Figura 4.14). [32a]

Figura 4.14: Enlace de hidrégeno entre el grupo borénico y el grupo carboxilato en cristales
obtenidos al mezclar 1 equivalente del dcido 1,4-bencendiborénico y 5-nitrohidrogenisoftalato de
tetrabutilamonio en dimetilformamida.(32a]

Los ensambles supramoleculares en estado sélido del acido 4-carboxifenilborénico con
4-dimetilaminopiridina, la oxima de 4-acetilpiridina y 2-metil imidazol, dan evidencia de
que el sinton acido bordnico-carboxilato es capaz de competir fuertemente con un

amplio ndmero de interacciones.[32bl]

Otro ejemplo de la interaccion acido boroénico-carboxilato, es proporcionado por el

analisis cristalografico de la sal formada por la cristalizacion en metanol del acido
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4-carboxibencenboroénico y ciclopentilamina en una relacién 1:1 que permite observar
enlaces de hidrogeno entre el grupo funcional acido bordnico y el anién carboxilato

(Figura 4.15).132d]

Figura 4.15: Enlaces de hidrégeno entre dcido borénico y el anién carboxilato.32d]

Por otra parte, los acidos borénicos forman aductos con iones basicos como cianurol331 y

fluorurol34] al unirse covalentemente al &tomo de boro que acttia como acido de Lewis.

Con base en lo anterior, se han preparado diversos quimiosensores para fluoruro
basados en acidos bordnicos por ejemplo, James y colaboradores estudiaron diferentes
acidos boroénicos aromaticos (Figura 4.16) como sensores fluorescentes de fluoruro, los
cuales muestran apagamiento selectivo de su fluorescencia en disolucién agua-metanol
(50% v/v) a pH 5.5 por la adicion del anion.[35] En el caso del acido borénico con un
grupo amina terciaria (Figura 4.16), la sensibilidad hacia al anién fluoruro es mayor
debido a que por la parcial protonacién del grupo amino a pH 5.5, se crea un sitio de

enlace de hidrégeno adicional para fluoruro; tal compuesto puede detectar

concentraciones de F en el intervalo de 5-30 mM.
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B(CH),

:|: I I B(OH),

HO, meH
B(OH), \@ S

o=t

Figura 4.16: Acido borénicos estudiados por James y colaboradores como sensores de fluoruro.[3s]

&

El compuesto azo con una unidad de acido borénico mostrado en la Figura 4.17 también
fue propuesto como sensor colorimétrico de fluoruro ya que, tal colorante sufre un

cambio de color, de naranja a rojo vino al titularse con fluoruro de potasio en metanol. 3¢

K@
F\@
B
~
1[0\68 HO™ |
/ @ OH
NH
HG HN
KF
=
N N
s
N/ Né
NO, NO,

Figura 4.17: Sensor colorimétrico de fluoruro, el cual vira de naranja a rojo vino al adicionarse el
anion.3¢]

Otro tipo de compuestos con un grupo acido fenilborénico unido a través de un metileno
puente a un i6n naftoimidazolio fueron desarrollados, por Yoon y colaboradores, como

sensores fluorescentes para ion fluoruro (Figura 4.18).[371 El sensor con el grupo acido
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bordnico en posicion orto exhibe un cambio de fluorescencia selectivo y ratiométrico en

presencia de F' y no de otros iones tales como Cl, Br, CH3CO2, HSO4 y H2PO4. La
presencia del acido borénico en la posicion orto facilita la interaccion del i6n fluoruro

con el cation imidazolio, mientras que en las posiciones mas distantes (meta y para) se

dificulta la interaccion de enlace de hidrégeno (imidazolio-H)*-+-F .

——
\ / a: orlo
® \ b: meta
N B{OH), c: para
\>7H
\
\\F
@ Og"

®

N

RN p—
N

Fluorescencia débil Fluorescencia fuerte

Figura 4.18: Estructura del sensor dcido borénico-imidazolio preparado por Yoon y colaboradores
y la propuesta del modo de unién con el anién fluoruro.l37]
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5. OBJETIVOS

5.1

OBJETIVO GENERAL.

Realizar un estudio termodindmico y estructural de la asociacién de acidos borénicos

con catecoles, ligantes -N,O y aniones.

5.2

OBJETIVOS PARTICULARES.

Realizar un estudio de autoensamble en agua de acidos diborénicos con un
dicatecol ~ comercial,  3,3,3',3'-tetrametil-1,1’-espirobindano-5,5’,6,6'-tetraol,
relativamente estable contra auto-oxidacién en disolucion.

Evaluar la capacidad de la estructura autoensamblada para formar complejos de
inclusion con moléculas de interés bioldgico.

Encontrar otros ligantes adecuados para autoensamble con acidos borénicos en
medio acuoso.

Realizar un estudio de la interaccion de acidos fenilborénicos con aniones en

disolventes organicos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 AUTOENSAMBLE DE UN ESTER BORONATO MACROCICLICO.

Anteriormente se realiz6é un estudio de la formacién de ésteres borénicos en disoluciéon
acuosa con 50% de DMSO a partir de algunos &cidos diborénicos y el dicatecol
3,3,3',3'-tetrametil-1,1'-espirobindano-5,5',6,6'-tetraol (TST).[38] En dicho estudio se
observo la formacion de ésteres con ambos grupos boroénicos, indicando la viabilidad de
generar estructuras supramoleculares, macrociclos [n+n], por autoensamble en medio
acuoso, como se muestra en el Esquema 6.1. La formacién de macrociclos tetra-anidnicos
a partir del dicatecol 3,3,3',3'-tetrametil-1,1'-spirobindano-5,5',6,6"-tetraol y los acidos
1,4-bencendiborénico (APDB) o bifenil 4,4’-diborénico en mezcla Agua/DMSO (1:1, v/v)

se corrobord mediante titulaciones potenciométricas y RMN-1H.

De los datos de titulaciones seguidas por potenciometria y RMN-'H, realizados en
disolucion acuosa con 50% de DMSO, se observo la formaciéon de un producto final con
estequiometria 2:2:4 (TST:APDB:OH), con la formacién de productos intermedios con

estequiometria 1:1:1 y 2:2:3, correspondientes a los ésteres bordnicos aciclicos (ver

anexo 9.1).
()\e/() 0\@/0
HO OH HO OH H()/ \()H

+

HO, OH HO OH

/ ~ ~
n \ _- / HO OH PN s
/ \ (1+1] 0 0 0 0

HO OH

[2+2]

Esquema 6.1: Proceso de autoensamble entre un dicatecol y un dcido diborénico.
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Dicho lo anterior, para el presente estudio se eligi6 el sistema acido
1,4-bencendiborénico-TST, el cual da lugar a la formacién de un macrociclo

tetra-anionico (M1, Esquema 6.2) lo suficientemente estable hacia la auto-oxidacion.

~

L as
no” o j 0\ ) o /0 :
/

TST APDB

M1
Esquema 6.2: Reaccion entre el bis-catecol 3,3,3",3"-tetrametil-1,1"-espirobindano-5,5",6,6"-tetraol y
el dcido 1,4-bencendibordnico.

Para el autoensamble de dicho macrociclo M1 se sigui6 el siguiente procedimiento: A
una disolucién del acido 1,4-bencendiborénico con dos equivalentes de NaOH en agua se
le adicion6é con agitacién el dicatecol TST, preparado en disoluciéon de DMSO (el
contenido final de DMSO fue menor o igual al 5% del volumen total de la disolucién). En
el espectro de RMN-'H (Figura 6.1B) de la mezcla anterior se observa un conjunto de
sefales que indican la formacién cuantitativa de un solo producto, con las sefiales de los
protones aromaticos, tanto del acido boroénico como del dicatecol, desplazadas hacia
frecuencias mas bajas en comparacion con las sefiales de la mezcla de los componentes

sin base afiadida (Figura 6.1A).

Una sola sefial en 7.35 ppm correspondiente a los protones aromaticos del acido
diboroénico (Figura 6.1B), indica la equivalencia de los grupos boronato y por lo tanto la

estructura simétrica del producto formado.

El producto autoensamblado M1 también se caracteriz6 por RMN 3C y 'B. En los
espectros de ambos nucleos (Figura 6.2) se confirma la estructura simétrica del
producto; por ejemplo en el caso del espectro de 'B se observa una sola sefial en 9.17

ppm, confirmando la equivalencia de los atomos de boro tetraédricos.
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Figura 6.1: Espectro de RMN-'H (300 MHz), en D20 con 5% vol. de DMSO-ds, de una mezcla
equimolar del dcido 1,4-bencendiborénico y de TST, (A) en ausencia de base y (B) con dos
equivalentes de NaOH.

Todos los resultados anteriores concuerdan con la formacién de un producto simétrico
[n+n] en acuerdo con el esquema 6.1. Ademas, el espectro de masas de ionizacion por
electrospray en modo positivo (Figura 6.3) muestra la presencia de dos picos en 1051.1 y
1033.1 m/z con un patron caracteristico de distribucion isotopica para una especie con
cuatro atomos de boro de composicion CssHs2012BsNas* y CsaHs0011BsNas™ que
corresponden a la especie ionizada con Na* del éster boronato neutro [2+2] (macrociclo
tetraanidnico mas sodio como contraion) y a la forma deshidratada, respectivamente.
Cabe mencionar que el espectro de masas en modo negativo no muestra picos
correspondientes al macrociclo anidnico, probablemente por su inestabilidad en fase gas

debido a la repulsion de los grupos boronato aniénicos.

Otros picos observados en el espectro de masas corresponden a la especie ionizada con
Na® de: (a) la forma parcialmente oxidada del dicatecol TST con férmula quimica

C21H2204Na" (361.5 m/z) y (b) el éster boroénico trigonal neutro aciclico [1+1] (con un
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grupo -OH del dicatecol TST desprotonado mas sodio como contraiéon) de composicion
C27H27B206Naz” (512.2 m/z).

Vo M- © o m
omn NN — N ®© INES N o v
A oo =HOo o < — N o © — O
nwn < T 5] oo o v N} - q
o o — — - in < MmN
~ N7 | N N | N7

DMSO

170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

B

—9.17

WMWVM«WMMMWWW

50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 O -5 -10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 -45 -50
f1 (ppm)

Figura 6.2: Espectros de RMN, en D;0 con 5% vol. de DMSO-ds, de (A) *3C (75.4 MHz) y (B) 1'B
(128.3 MHz) del macrociclo autoensamblado M1 preparado a partir de una mezcla equimolar (40
mM) del dcido 1,4-bencendiboronico y de TST, con dos equivalentes (80 mM) de NaOH.
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Figura 6.3: (A) Espectro de masas de ionizacién por electrospray en modo positivo de una mezcla
equimolar del dcido 1,4-bencendibordnico y TST en presencia de 2 equivalentes de NaOH; (B) Zona
ampliada del espectro entre 1030y 1050 m/z; (C) Patron de distribucion isotdpica simulado para

Cs4Hs52012B4Nas”.

El pH de la disolucién resultante al mezclar 5 mM de acido diborénico, 5 mM de dicatecol
TSM y 10 mM de NaOH tenia un valor de 9. La disolucién era estable durante al menos
una semana en refrigeracion a 6°C, después de ese tiempo la disolucién comenzaba a
oscurecerse progresivamente probablemente como resultado de la auto-oxidacion del

producto formado.

Cabe mencionar que también fue posible la preparaciéon del macrociclo M1 empleando
Unicamente agua como disolvente mediante el siguiente procedimiento: A una disolucién
del acido 1,4-bencendiborénico con dos equivalentes de NaOH en agua se le adiciond el
dicatecol TST en sélido con agitacion y calentamiento (60-70°C), burbujeando nitrégeno
hasta que el solido se disolvi6 completamente. El espectro de RMN-'H del producto
resultante fue igual al de la Figura 6.1B; sin embargo, debido a que se observaba cierto

grado de oxidacidn por oscurecimiento de la disolucion durante el calentamiento, se
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decidi6 continuar con el primer procedimiento empleando 5% de DMSO para las
muestras empleadas en el siguiente estudio donde se exploro6 la capacidad del macrociclo

M1 para reconocer especies catidnicas.

La capacidad del macrociclo tetra-aniéonico M1 para reconocer diversas especies
catidnicas organicas se analizé mediante titulaciones seguidas por RMN-'H. En la Figura
6.4 se muestran los cambios en el espectro de RMN-'H del macrociclo al adicionar
cloruro de tetrapropilamonio. El desplazamiento quimico inducido de las sefales del
huésped (PrsN") hacia frecuencias bajas ocurre como resultado de la interaccién con el
macrociclo (Figura 6.4B); ademas las sefiales de los protones aromaticos del macrociclo
se desplazan hacia frecuencias mas altas, mientras que las sefiales de los metilenos se
observan como una sefial simple. También se observa que la intensidad de las sefiales
alrededor de 7.6 ppm, correspondientes a trazas del intermediario aciclico (ver anexo
9.1), disminuyen en presencia del huésped al desplazar el equilibrio hacia la formacién

del macrociclo M1 como resultado de la complejacion anfitrion-huésped.

A M; ~
/\/ \/\ 3
PryN*
AL
Hd” ‘\‘
\
B \
H" ) N
M1 + 0.4 eq. PraN’ H H 2
N
A b
4 4 4 A
1
)
115 105 9.5 8.5 7.5 6.5 55 30 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Figura 6.4: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en D,0 con 5% vol. DMSO-ds de (A) cloruro de
tetrapropilamonio; (B) 2.5 mM de macrociclo M1 y (C) macrociclo en presencia de 1 mM de Pr;NCI.
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En los espectros NOESY y ROESY del macrociclo M1 con Pr4N* (Figura 6.5 y Anexo 9.2,
respectivamente) se observan picos cruzados correspondientes al contacto del huésped
con ambos componentes del macrociclo confirmando la interaccidon del huésped con el

macrociclo.

(n-Pr);N"-CH,-CH,-CHj

" " CH; ;‘,«“"‘

- 10.0

-to.5
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Figura 6.5: Espectro NOESY (400 MHz), en D20 con 5% vol. de DMSO-ds, del macrociclo M1,
preparado a partir de una mezcla equimolar (40 mM) del dcido 1,4-bencendiborénico y de TST, con

YA

dos equivalentes (80 mM) de NaOH, en presencia de 20 mM de Pr;N". Las sefiales con asterisco
corresponden a los disolventes residuales.
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Las titulaciones monitoreadas por RMN-'H del macrociclo M1 con diversas especies
cationicas se llevaron a cabo por adicion de alicuotas de disoluciones concentradas de las
sales de cloruro de los diferentes huéspedes en D20 a una disoluciéon 2.5 mM del
macrociclo preparado in situ con un pH de 9. A modo de ejemplo se muestra en la Figura
6.6, la titulacién con cloruro de tetrametilamonio como huésped, mientras que algunas
de las titulaciones con otras especies catidnicas se muestran en el Anexo 9.3. Las curvas
de titulacion (8(ppm) vs [huésped]), considerando el desplazamiento inducido de la sefial
de los protones aromaticos HY 6 H" se muestran en la Figura 6.7 y 6.8. En el grafico de la
Figura 6.7 es clara la completa saturacién del macrociclo con tetrapropilamonio (PraN™*)
a la relaciéon molar 1:1 y la misma estequiometria se comprobé mediante el método de
Job empleando tetraetilamonio (Et4N*) como huésped. El grafico de Job se muestra en la

Figura 6.9.
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Figura 6.6: Titulacién seguida por RMN-'H (300 MHz), en D20 con 5% v/v de DMSO-ds, de 2.5 mM
del macrociclo M1 con cloruro tetrametilamonio. Concentraciones de Me,NCI: (1)-0, (2)-1 mM,
(3)-1.5 mM, (4)-2 mM, (5)-2.5 mM, (6)-3 mM, (7)-4 mM, (8)-6 mM, (9)-8 mM, (10)-10 mM

(11)-Me4NCl libre.

o
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Figura 6.7: Curvas de titulacion para 2.5 mM del macrociclo M1 preparado in situ al mezclar 5 mM
del dcido 1,4-bencendiborénico, 5 mM de TST y 10 mM de NaOH en D;0 con 5% vol. DMSO ds. La

concentracion de los huéspedes estd dada en niimero de equivalentes totales.
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Figura 6.8: Curvas de titulacion para 2.5 mM del macrociclo M1 preparado in situ al mezclar 5 mM
del dcido 1,4-bencendiborénico, 5 mM de TST y 10 mM de NaOH en D0 con 5% vol. DMSO ds. La
concentracion de los huéspedes estd dada en niimero de equivalentes totales.
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Figura 6.9: Grdfico de Job para el macrociclo M1 con tetraetilamonio (EtsN*) como huésped.

Las constantes de asociaciéon del macrociclo M1 con los diferentes huéspedes se
obtuvieron mediante el ajuste de las curvas de titulacion (S(ppm) vs [huésped]),

mostradas en las Figuras 6.7 y 6.8, empleando la ecuacién 1. 3]

Bovs = 8+ 0.5 () ([A] + ] + 1,7 = (([A] + (0] + K, )° — 4{A)]) ) @

En la ecuacion 1, [A] y [H] corresponden a las concentraciones totales del anfitrién y
huésped, respectivamente, Ka se refiere a la constante de asociacion y Ad= (8an-06a) es el

desplazamiento quimico inducido tras la complejacion.

En la Tabla 6.1 se muestran los valores de las constantes de asociacién, el valor de la
energia libre de Gibbs (AG°), calculada partir de la constante de asociacionf, y el
desplazamiento quimico inducido de dos sefiales del macrociclo tras su asociaciéon con

cada uno de los huéspedes a la concentracion de saturacion.

t AG° = —RT InK,
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Tabla 6.1: Constantes de asociacion (Ku) (con errores estdndar) del macrociclo boronato M1 con
diferentes especies, energia libre de Gibbs en condiciones estdndar (AG°) y el desplazamiento
quimico inducido (Ad) tras la asociacion.

Huésped Kj, M1 —AG°®, KJ/mol Ad (ppm)
H HY
CsCO3 180+ 10 12.88+0.1 -0.014 0.026
Me4NCI 30010 14.15+0.1 -0.19 -0.033
Et,NCI (3.8+0.7)x103 20.45+0.5 -0.16 -0.027
Pr4NCl >105 >28 -0.25 -0.027
BusNCl Precipita
MesGuanH* (1.1 £0.2)x103 17.37+0.5 -0.059 -0.035
Colina (1.9 £0.2)x103 18.73+0.3 -0.16 -0.027
Acetilcolina (4.1 £0.3)x103 20.64+0.2 -0.17 -0.036
N-Benciltrimetilamonio (1.5 + 0.3)x103 18.14+0.5 -0.21 -0.15
1-Metilnicotinamida (2.0 £0.2)x103 18.85+0.2 -0.003 -0.16
Nicotinamida Sin interacciéon
n-BuNH3* 220+ 30 13.38+0.3 -0.032 0.006
1,4-Diaminobutano (5.9 £0.9)x103 21.53+0.4 -0.055 0.014
Lys-OMe Sin interaccién
Arg-OMe 240 + 20 13.59+0.2 -0.050 -0.017

De acuerdo a las constantes de asociacion mostradas en la tabla anterior, el macrociclo

boronato M1 se asocia con huéspedes catiénicos alquilamonio (R4N*) con afinidad
cercana a otros receptores para tales cationes en agua, tales como cucurbiturilos(4?],
sulfonato-calixarenos[#1]l y cavitandos resorcinarenosl4?]; sin embargo, la selectividad es
diferente. Los receptores informados en la literatura no permiten discriminar huéspedes
R4N* con diferente longitud de la cadena alquilica RI*%a 41] o bien, prefieren huéspedes
pequerios[4zbcl, En el caso del macrociclo boronato M1 las constantes de asociaciéon con
los cationes R4N* crecen en el orden Me<Et<<n-Pr. Con R=n-Bu se observo6 la formacién
de precipitado después de la adicion de 0.2 equivalentes del huésped, por lo cual no fue

posible determinar la constante de asociacidon en este caso.
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Se determinaron las estructuras de minima energia, empleando mecanica cuantica
dentro del marco de Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD) con el programa
TeraCheml[#3] utilizando el funcional PBE[*4] y el conjunto de base 6-311++G**[45] (ver
anexo 9.4), del macrociclo M1 y de sus complejos anfitrion-huésped con tetrametil y

tetrapropilamonio, las cuales se muestran en la Figura .6.10.

C D

Figura 6.10: Estructuras calculadas de: (A) Macrociclo Na;M1 (los cationes sodio se han omitido),
(B) vista superior del complejo de inclusién M1 con Me4N’, (C) vista superior del complejo de

inclusion M1 con PryN*y (D) Vista lateral del complejo de inclusién M1 con Pr4N*. Distancias en A.
En las ultimas tres estructuras se han omito los dtomos de hidrégeno para mayor claridad.

En acuerdo con los resultados de RMN, el macrociclo M1 tiene una estructura simétrica
con una cavidad en forma de elipse con un eje menor de 6 A estimado a partir de la
distancia entre los anillos de benceno casi coplanares de los fragmentos del acido
1,4-bencendiboronico y tomando en cuenta el radio de Van der Waals de los atomos de

carbono. Tal cavidad corresponde aproximadamente al tamafio de la cavidad de la

37



Resultados y discusion

B-ciclodextrinal4él y cucurbit[6]urilo[47]l. Los cationes R4N" ocupan la cavidad de M1 con
el &tomo de nitrégeno en el centro de la cavidad como se puede observar en las vistas
superiores de las estructuras de los complejos (Figura 6.10 C y D). Es de notarse también
que, el centro del huésped se encuentra posicionado mas cerca de los atomos del
fragmento espirobindano H¥" en comparacion con los HY", por ejemplo a una distancia de
5.695 y 7.248 A respectivamente para MesN* (Figura 6.10B), lo cual explica el mayor
cambio en el desplazamiento quimico inducido de la sefial H* observado en las

titulaciones por RMN-1H.

Ademads, la distancia entre el centro del huésped y los protones H*' es mas corta en el
complejo con PrsaN* que con MesN*, lo cual se ve expresado en un valor absoluto de A3

mayor (ver Tabla 6.1). De igual forma, el primer grupo metileno de PrsN* tiene un

contacto mas proximo con el anillo del fragmento esprirobindano en comparacion con el

grupo metil del huésped MesN", lo cual esté en acuerdo con el mayor Ad (valor absoluto)

observado en el protén metileno de tetrapropilamonio (Figura 6.11).

-11 -0.86 -1.73 H 0
HyC ' 0.59
HJC/\NEl; \ﬂ{\NPF; H
-0.73 o | A NH,
0.89 7
+ HO S 073 T o3
N(CH3)4 \/\ e F . | .
N(CH); S
-1.19 -0.65 0.79 B
-0.59

Figura 6.11: Desplazamientos quimicos inducidos A6 (ppm) en algunos huéspedes al asociarse con
el macrociclo M1.

El cambio de desplazamiento quimico AS de todas las sefales de los protones en algunos
de los huéspedes tras interactuar con el macrociclo boronato M1 se muestra en la Figura
6.11. Los valores negativos de AS, concuerdan con el efecto de proteccion que generan

los anillos aromaticos sobre los protones C-H.[48]
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En la Tabla 6.2, se muestran las energias de formacion calculadas para los complejos de
M1 con los diferentes huéspedes alquilamonio. Tales energias son negativas y siguen la
tendencia siguiente: MesN™ > EtaN* > Pr4N"; la cual es contraria a la tendencia observada
experimentalmente puesto que solo reflejan la contribuciéon electrostatica en la
asociacion. Por lo tanto, la selectividad observada Cs* < MesN* < Et4sN" < PrsN* puede
racionalizarse en términos de wuna significativa contribucién de interacciones
hidrofébicas a la energia libre de asociacion (ver Tabla 6.1). En acuerdo con esto ultimo,
la constante de asociacion para n-butilamonio (n-BuNH3") es cercana a la Ka para MesN",
ambos huéspedes con similar carga y nimero de &tomos de carbono. También el catién
benciltrimetilamonio (PhCH2NMes") y EtsN* que poseen hidrofobicidad similar (un
grupo fenil es equivalente a 4 metilenos en términos de la constante de hidrofobicidad
n*1) tienen valores de Ka del mismo orden de magnitud. Por otra parte, colina y
acetilcolina poseen una mayor afinidad a la esperada en términos de sélo el efecto
hidrofébico, posiblemente por un mejor ajuste de tales huéspedes dentro de la cavidad
del macrociclo. Asi también, el catién tetrametilguanidinio (MesGuanH"*) forma un

complejo con mayor Ka comparado con MesN?, lo cual podria indicar un mejor ajuste del

grupo guanidinio con geometria plana dentro del macrociclo.

Tabla 6.2: Energias totales calculadas en unidades dtomicas (au) obtenidas con el programa
TeraChem [%3] empleando el funcional PBE/6-311++G**,

PriN* EtsN* MesN*
Na:M1 -3737.689875 -3737.689875 -3737.689875
Huésped libre -528.062955 -370.991238 -213.913457
Complejo -4265.822007 -4108.752507 -3951.683174
Interaccion -0.0692 -0.0714 -0.0798

Ademas de las interacciones hidrofébicas, la principal fuerza para la interacciéon de los
huéspedes con el macrociclo es la interaccion electrostatica, esto es evidente por la
ausencia de interaccién con el huésped neutro nicotinamida en comparaciéon con el

cation 1-metilnicotinamida y la mayor Ka para el dication 1,4-diaminobutano en
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comparaciéon con el monocation n-BuNHs". Adiciones de poliaminas (espermidina y
espermina) al macrociclo boronato, inducen la formacién de precipitado a muy bajas
concentraciones del huésped. Por otra parte, se esperaria una contribuciéon de
interacciones cation-m, sin embargo este tipo de interacciones inducen un cambio en el
desplazamiento quimico hacia frecuencias mas altas Ad(+) de las sefiales de protones

aromaticos en RMN.[50]

Debido al observado incremento de la afinidad del macrociclo por el catiéon guanidinio
comparado con los cationes amonio, como se menciondé anteriormente, se decidid
emplear el macrociclo boronato M1 para discriminar entre dos derivados de
aminodacidos, lisina y arginina. En la Tabla 6.1, se muestran los resultados para la Ka de
los metil esteres de ambos aminoacidos, observandose una mayor afinidad por el metil

éster de arginina el cual contiene un grupo guanidinio.

Por otra parte, en la literatura se encuentran estudios de la inclusién de barberinal51l
(alcaloide constituido por isoquinolina) en diferentes anfitriones macrociclicos tales
como cucurbiturilos,521 ciclodextrinas[>3] y calixarenos,[>¥ con el propoésito de
incrementar las propiedades fluorescentes de dicho alcaloide para aplicaciones
analiticas.[>5] En disolucién acuosa barberina posee muy baja fluorescencia sin embargo,
su inclusion en la cavidad hidrofébica de un macrociclo anfitriéon induce un incremento
de la intensidad de su fluorescencia de 10 a 100 veces. La adicién del macrociclo
boronato M1 (1mM) a una disolucién acuosa de barberina provoco el incremento de 10
veces la intensidad de fluorescencia como puede observarse en la Figura 6.12, lineas

color verde y rojo para barberina libre y asociada a M1, respectivamente.

Aprovechando el efecto anteriormente mencionado, estudiamos el empleo del sistema
barberina-M1 para la detecciéon de otros huéspedes catidnicos como tetraalquilamonios
por ensayo de desplazamiento de indicador. La adicién de concentraciones crecientes de
acetilcolina provocaron, como era de esperarse, la disminucién de la intensidad de
fluorescencia (Figura 6.12, lineas color negro) y el perfil de titulaciéon (Figura 6.12,
grafico superior derecho) nos permite demostrar la posibilidad de detectar ~0.1 mM del

huésped anadido. Contrariamente a lo esperado, las adiciones de tetrapropilamonio a la
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mezcla barberina-M1, en lugar de inducir al apagamiento de la fluorescencia, indujeron
un aumento en la intensidad de fluorescencia acompafiado del corrimiento hacia el rojo
del maximo de emision (Figura 6.12, lineas color azul). Una posible razon del
comportamiento anterior es la formacidon de un complejo ternario entre el cation mas
hidrofébico PrsN* y el complejo barberina-M1, el cual puede proveer un ambiente menos

polar alrededor del alcaloide favorable para su fluorescencia.[>2]

400000 -

300000

Intensidad relativa

Acetilcolina
200000

100000

Intensidad de fluorescencia (cps)

475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
A (nm)

Figura 6.12: Espectros de fluorescencia (excitacion a 400 nm) de 3 uM de barberina libre en agua
(linea verde), después de la adicion de 1 mM del macrociclo M1 (linea color rojo) y después de las
subsecuentes adiciones de acetilcolina (lineas color negro) o de tetrapropilamonio (lineas color
azul). El grdfico en la esquina superior derecha muestra la intensidad relativa de fluorescencia
como funciodn de la concentracion de los huéspedes adicionados a la mezcla barberina-M1.
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6.2 INTERACCION DE ACIDO FENILBORONICO CON LIGANTES -N,O.

Con la finalidad de encontrar otros ligantes que interactien con acidos bordnicos de
manera similar a los catecoles, pero con mayor estabilidad ante la auto oxidacién que
sufren los catecoles en disolucion, se estudio la interaccion entre acido fenilborénico con
otro tipo de ligantes con atomos de nitrégeno y oxigeno, como acido salicilhidroxamico,

sus derivados y otros compuestos relacionados estructuralmente.

En la literatura se menciona una alta afinidad entre acido fenilboronico (AFB) y acido
salicilhidroxamico (SHA)[24l con una constante de estabilidad observada (Kobs) de
1.8x10* M a pH 7.4.156] A modo de comparacidn las Kobs con catecol y con fructosa son de
830 M1y 160 M1 respectivamente, al mismo valor de pH.[15a] La estructura del complejo
AFB-SHA (estructura 1 en Figura 6.13), con el atomo de boro unido a los atomos de
nitrégeno y oxigeno, se sugiri6 por medio de datos de espectrometria de masas y
RMN-11B.[24] Otras estructuras posibles del complejo AFB-SHA concuerdan con los datos
informados en la literatura; ademas la unién entre AFB y SHA puede darse en un amplio
intervalo de pH, en particular por debajo del pH fisiolégico (7.4).[24 56.57] Sin embargo, el
perfil de pH para la constante de estabilidad del complejo no ha sido informada, ni

tampoco su estructura cristalina.

Dicho lo anterior, en este trabajo se realizoé un estudio mas detallado de la formacion de
complejos de acido fenilborénico con acido salicilhidréxamico, ademas de sus derivados
metilados SHA-NMe y SHA-OMe. Otros ligantes estudiados fueron acido
benzohidroxamico (BHA), saliciloil hidracina (SH), salicilamidoxima (SAO), acido
2,6-dihidroxibenzohidroxamico (DHBHA) y acido 2,5-dihidroxi-1,4-benzodihidroxamico
(DHBDHA) (Figura 6.13).
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Figura 6.13: Estructuras de ligantes estudiados y estructura propuesta del complejo de dcido
fenilbordnico con dcido salicilhidroxdmico, 1.

Como primer paso se determinaron los valores de pKa de cada uno de los ligantes y las
constantes de estabilidad de sus complejos con acido fenilborénico mediante titulaciones
potenciométricas en agua, analizadas en términos de la ecuacién general (2), donde M es
la molécula neutra AFB, L es la forma neutra del ligante, H es un protdn y las constantes

de estabilidad estan definidas como se muestra en la ecuacién (3).
pM + qL +rH & MpLqHr (2)
Bpqr = [MpLqHr]/{[M]”[L]?[H]"} (3)

Los valores de pKa y las constantes de estabilidad obtenidos para cada ligante se

muestran en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3: Constantes de equilibrio, para la complejacion de dcido fenilborénico con diferentes
ligantes, determinadas por potenciometria a 25°C y fuerza iénica de 0.05 M por adicién de NaCL©@

Ligante pKa1 pPKa: log B111 Kobs, M1
apH apH7.4 a partir de
6ptimo () titulacion
UV-Vis
(pH)
SHA 7.55 10.03 -2.95 2 6x104 1.6x104 1.1x104
(8.2) (7:4)
SHA-OMe 7.35 -3.17 1.1x10% 7 8x103 6.5x103
(8.1) (7.4)
SHA-NMe 6.55 11.05 -2.58 8.1x103 7 9x103 6.6;;03
7.7) (7:4)
BHA 8.85 -4.63 4.1x103 5 5x102 3.7x103
(8.85) (8.9)
3-NO:-BHA 8.21 -4.17 1.4x103
3-NMes-BHA 8.06 -4.14 1.4%103
BHA © 8.85 -4.95 270
d -
BHA @ 8.85 4.17 1.4x103
SH 7.82 11.44 -4.22 2 4x10? 1.0%103 2.2x103
(8.3) (8:3)
SAO 4.30 8.85 -5.35(,) 13103 1.3%103 1.4x;03
e
3.12 (6.6) (6.5)
DHBHA 7.00, 9.73, -2.29 4.0x104 3 6x104 5.2x10*
6.86 9.94® (7.4)

(7.9)

@ Los errores estandar en log K son menores a +0.05; el valor determinado de pK. para AFB fue
8.84; ®) El valor de pH 6ptimo, con el cual se obtiene el valor maximo de Ko, se indica entre
paréntesis; (© Con acido 4-metoxifenilborénico; @ Con acido 4-clorofenilborénico; © log B110; @
Datos obtenidos de titulaciones espectrofotométricas.

Los valores de pKa del acido salicilhidroxamico (SHA) y acido benzohidroxamico (BHA)
obtenidos, concuerdan con los valores informados en la literatura (7.40; 9.81 y 8.71
respectivamente, a 25°C y fuerza iénica de 0.2M).[58] En todos los casos se encontr6 que
p=g=1 y para la mayoria de los ligantes r=-1, indicando la formacién de complejos

anionicos hidroxiboronato con constantes de estabilidad B11-1, que en el caso de SHA,
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concuerda con la formacién del complejo 1 (Figura 6.13). En el caso de SAO, se detecto

adicionalmente un complejo neutro con constate de estabilidad [11o0.

Cabe mencionar que la constante de estabilidad Pi1-1, se refiere especificamente a la
reaccion entre las formas neutras de AFB y SHA con simultdnea desprotonacion. La
respectiva constante de asociacion observada (Kobs), la cual es la constante de estabilidad
medida experimentalmente a un determinado valor de pH, por ejemplo por titulaciéon
espectrofotométrica, depende del pH en acuerdo a la ecuacién teérica (4),[5°1 donde Kai“
y Ka2l son las constantes de disociaciéon acida del ligante y KaB es la constante de

disociacion acida de AFB (Esquema 6.3).

Kops = (Baa—1/[HD/{(1 + [H¥]/Kar" + Koo /[H D + K,°/[HT])} (4)

Por lo regular Ka2l << Kail y pKaz tiene un valor por arriba de 10 lo cual hace posible
excluir el termino Ka2t/[H*] de la ecuacion (4) para el analisis en practicamente todo el
amplio intervalo importante de pH alrededor de 7. Asi, la ecuacién (4) puede ser

sustituida por la forma mas simplificada de la ecuacién (5)

Kops = (B11-1/[H*D/{(1 + [H*]/Ka" DA + K, /[H ]} (5)

La ecuacion 5 predice la forma de campana del perfil de pH para Kobs con un valor
maximo de Kobs al pH 6ptimo, el cual esta determinado por la ecuaciéon (6).[5%
Ka1 "+ pKgB
pH(’)ptimo = % (6)
Los perfiles de log Kobs vs. pH calculados a partir de la ecuacién (4) se muestran en la
Figura 6.14 y los valores de Kobs a pH 6ptimo y pH fisiolégico de 7.4, se muestran en la

Tabla 6.3 junto con los valores determinados por titulaciones espectrofotométricas

(Anexo 9.5) a pH 7.4 6 pH 6ptimo.

En la Tabla 6.3 se puede observar que el valor de Kobs=1.6x10* M! calculado para SHA a
pH 7.4 a partir de datos potenciométricos, coincide con el valor informado en la
literatura determinado por RMN-!1BI57] sin embargo, el valor de Kobs determinado por

espectrofotometria es un poco mas pequefio. Tal discrepancia puede atribuirse a la
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diferencia en las condiciones de reaccion, mas probablemente a los efectos inhibitorios
del buffer(30c, puesto que las titulaciones espectrofotométricas se realizan en

disoluciones amortiguadas para mantener el valor de pH deseado.

0 0
\_/ou OH N/()u
H + Ph—B/ ._B—';- - + " + H0
B— OH
OH OoH 0/
Ph
K‘]L +H10 K:IB
OH
—_ +
o) Ph IL___O" + H
OH OH
N
H +
+ H
(o}
K:uZL
0
o
_\,/
H
+ 2H*
o

Esquema 6.3: Equilibrios dcido-base y de complejacién involucrados en la interaccién de AFBy
SHA. La primera constante de disociacién dcida de SHA se atribuye a la desprotonacién del
grupo -OH fenélico en acuerdo con la referencia [60].
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DHBHA  pH7.4 SHA

; Catecol
7 SHA-OMe >

T T T T
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Figura 6.14: Perfiles de log Koss vs. pH calculados para la complejacion de AFB con los diferentes
ligantes de la figura 7.13, empleando las constantes de equilibrio de la Tabla 7.3 y la ecuacién (4).
La linea discontinua es el perfil para catecol como ligante que se muestra a modo de comparacion.

A partir del perfil de pH para la Kobs (Figura 6.14), se puede observar que el ligante SHA
conserva una afinidad significativa hacia AFB en incluso disoluciones ligeramente acidas,
por ejemplo a pH 5.8 la Kobs es igual a 800 M1, valor similar de la Kobs para catecol a pH
7.4. En comparacion con catecol, SHA posee una constante observada con un valor mayor
de mas de un orden de magnitud a pH 7.4, aunque los valores de Kobs para ambos ligantes
difieren s6lo en un factor de 2 cuando se comparan al pH éptimo de cada ligante, pH 8.2
para SHA y 9.1 para catecol. Por lo tanto, la ventaja de emplear SHA como ligante radica
en su relativamente bajo valor de pKa el cual desplaza el perfil de pH de acuerdo con la

ecuacion (5).

A fin de obtener mayor informacion sobre la naturaleza de la interaccion entre AFB y
SHA, se determinaron por espectrofotometria las Kobs a pH 7.4 con acidos fenilboroénicos
sustituidos. Los resultados se muestran en la Figura 6.15 en términos de la Ecuacién de
Hammett, ecuacién (7), donde K* es la constante de equilibrio para el acido fenilborénico
con el sustituyente X, ¢ es la constante de Hammett para cada sustituyente X, K es la

constante de equilibrio para el acido fenilbordnico sin sustituyente y p es la constante de
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reaccion de Hammett. Un compendio de los valores de o para cada sustituyente se

encuentra en la referencia [61].

logK

-2.0 1

-2.5 1

-3.0 4

5.0

log KX = po + log K" (7)
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L 4-NO,
3-CF,
[
T T T T T
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Figura 6.15: Grdficos de Hammett para las K,»s determinadas a partir de titulaciones
espectrofotométricas para la interaccion de SHA con dcidos fenilboronicos sustituidos a pH 7.4
(cuadrados) y para los respectivos valores de [11.1 (circulos).

El grafico de Hammett para Kobs (cuadrados en Figura 6.15) no es lineal, sin embargo, los

respectivos valores de P11-1, calculados a partir de tales resultados , muestran una buena

correlacion lineal (circulos en Figura 6.15) con una pendiente p=1.35+0.09. La pendiente

positiva concuerda con la formacién de un complejo aniénico y tal valor es cercano al

informado en la literatura para la complejacién de acidos fenilborénicos con tiron

(p=1.5£0.1), un diol con pKa=8.6.5°1 Es importante notar que el valor de Kobs para acido

4-nitrofenilborénico alcanza un valor alto de 5x10* M' a pH 7.4.

La estructura 1 propuesta del complejo de SHA con AFB parece razonable debido a la

conocida labilidad de enlace NH en el ligante BHA, el cual se disocia simultineamente

con el enlace OH.[62] Sin embargo, otras estructuras alternativas, que involucran la uniéon
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a los atomos de oxigeno de los grupos fenol y acido hidroxamico, no deben excluirse, en
particular tomando en cuenta la observacion de la union de AFB al ligante N-metilado
derivado de SHA,[24] para el cual el tipo de estructura del complejo 1 es imposible. Como
se ha mencionado previamente, los derivados metilados del acido salicilhidroxamico
(SHA-OMe y SHA-NMe) se han probado como ligantes para AFB por medio de estudios en
RMN-!!B y espectrometria de masas, observando que forman complejos(24! sin embargo,

su estabilidad no fue determinada, ni tampoco los valores de pKa de los ligantes.

De acuerdo a nuestros resultados en la Tabla 6.3, el valor de pKa de SHA-OMe es muy
cercano al valor de pKa1 de SHA, lo cual estd en acuerdo con la asignacion de la primera
desprotonacion del grupo OH fendlico de SHA.[60] El valor de pKai de SHA-NMe es
significativamente mas bajo que el de SHA, como es tipico para acidos hidroxdmicos
N-sustituidos.[®3] Ambos derivados metilados forman complejos aniénicos con AFB con
un valor de B11-1 ligeramente mas bajo en el caso de SHA-OMe y un valor mas alto en el
caso de SHA-NMe, al compararlos con el valor de B11-1 para SHA. Los valores de Kobs para
ambos derivados metilados, en el intervalo de pH entre 7-9, son mas bajos que el valor
de Kobs para SHA en un factor de 2 (ver Figura 6.14). Por lo tanto, la metilaciéon de SHA no
afecta significativamente la afinidad del ligante SHA por AFB. Tal resultado es esperado
para el derivado O-metilado, ya que la estructura del complejo 1 involucra la disociacién
del grupo OH hidroxamico y por lo tanto se puede proponer la estructura 2 (Figura 6.16)

para un complejo derivado del ligante SHA-OMe con estabilidad similar.

Sin embargo, si consideramos que la estructura 1 es valida, la N-metilacién de SHA
bloquearia por completo la unién con AFB. Otra estructura alternativa para el complejo
entre AFB y SHA-NMe es la estructura 3 (Figura 6.16), la cual involucra la unién con los
dos atomos de oxigeno del ligante doblemente desprotonado sin involucrar el grupo OH
fenolico.[24] Aunque en la literatura se encuentran informadas estructuras del tipo 3, de
complejos derivados de acido difenilborinico y acidos hidroxdmicos sustituidos,[®4] el

acido borico, que es menos electrofilico, no interactda con acidos hidroxamicos.[¢5]

El par idnico intramolecular con el grupo orto-hidroxilo desprotonado puede estabilizar

electrostaticamente el i6n amonio haciendo posible la estructura 3, no obstante, no se
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han informado las constantes de complejos de acido fenilborénico con acidos
hidroxamicos que no involucran el grupo orto-hidroxilo del ligante en la unioén con el

acido fenilboroénico.

Previamente solo la interaccién de BHA con acido bérico se ha informado en la literatura
con log Bi11= -5.70,[65] valor que es significativamente menor que para acido
fenilborénico (Tabla 6.3). La estructura 4 (Figura 6.16) concuerda con la estequiometria
observada asi como también con las estructuras informadas en la literatura de complejos

bis(benzohidroxamato)borato.[66]

En comparacién con SHA, la afinidad de BHA hacia AFB es de uno a dos 6rdenes de
magnitud mas baja en términos de los valores B11-1 y Kobs (ver Tabla 6.3 y Figura 6.14).
Las titulaciones de BHA con acidos fenilbordnicos sustituidos, nos permitieron calcular
p=1.5+0.2 para los valores de log B11-1, lo cual esta en acuerdo con la formacién de un
complejo anidnico con la estructura 4. Al emplear acidos benzohidroxdmicos con grupos
electroaceptores, incluyendo el grupo catiénico Me3N*, se mejoré muy levemente la
afinidad hacia AFB (Tabla 6.3). Asi, con base en estos resultados, la estructura 3 (Figura

6.16) es inconsistente con la alta afinidad de SHA-NMe hacia AFB.
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Figura 6.16: Estructuras propuestas de los complejos de dcido fenilborénico con ligantes derivados
de dcido salicilhidroxdmico.
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Se obtuvo mayor informacion sobre el tipo de complejos formados por comparacion de
los espectros de RMN-'H de los ligantes libres y de los ligantes unidos a AFB (Figura
6.17). Como puede observarse en la Figura 6.17, el cambio en el patron de las sefales de
los protones aromadticos es esencialmente el mismo para los tres ligantes tras su
complejacion con AFB, lo cual significa que el atomo de oxigeno del grupo fendlico esta
involucrado en los tres ligantes y por lo tanto se puede excluir la estructura 3 para el
complejo con SHA-NMe. La complejaciéon AFB con SHA-OMe induce el desplazamiento de
la sefal del grupo OMe hacia frecuencia mas baja, lo cual esta en acuerdo con la unién del
acido boroénico con el &tomo de nitrégeno del acido hidroxdmico (ver espectros 3 y 4) tal
como en la estructura 2 (Figura 6.16). En el caso del ligante SHA-NMe, la sefial del grupo
NMe practicamente conserva su desplazamiento tras su complejacion con AFB (ver
espectros 5 y 6) lo cual contradice nuevamente la estructura 3, ya que dicha estructura

requiere de una carga positiva sobre el &tomo de nitrégeno (Figura 6.16).
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Ph
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”/Il\—UII
Ph
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8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 74 73 72 71 7.0 69 68 67 40 3.9 38 3.7 3.6 3.5 3.4 33
(ppm)
Figura 6.17: Espectros de RMN-'H en D0 de los ligantes libres SHA, SHA-OMe y SHA-NMe
(espectros 1, 3 y 5) y de sus complejos con AFB (espectros 2, 4 y 6) obtenidos in situ al afiadir un

equivalente de acido fenilbordnico-ds y un equivalente de NaOH a cada ligante.
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Una posible estructura del complejo con SHA-NMe, consistente con la estequiometria
observada y con el hecho de que se conserva el desplazamiento quimico del grupo NMe,
es la estructura 5 mostrada en la Figura 6.16. Ademas, es importante notar que la
formacion de estructuras ciclicas de 7 miembros se ha informado en la literatura para
complejos derivados de &cidos difenilborinicos con N-metilsalicilaldoxima y algunos
otros ligantes relacionados.l®?7l Puesto que la estabilidad del complejo derivado de
SHA-NMe es cercana a la del complejo derivado de SHA (Tabla 6.3), la formacién de 5 nos
dirige a proponer que la estructura 1 es incorrecta y en realidad la estructura del
complejo con SHA es 6. Sin embargo, como se mostrard a continuacion, la estructura

cristalina del complejo de AFB con SHA confirma la validez de la estructura 1.

Se lograron obtener cristales de buena calidad para difracciéon de Rayos X de monocristal
de los complejos derivados de AFB y acido 4-nitrofenilborénico con SHA en disoluciones
de DMSO. Las estructuras mostradas en la Figura 6.18 confirman la unién del acido
borénico hacia los atomos O,N- de SHA con la desprotonacién de NH en lugar de OH del
grupo acido hidroxamico. Las estructuras diméricas observadas aparentemente son
resultado de la condensacion de dos complejos monoméricos con la eliminacién de dos
moléculas de agua. Se han descrito estructuras diméricas similares para complejos de

AFB con salicilaldoxima.[68]

Las distancias y angulos de enlace alrededor del atomo de boro de los complejos con SHA
se muestran en la Tabla 6.4.; a partir de tales valores es posible calcular el caracter
tetraédrico del atomo de boro (THC), empleando la ecuacion (8).[¢9] Los valores de THC
son 84.1% y 89.1% para los complejos con AFB y acido 4-nitrofenilboronico,
respectivamente. Tales valores altos de THC son parecidos a los obtenidos para enlaces
covalentes B-N encontrados en compuestos amino boranos, mientras que aductos
boronato tipicamente exhiben valores de 70%.[2% 701 En acuerdo con lo anterior, las
distancias B-N tienen valores de alrededor de 1.55 A (la distancia promedio en complejos
boronato es de 1.69 A. [29,69]

THC =[1- Z—n=1-6“°9'5‘9n]°] x 100 (8)
90°
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Figura 6.18: Estructuras de rayos X de los complejos de SHA con (A) dcido fenilbordnico y (B) dcido
4-nitrofenilbordnico. Las moléculas de contraién y disolvente se han omitido para mayor claridad.
Elipsoides con 50% probabilidad. Clave de colores: C, negro; O, rojo; N, azul; B, rosa; H, gris.

Tabla 6.4: Distancias y dngulos alrededor del dtomo de boro para los complejos de SHA con dcido
fenilborénico (AFB) y dcido 4-nitrofenilborénico (A4NFB).

Complejo Distancia de enlace Angulo de enlace (°)
(A)
O B—N 1.553(2) C—B—N  111.8(1)
i B—O 1.472(3) C—B—0  111.5(1)
O\E/O\h
70 B—O 1.480(2) C—B—0  111.9(1)
N /B\D
| B—C 1.619(2) 0—B—O0  103.4(1)
N—B—O0  108.6(1)
AFB+SHA N—B—O0  109.1(1)
1 B—N 1.544(2) C—B—N  109.9(1)
B—O 1.487(2) C—B—0  111.5(1)
0
"\Eg”\ B—O 1.467(2) C—B—0  111.6(1)
L\O/L@\o B—C 1.624(2) 0—B—0  104.6(1)
o N—B—O0  109.3(1)

N—B—O  109.8(1)
NO,

AANFB+SHA
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El ligante saliciloil hidrazida (SH), el cual difiere de SHA solo por la presencia del
grupo -NH:2 en lugar de -OH en el fragmento -C(O)NH-, podria ser de igual manera un
buen ligante para AFB, pero tiene una constante de asociacion 10 veces mas pequefia
(ver tabla 6.3). La afinidad SH hacia AFB es similar a la de catecol a pH 7.4 y valores de
pH menores (Figura 6.14). Los valores de pKa1 de SH y SHA son cercanos entre si, asi que
la unién de AFB con el oxigeno fendélico podria ser similar, sin embargo el pKa2 de SH es

1.4 unidades mas alto, lo cual dificulta la sustitucién en el grupo NH.

En el caso del ligante salicilamidoxima (SAO) se encontr6 que el complejo con AFB es
predominante neutro con una constante de estabilidad relativamente alta de 1.3x103 a
su pH 6ptimo de 6.6 (Tabla 6.3); tal valor permanece sin cambio en un intervalo amplio
de pH entre 5.5-8.5, con valores de Kobs mayores que con SHA a pH por debajo de 6 y que
con catecol a pH 7.4 (Figura 6.14). En la Figura 6.19 se muestra el espectro de RMN-11B
para una mezcla de SAO con AFB en D20 a pH 7.4, en el cual se observa una sefial a 28.91
ppm perteneciente al acido borénico libre y una sefial a 3.18 ppm atribuida al complejo.
El desplazamiento de la sefial del complejo indica una coordinacién tetraédrica del

atomo de boro, la cual puede asignarse a la estructura zwitterionica 7 (Figura 6.16).

NH,

15 10 5 0 -5 -10 -15
1 (ppm)

Figura 6.19: Espectros de RMN-1B (128 MHz) en D0 de una mezcla equimolar (0.01 M) de AFB
con SAO, a pH 7.4.
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Debido a la alta afinidad del ligante SHA con AFB, se decidié preparar dos ligantes
derivados dihidroxi, DHBHA y DHBDHA (Figura 6.13). La presencia de un segundo grupo
hidroxilo en DHBHA, deberia duplicar el valor de la constante de asociacidn por factor
estadistico. Los resultados de las titulaciones por potenciometria y espectroscopia (Tabla
6.3), muestran que el valor de B11-1 se incrementa en un factor de 4.6 y un efecto similar
es observado en el valor de Kobs medido por espectrofotometria a pH 7.4. Asi, el ligante
DHBHA es un mejor ligante para AFB con Kobs alrededor de 5x10* M! a pH 7.4 y con un
perfil de pH que muestra su maximo de log Kobs desplazado a pH mas bajo comparado

con SHA (Figura 6.14).

La interaccion de AFB con el ligante DHBDHA solo se estudidé por espectrofotometria a
pH 7.4, ajustando los resultados con el programa HypSpec 2008[71] (ver Anexo 9.5,
Figuras 9.18-9.19). Los espectros de absorcion del ligante a diferentes valores de pH, nos
permitieron calcular los cuatro valores de pKa., 7.06+0.05, 8.64+0.09, 10.09+0.11 y
10.0940.15 y la titulacion con AFB a pH 7.4, nos permitié calcular dos valores
consecutivos de Kobs (1.6£0.1)x10* y (5.6+£0.1)x10% M para la interaccién con la primer
y con la segunda molécula de AFB, respectivamente. Este ultimo ligante es fluorescente
con un maximo de emisién a 490 nm y su complejaciéon con AFB provoca un aumento en
su intensidad de fluorescencia con desplazamiento del maximo a 450 nm (Figura 6.20).
Tal efecto es parecido al informado en la literatura para alizarina rojo S, ligante que
aumenta su fluorescencia tras interactuar con AFB, lo cual se atribuye a Ia
desprotonacion del ligante.[5al El ajuste del perfil de titulacion en la Figura 6.20 confirma
la formacion de ambos complejos 1:1 y 1:2 con constantes mas grandes de (2.5+0.3)x10*

y (1.0£0.1)x10* M1, respectivamente.

Hay un creciente nimero de acidos bordnicos en desarrollo e incluso ya aprobados para
ser empleados como farmacos, lo cuales requieren de sensores.[”2l El ligante DHBDHA
puede ser empleado como sensor de acidos bordnicos debido a la fuerte respuesta
observada por fluorescencia al interactuar con AFB. La luminiscencia verde de DHBDHA
a 475 nm depende linealmente de la concentracion de AFB hasta 80 uM con un limite de
deteccién de 4 pM (Figura 6.21), significativamente mas bajo que para otros sensores

descritos en la literatura.[72]
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Figura 6.20: Titulacién seguida por fluorescencia de 0.02 mM de DHBDHA con AFB a pH 7.4

(longitud de onda de excitacién, 355 nm). El recuadro superior derecho muestra el perfil de

titulacion a 450 nm; la linea sélida es el ajuste tedrico generado por el programa HypSpec.
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Figura 6.21: Grdfico de calibracion para dcido fenilborénico (20 uM de DHBDHA, pH 7.4, excitacién
a 355 nm). La ecuacion de la recta: I= (2.7+0.4)x104+(2.93#0.01)x103 [AFB]; donde [AFB] es la

concentracion de dcido fenilborénico en uM, I es la intensidad de fluorescencia a 475 nm.
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Otros ligantes elegidos para estudiar su interaccion con AFB involucran en su estructura
un grupo amino, piridilo o imidazol en combinacién con un grupo orto-hidroxilo. Tales
ligantes, mostrados en la Figura 6.22, son capaces de interactuar con acidos boroénicos,
de acuerdo con el Esquema 6.4, formando un éster boronato que se estabiliza por la
donacioén del par de electrones en el atomo de nitrégeno. La serie de ligantes varia en la
basicidad del atomo donador, siendo el ligante mas béasico
2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol =~ (DHIF) 'y el ligante menos basico
2-(2-hidroxifenil)-piridina (PyPh).

/ \
NH, X |N HN N HN__ N
{ OH OH \]E OH { OH
HFB

AMF PyPh DHIF

Figura 6.22: Otros ligantes empleados para el estudio de su interaccién con dcido fenilborénico.

Ry
\
R, R,R, R, N

R
N { OH
B(OH), ~57
. 0
+ B]I(J + HZO

_—

Esquema 6.4: Reaccién entre dcido fenilboronico y ligantes que poseen un dtomo de nitrégeno y un
grupo o-hidroxilo.

La interacciéon de acido fenilbordnico con los diversos ligantes se estudié mediante
potenciometria y en algunos casos mediante espectrofotometria UV-Vis y fluorescencia.
En las Tabla 6.5 se muestran las constantes de equilibrio para la reacciéon de formacion
de ésteres boronicos determinadas por potenciometria o espectrofotometria UV-Vis y

fluorescencia.

57



Resultados y discusion

Tabla 6.5: Constantes de equilibrio determinadas por titulaciones potenciométricas de la reaccion
de formacion de ésteres bordnicos derivados de dcido fenilborénico con diferentes ligantes en agua
a 25°Cy fuerza iénica de 0.05 M por adicién de NaClL.®@

Ligante pK.-NH* pK.-OH log B110 log f111
AMF 9.14 10.51 3.55

PyPh(®) 41 113 3.3;3.30
HFB 5.31¢ 8.9309) 4.060 -3.85
DHIF 11.43 6.69 4.1

@ El pK, de AFB se determiné en agua con un valor de 8.84 y en mezcla acuosa con 10% vol. de
acetonitrilo con un valor de 9.19. Los errores estdndar son menores a +0.05 para AMF, HFB y en
pK. de DHIF, en otros casos son *0.1; ® Con 10% vol. de acetonitrilo. (9 Datos obtenidos de
titulaciones espectrofotométricas UV-Vis o por fluorescencia.

Los resultados de la titulacion potenciométrica de la mezcla de acido fenilborénico (AFB)
con 2-(aminometil)fenol (AMF), revela la formacién de un complejo neutro con una
constante de estabilidad relativamente alta, B110=3.55x103 M. Sin embargo, la constante
de estabilidad observada (Kobs), definida en términos de las concentraciones totales de
los componentes, es mucho mas pequefia que P110 en este caso. El problema es que tanto
el ligante AMF como AFB, experimentan procesos de disociacién acida y a cada valor
dado de pH solo una fraccién de ambos componentes existe en su forma neutra reactiva.
Como consecuencia el valor de Kobs depende del valor de pH de acuerdo con la ecuacion
(9),5%1 donde Kaiy Ka2 son las constantes de disociacidon acida del ligante, KaB es la

constante de disociacion acida de AFB y $11-1=0 en este caso.

Kobs = (B11o + Brr—1/[H*D/{(1 + [H*]/Kar" + Koo"/[H* DA + K" /[H*])} (9)

En la Figura 6.23 se muestra el perfil de pH para Kobs de AMF (linea color azul) calculado
con la ecuacién (8) y la constante de equilibrio mostrada en la Tabla 6.5. La ecuacién (8)
predice el maximo valor de Kobs= 600 M1 a pH=9, valor que es mucho més pequefio que
B110 y que el valor de Kobs para catecol como se muestra en la linea discontinua de color

rojo de la Figura 6.23.

58



Resultados y discusion
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Figura 6.23: Perfiles de log Kops vs. pH calculados para la complejacion de AFB con los diferentes
ligantes de la Figura 6.22, empleando las constantes de equilibrio de la Tabla 6.5 y la ecuacion (8).
Los puntos representan los valores experimentales de log Ko.»s obtenidos por titulaciones
espectrofotométricas. La linea discontinua es el perfil para catecol como ligante que se muestra a
modo de comparacion.

La titulaciéon potenciométrica de la mezcla de PyPh con AFB se realizé en medio acuoso
con 10% vol. de acetonitrilo, debido a la baja solubilidad del ligante en agua. El mismo
esquema de reaccion es valido con B110=2.0x10% ML, Este ligante tiene un valor bajo de
pKa1 y el intervalo de pH en el cual ambos componentes, PyPh y AFB, coexiste en sus
formas neutras es amplio, pH de 5 a 8. Como resultado, a pesar del bajo valor de B110, la
estabilidad del complejo resultante del ligante PyPh en disolucion neutra es casi 100 mas

grande que para el complejo resultante del ligante AMF (ver Figura 6.23).

A fin de corroborar el perfil calculado de Kobs, se obtuvieron los valores de las constantes
observadas a diferentes valores de pH mediante titulaciones espectrofotométricas y
fluorometria. A modo de ejemplo, se muestran en la Figura 6.24, las titulaciones por
espectrofotometria y fluorometria a pH 6.5. Los perfiles de titulacién a una sola longitud
de onda se ajustan a un modelo tedrico para una reaccién con estequiometria 1:1 que

nos permite calcular la Kobs por ajuste de minimos cuadrados, empleando el programa
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Origin Pro 8.5. Los valores de Kobs (puntos color rosa en la Figura 6.23), coinciden con el

perfil calculado mediante los resultados de potenciometria.
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Figura 6.24: (A) Titulacién seguida por espectrofotometria de 100 uM de PyPh con AFB a pH 6.7;
(B) Titulacién seguida por fluorescencia de 10 uM de PyPh con AFB a pH 6.5 (longitud de onda de
excitacion, 325 nm). Las flechas indican la direccion de los cambios espectrales inducidos por el
incremento en la concentracion de AFB. En los recuadros superior derecho de cada grdfico se
muestra el perfil de titulacion a una sola longitud de onda y el ajuste de tales perfiles de titulacion.

En caso del ligante 2-(2-hidroxifenil)-1H-bencimidazol (HFB) la solubilidad en agua de
tal compuesto no fue la adecuada para titulacion potenciométrica auin en presencia de
acetonitrilo, por lo tanto, la constante de equilibrio se obtuvo a partir de las contantes de
formacion observadas (Kobs) a diferentes valores de pH determinadas por
espectrofotometria UV-Vis, técnica que permite realizar mediciones a concentraciones
mas bajas del ligante. A modo de ejemplo, en la Figura 6.25 se muestra la titulaciéon de
HFB con acido fenilborénico a pH 7.09. El ligante HFB posee propiedades de
fluorescencial’3! y el valor de Kobs para la formacion del éster derivado de dicho ligante
también se determind por fluorometria. En la Figura 6.25, se muestra la titulaciéon

seguida por fluorescencia de HFB con acido fenilborénico a pH 7.44.

Los valores obtenidos de Kobs a diferentes valores de pH para la formacion del éster

derivado de HFB se muestran en la Figura 6.23 (puntos color negro).
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Figura 6.25: (A) Titulacién seguida por espectrofotometria de 30 uM de HFB con AFB a pH 7.09;
(B) Titulacién seguida por fluorescencia de 4 M de HFB con AFB a pH 7.44 (longitud de onda de
excitacién, 330 nm). Las flechas indican la direccion de los cambios espectrales inducidos por el
incremento en la concentracion de AFB. En los recuadros superior derecho de cada grdfico se
muestra el perfil de titulacién a una sola longitud de onda y el ajuste de tales perfiles de titulacion.

Los valores experimentales de Kobs para el ligante HFB disminuyen a valores bajos de pH
en acuerdo con la ecuacion (8), sin embargo, en disoluciones basicas cuando el valor de
pH se acerca al valor de pKazl, en lugar de observar un decremento en el valor Kobs, como
pasa con los ligantes AMF y PyPh, lo que se observa con el ligante HFB es un incremento
en la constante de estabilidad que alcanza un maximo a pH 9 con subsecuente
disminucién a valores de pH mas alto (ver Figura 6.23). Tal comportamiento puede ser
racionalizado asumiendo la formacién de un complejo adicional aniénico derivado de
AFB y HFB, como resultado de la desprotonacion del grupo NH del bencimidazol, con su
respectiva constante de equilibrio B11-1 (ver estructura 9 en Esquema 6.5). La expresion
de Kobs como funcién del pH, en este caso sigue la ecuacion (8) completa. La linea sélida
color negro en la Figura 6.23 es el perfil calculado con la ecuacién (8) considerando los
valores de pKa del ligante y AFB, que nos permite calcular los valores de Bi10 y P11-1
mostrados en la Tabla 6.5. La estabilidad del complejo derivado de HFB es alta, en
particular a pH 7.4 Kobs=1.3x10* M1, valor que es muy cercano al respectivo valor con el
ligante SHA. También el valor de Bi1-1 para HFB es significativamente mas grande

comparado con el valor para catecol (log f11-1=-4.33).59
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Esquema 6.5: Equilibrios dcido-base y de complejacién involucrados en la interaccién de AFBy
HFB.

A fin de obtener mayor informacion sobre la interaccion de AFB con HFB, se
determinaron las constantes de equilibrio observadas a pH 7 (donde Kobs= P110) para la
formacion de ésteres derivados de tal ligante con acidos fenilbordnicos sustituidos
(Tabla 6.6). En la Figura 6.26 se muestra el grafico de log Kobs en funcién de la constante
de Hammett o para cada sustituyente en el acido fenilborénico, observandose una
correlacion lineal con pendiente positiva (p=0.7+£0.05) que concuerda con la presencia de
una carga negativa presente en el éster boronico formado. El valor de p obtenido en este
caso, es mas pequefio que el informado en la literatura para complejos de acidos
arilborénicos con catecoles;[9 esto concuerda con la presencia de una carga negativa

mas pequeiia desarrollada en el &tomo de boro para un complejo neutro.
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Tabla 6.6: Constantes de equilibrio observadas de la reaccién de formacion de ésteres bordnicos
derivados de HFB y dcidos fenilborénicos sustituidos en agua a pH 7.

Sustituyente en acido Constante de log Kobs
fenilborodnico Hammett c(@
H 0 411
4-Cl 0.23 4.30
4-CF3 0.54 4.47
3-NO: 0.71 4.62

@ Compendio de constantes de Hammett en referencia [61]; () Los errores estandar en log K son
menores a +0.05.
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Figura 6.26: Grdfico de Hammett para los valores Ko, determinados a partir de titulaciones
espectrofotométricas a pH 7.0, de la interaccién de HFB con dcidos fenilboronicos sustituidos.

Al comparar las constantes de estabilidad de los complejos derivados de los ligantes
PyPh y HFB, se observa un incremento en la estabilidad para el caso del ligante mas
basico, HFB. Con el ligante AMF, el complejo formado es menos estable a pesar de que
AMF es un ligante atin mas basico. Esto ultimo podria atribuirse a que en el ligante AMF
el atomo de nitrégeno tiene una hibridacion sp3 y a que hay mayor flexibilidad del grupo

amino alifatico. Al estudiar el ligante DHIF, que es el mas basico de todos los ligantes
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pero con atomo de nitrégeno sp? como PyPh y HFB, se obtuvo un valor de Pi10
esencialmente igual que para el ligante HFB (ver Tabla 6.5). Se debe tener en cuenta que
en el caso del ligante DHIF, el valor de pKail corresponde a la disociacion del grupo
hidroxilo del fenol y que pKa2" corresponde a la disociacién del grupo amino;!74l asi, el
valor de B110 para la complejacion con el ligante neutro, deberia ser mucho mas grande

en acuerdo con la alta basicidad del grupo amino.

Es de mencionarse que el equilibrio de la reaccion entre el ligante DHIF y AFB fue mas
lento, asi que, se realizaron estudios cinéticos para la reacciéon de complejacién por
espectrofotometria. En la Figura 6.27 se muestra el curso de una cinética de reaccién y
también las curvas cinéticas a la longitud de onda del maximo de absorcién de DHIF, bajo
la condicién [AFB]>>[DHIF], lo cual se ajusta a una ecuaciéon de velocidad de primer

orden.
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Figura 6.27: (A) Cinética de reaccién de una mezcla 50 uM de DHIF y 2 mM de AFB a pH 7.0. Los
espectros fueron medidos cada 30 segundos durante un tiempo total de 85 min; (B) Curvas cinéticas
a 350 nm de la reaccién de DHIF con diferentes concentraciones de AFB. En el recuadro superior
derecho se muestra las constantes de velocidad observadas vs. la concentracién de AFB.

Las constantes de velocidad de primer orden observadas (kobs), obtenidas del ajuste de

las curvas cinéticas, dependen linealmente de la concentracién de AFB de acuerdo con la
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ecuacion (10) para la reaccion de asociacion reversible, siendo k1 y k-1 las constantes de

velocidad de formacion y disociacion del complejo, respectivamente.
kobs = k—1 + k;[AFB] (10)

La relaciéon entre la pendiente y la intercepcién de la linea es igual a la Kobs,
k1/k-1= Kobs=7600 M1 a pH 7.0. Tal valor de Kobs se muestra en la Figura 6.23 junto con el
valor obtenido a pH 6.0 (Kobs=2300 M), como puntos color verde, los cuales coinciden

con el perfil calculado a partir de datos potenciométricos.

Los ésteres boronicos obtenidos a partir de acido fenilborénico (AFB) y los ligantes
DHIF, HFB y PyPh se caracterizaron por resonancia magnética nuclear de 'H y 3C (ver
anexo 9.6). Ademas se obtuvieron cristales de buena calidad para la determinacién

estructural por difraccién de rayos X de monocristal (Figura 6.28).

Las distancias y dngulos de enlace alrededor del 4tomo de boro se muestran en la Tabla
6.7. El caracter tetraédrico (THC) en cada uno de los ésteres derivados de acido
fenilborénico y los diferentes ligantes, PyPh, HFB y DHIF es 85%, 89% y 88%,
respectivamente. Los valores de THC son inusualmente altos ya que aductos boronato
tipicamente exhiben valores de 70%, ademas la distancia B-N también es mas corta de lo
usual puesto que la distancia promedio en complejos boronato como se mencion6

anteriormente es de 1.69 A.

Las distancias B-N de los complejos son mas cortas conforme aumenta la basicidad del
atomo de Nitrégeno y las distancias B-O son mas largas conforme aumenta el grado de
acidez del grupo -OH en los ligantes. Asi, para el ligante con el atomo donador mas
basico DHIF (pK.=11.43) se tiene la menor distancia B-N de 1.565(3) 4, el ligante HFB
(pKa=5.31) tiene una distancia B-N de 1.571(9) A y el ligante con el 4tomo donador
menos basico PyPh (pKa=4.1) exhibe una distancia B-N de 1.664(4) A. Las distancias B-O
para cada uno de los ésteres derivados de los diferentes ligantes son: 1.515(3) A (DHIF,

pKa=6.69), 1.491(9) A (HFB, pK.=8.93) y 1.479(4) A (PyPh, pK.=11.3).

La distancia B-N del éster derivado de PyPh y AFB es un poco mas larga que la observada

para el complejo derivado de PyPh y el 4cido mas fuerte difenilborinico (1.627(3) A),[75d]
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pero para el caso del complejo derivado de HFB y AFB, la distancia B-N es mas corta al

compararla con complejo derivado de HFB y 4cido difenilborinico (1.606(3) A).[75b]

Figura 6.28: Estructuras de rayos X de los ésteres derivados de dcido fenilbordnico y los
ligantes (A) PyPh, (B) HFBy (C) DHIF. Las moléculas de disolvente se han omitido para mayor
claridad. Elipsoides con 50% probabilidad. Clave de colores: C, negro; O, rojo; N, azul; B, rosa; H,
gris.
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Tabla 6.7: Distancias y dngulos alrededor del dtomo de boro para los ésteres borénicos derivados
de dcido fenilbordnico y los ligantes PyPh, HFB y DHIF.

Ester borénico Distancia de enlace (A) Angulo de enlace (°)
/\ B—N 1.652(3) C—B—N 108.1(2)
= B—O 1.479(4) C—B—O0 113.9(2)
0__‘3{\0}[ B—OH  1.421(3) C—B—OH 110.2(2)
B—C 1.614(3) 0—B—O0 110.7(2)
N—B—OH 118.8(2)
PyPh +AFB N—B—0 104.9(2)
N B—N 1.571(9) C—B—N 109.5(5)
Q_<\h@ B—O 1.491(9) C—B—0 112.4(5)
0—'3/\0H B—OH  1.471(8) C—B—OH 111.5(5)
B—C 1.624(9) 0—B—O0 107.2(5)
N—B—OH 109.1(5)
HFB +AFB N—B—O 106.9(5)
N B—N 1.565(3) C—B—N 108.4(2)
+\N B—O0 1.515(3) C—B—O0 109.0(2)
o—/sf B—OH  1.451(3) C—B—OH 114.5(2)
1o B—C 1.607(3) 0—B—0 109.8(2)
N—B—OH 108.1(2)
DHIF +AFB N—B—O 106.8(2)

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Con el fin de evitar los problemas de auto-oxidacién que sufren los catecoles en
disolucion, se estudié la formacion de ésteres bordnicos con diversos ligantes, los cuales

involucran en su estructura un grupo con un atomo donador y un grupo orto-hidroxilo.

Debido a que en la literatura se encontraron informes de la complejacién de acido

fenilboronico (AFB) con acido salicilhidroxamico (SHA), tal ligante y sus derivados

67



Resultados y discusion

fueron elegidos en este estudio, ademas de otros ligantes con un grupo amino, piridilo o

imidazol.

La constante de estabilidad observada para el complejo formado a partir de AFB y SHA
tiene un valor maximo a pH 8.2 de 2.6x10* M1 y se mantiene con valores de 103 M1 en
un intervalo de pH de 6 a 10. La estructura de rayos X de tal complejo, confirma la

coordinacion del atomo de boro de AFB, hacia los atomos de nitrégeno y oxigeno de SHA.

Los ligantes que involucran en su estructura unidades imidazol y fenol, formaron
complejos neutros tetraédricos con AFB en disolucién acuosa a pH 7, con constantes de
estabilidad observada de alrededor de 10* M para los ligantes
2-(2-hidroxifenil)-1H-benzimidazol (HFB) y 2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol
(DHIF).

En las estructuras de rayos X de los complejos obtenidos se observé que la distancia del

enlace covalente B-N es mas que corta que la observada en otros aductos boronato.

Los ligantes estudiados pueden ser empleados para el autoensamble en agua de

estructuras supramoleculares basadas en ésteres borénicos.
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6.3 ACIDOS BORONICOS COMO RECEPTORES DE ANIONES.

Como se mencion6 en los antecedentes los acidos bordnicos, a pesar de poseer grupos
hidroxilo, tienen la propiedad de actuar como acidos de Lewis formando aductos con
geometria tetraédrica al interactuar con aniones (A, Figura 6.29).176] Sin embargo en
estado solido se han observado complejos de acidos boronicos con carboxilatos, en los
cuales los acidos borénicos actilan como acidos de Brgnsted, actuando como donadores

de hidrogeno en una interaccion tipo enlace de hidrogeno (B, Figura 6.29).

Figura 6.29: Tipos posibles de unidn entre dcidos bordnicos y aniones.

El tipo de interaccién por enlace de hidrégeno bidentado observado en complejos acido
bordnico-carboxilato es evocativo de la complejacién de carboxilatos por medio de ureas,
grupo funcional que se ha empleado ampliamente en el disefio de receptores de
aniones.l”7l A pesar de la posibilidad de emplear acidos bordnicos como receptores de
aniones del tipo acido de Brgnsted, no hay informes en la literatura acerca de la
estabilidad y selectividad de complejos acido boroénico-carboxilato en disolucion.
Ademas, no es claro si los acidos borénicos pueden interactuar por enlace de hidrégeno
con otros aniones; por ejemplo en la literatura se menciona la posible interaccion de
enlace de hidrogeno entre los grupos B-OH y el ion cloruro como la causa del
apagamiento de la fluorescencia de un receptor basado en acido bordnico en

diclorometano.[78]

Con base en lo anterior, se decidié realizar un estudio de la interaccién entre acidos
arilborénicos y una serie de aniones en disolventes aproticos como dimetilsulféxido y

acetonitrilo empleando espectrometria de RMN-H, 1'B y espectrofotometria UV-Vis.
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En la Figura 6.30, se muestra el curso de una titulacion de acido fenilbor6nico con
acetato de tetrabutilamonio seguida por resonancia magnética nuclear de protén en
DMSO-de. En dicha titulacién se observa el desplazamiento hacia frecuencias altas de la
sefal correspondiente a los protones B-OH, lo cual manifiesta una interaccién de tipo
puente de hidrégeno entre el acido borénico y el anién, tal como B en la Figura 6.29. Es
de notarse el ensanchamiento de la sefial de los protones B-OH, asociado posiblemente

con un intercambio relativamente lento entre la forma libre del acido fenilborénico y su

forma asociada con el anion AcO".

+2.6 eq. AcO- B-OH L7
+ 1.8 eq. AcO- B-OH L6
-t
+1.4eq. AcO- B-OH Ls
e M
+1.0 eq. AcO - B-OH 4
e e

+0.6 eq. AcO- B-OH +3
I -

B-OH

+0.2 eq. AcO- L2
A IR
Tu
O/h\nn B-OH ﬂhL L1
" N

12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0
f1 (ppm)

Figura 6.30: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en DMSO-ds de dcido fenilborénico 5mM con
diferentes adiciones de BusNAcO.

Los perfiles de titulacion de diferentes acidos arilborénicos con AcO" en DMSO,
considerando el desplazamiento quimico de la sefial de protén -B(OH)z, se muestran en
la Figura 6.31. Tales perfiles se ajustan a un modelo de asociacién con estequiometria
1:1, lo cual nos permitié calcular los valores de las constantes de asociacion Ka

empleando la ecuacion (1); dichos valores de Ka se muestran en la Tabla 6.8, se muestra
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también el cambio de desplazamiento quimico (Ad) de la sefnal de protén B-OH del acido

bordnico y de la sefial del grupo metilo CHs del anidn, tras la asociacion.

11,54
11,0 4
10,5 4

10,0 4

3, ppm

9,54

9,0 1
X-C,H,B(OH),

8,5

8,0 4

7.5 T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20
[Bu,NOAc], mM

Figura 6.31: Perfiles de titulaciones seguidas por RMN-'H en DMSO-ds de dcidos arilborénicos 5mM
con BusNAcO. Las lineas representan los perfiles tedricos calculados mediante la ecuacion 1.

Tabla 6.8: Constantes de asociacion (Ku), desplazamientos inducidos (Ad) en las sefiales de protén
para la interaccion del anién acetato con dcidos arilbordnicos sustituidos en DMSO y constantes de
Hammett (o) para cada sustituyente.

Sustituyente K, M1 A3, ppm (B-OH) A3, ppm (CH3CO0) c@
4-MeO 990+50 2.95 0.09 -0.27
H 950450 3.24 0.14 0
4-Cl 800+100 3.34 0.15 0.23
3-CF3 910+100 3.44 0.20 0.43
4-CF3 3000+£100® 3.10 0.22 0.54
3-NO; 2100+100 3.27 0.27 0.71
4-NO; 6200+£100® 3.15 0.28 0.78

@ Compendio de constantes de Hammett en referencia [61], ® Valores obtenidos de titulaciones
espectrofotométricas UV-Vis, puesto que las K, calculadas por titulaciones en RMN daban valores
con gran incertidumbre.



Resultados y discusion

A partir de los valores de Ka, obtenidos para la asociacion entre acidos arilborénicos con
diferentes sustituyentes y el anidn acetato, es posible evaluar el efecto del sustituyente
en términos de una correlacion de Hammett, para lo cual se construyd el grafico

mostrado en la Figura 6.32.

3.8 4-NO, u
II
1
1
3.6 4 )
;
4-CF3 ] ) m 3"\'02
< 341 )
x 1
> )/
o /
7
3.2 K
1
1
II
4-OMe /
01 W E 4-Cl /
~~~~~~~~~ = . M3CF
2.8 4
T T T T T T T T T T T T
0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Hammett

Figura 6.32: Grdfico de Hammett para las constantes de asociacion de dcidos arilborénicos
sustituidos X-CsH4B(OH); con el anién AcO” en DMSO.

Como puede observarse en la Figura 6.32, el grafico de Hammett no es lineal. Sin
embargo, analizando por partes, para el caso de sustituyentes fuertemente
electroatractores la pendiente de la recta es positiva, lo cual indica la presencia de una
carga negativa en el complejo formado. Con sustituyentes electrodonadores y débilmente
electroatractores, la pendiente de la recta es ligeramente negativa. En la literatura
podemos encontrar el valor de la pendiente del grafico de Hammett p alrededor de 2,
para las constantes de disociacién acida* y para las constantes de estabilidad de ésteres
anionicos tetraédricos de acidos borénicos.[15b. 591 La pendiente de la recta, en el grafico

de la Figura 6.32, con sustituyentes fuertemente electroatractores (-CF3 y -NO2) tiene

* Para los acidos bordnicos el proceso de disociacidn acida en realidad corresponde a la adicion
de anion hidréxido en el centro de B(III).
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también un valor de 2, tal como el valor de p encontrado en la literatura para la
formacion de complejos anionicos covalentes; sin embargo con los demas sustituyentes
no se tiene una idea clara de la tendencia. Una posible explicacidon podria ser un balance
complicado entre la formacion de los complejos y la solvatacion de los acidos boroénicos,

ambos involucrando interacciones por enlace de hidrogeno con el grupo -B(OH)z2.

Por otra parte, el desplazamiento inducido en la sefal de protdén para el grupo metilo en
el anion acetato, sigue la misma tendencia que la constante c de Hammett asi, como se
observa en la Tabla 6.8, el cambio en el desplazamiento quimico del protén CHs es mayor
para acidos bordnicos mas fuertes, es decir con sustituyentes fuertemente

electroatractores.

Adicionalmente, se realizaron titulaciones seguidas por RMN-'H de 4cido fenilborénico
en DMSO con las sales de tetrametilamonio de acidos benzoicos sustituidos, obteniendo
los perfiles de titulacion de la Figura 6.33, a partir de los cuales se obtuvieron las Ka

mostradas en la Tabla 6.9.

10 X=4-OH
10.5 X=H
X=4-Cl
10.0 4
£
g
~ 954
© X=4-NO,
9.0
8.5
80 C,H,B(OH), + X-C_H,CO0

T T T T T T T T T
0 4 8 12 16
[Benzoato], mM

Figura 6.33: Perfiles de titulaciones seguidas por RMN-'H en DMSO-ds de dcido fenilborénico 5mM
con las sales de Me4N de dcidos benzoicos sustituidos. Las lineas representan los perfiles tedricos
calculados mediante la ecuacién 1.
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Tabla 6.9: Constantes de asociacion (Ky), desplazamientos inducidos (A9) en las sefiales de
protén -B(OH); para la interaccién de dcido fenilbordnico con benzoatos sustituidos en DMSO y
constantes de Hammett (o) para cada sustituyente.

Sustituyente Ka, M-1 AS, ppm (B-OH) o)

4-OH 1300+£100 3.13 -0.37
H 72090 3.00 0

4-Cl 490+20 2.56 0.23
4-NO; 132+6 2.40 0.78

@ Compendio de constantes de Hammett en referencia [61].

La correlacién de Hammett (Figura 6.34) para las constantes de asociaciéon de acido
fenilborénico con aniones benzoato sustituidos, muestra una pendiente con valor

negativo (p =-0.87£0.07) como se esperaria ya que la asociacion se ve desfavorecida con

sustituyentes electroatractores en el aniéon benzoato.

3.2

3.0 4

2.8

2.6 1

log K,

2.4

2.2 4

4-NO, =

2.0 T T T T T T T T T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

GHammett

Figura 6.34: Grdfico de Hammett para las constantes de asociacion de dcido fenilborénico con
aniones benzoato sustituidos X-CsH4-CO2" en DMSO.
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La interaccién de acido fenilborénico con otros aniones tales como Cl', HSO4', Br'y I" en
DMSO-ds se analiz6 también por RMN-'H. Los perfiles de titulacion de dacido
fenilbordnico con los diferentes aniones como sales de tetrabutilamonio se muestran en
la Figura 6.35 y las constantes de asociaciéon obtenidas mediante el ajuste de dichas

curvas de titulacion empleando la ecuacion 1, se indican en la Tabla 6.10. Con el anién

HSO4 no fue posible calcular la constante de asociacién debido a que en este caso el

perfil de titulacién permanece lineal hasta altas concentraciones del anién.

En el caso de las titulaciones con Cl" y HSO4’, la adicién de los aniones ocasion6 un cambio

en el desplazamiento de la sefial B-OH hacia frecuencias altas, en acuerdo con la

formacidn de un enlace de hidrégeno. Con los aniones Br” y I se observé un cambio en el
desplazamiento hacia frecuencias bajas, dicho efecto contrario se logr6 explicar al
realizar las mismas titulaciones con acetonitrilo como disolvente, lo cual se discutira mas

adelante.

Las contantes de asociacion de acido fenilborénico con aniones tales como acetato y
cloruro en DMSO son mayores en comparacion con las informadas en la literatura con
donadores de protones bidentados tal como fenilurea o iso-ftalimida en el mismo

disolvente (alrededor de 100 M™! para acetato y 10 M™! para clorurol79]).

Al analizar la interacciéon de Aacido fenilbordnico con H2POs4, mediante RMN-'H en
DMSO-ds, la senal correspondiente al proton B-OH no se observa en el espectro del acido
borénico (de concentracién 5mM) al adicionar una alicuota (0.2 equivalentes) de una
disolucion de (BusN)H2PO4. Sin embargo, la constante de asociacion (en Tabla 6.10) se
calculé a partir del perfil de titulacion (6 vs. [(BusN)H2PO4]) (Figura 6.36) considerando
el desplazamiento quimico las sefiales de los protones aromaticos, las cuales se movieron

hacia frecuencias bajas como consecuencia de la interaccion.
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Figura 6.35: Perfiles de titulaciones seguidas por RMN-'H en DMSO-ds de dcido fenilborénico 5mM
con diferentes aniones como sales de tetrabutilamonio. Las lineas color rojo representan los perfiles
tedricos calculados mediante la ecuacion 1.
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Figura 6.36: Perfil de titulacion seguida por RMN-'H en DMSO-ds de dcido fenilborénico 5 mM con
(BusN)H2PO,. La linea representa el perfil teérico calculado mediante la ecuacién 1.
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Tabla 6.10: Constantes de asociacion K (M) para dcido fenilborénico y 3-nitrofenilbordénico con
diversos aniones en diferentes disolventes y desplazamiento quimico de ''B, & (ppm) a la saturacion.

Anién PhB(OH). 3-0,N-CsH4-B(OH):

DMSO MeCN DMSO MeCN CHCI;

log Ka@ & (11B) logKa® & (11B) logKa® & (11B) logKa@ log Ky

Acido
libre
AcO"  298(2) 2878 341(8) 29.13 3.46(3)® 27.16 3.73(2)® 4.01(1)®

28.53 27.69

H.PO,  2.34(6) © 3.4(1) 478
HSO4 <03
F @ 4.07 4.14
cr 1.78(7) 29.09 2.41(8) 29.92 2.74(3)
Br 1.6(9) 2886 1.72(4)
I <03

@ El niimero entre paréntesis es el error estdndar en el dltimo digito. ® Datos obtenidos de
titulaciones espectrofotométricas UV-Vis. (9 Sefial no detectada. (9 Valor no determinado.

Con la finalidad de aclarar el tipo de interaccion con el anién H2PO4', se decidio realizar la

titulacion del acido 3-nitrofenilborénico (A3NFB), un acido mas fuerte, con H2PO4 en
DMSO. Como puede observarse en la Figura 6.37, con la primera adicién (0.2
equivalentes) de H2PO4', la sefial del protén B-OH de A3NFB se ensancha y desplaza hacia
frecuencias altas y como en el caso con acido fenilbordnico, la sefial tampoco se observa
a mayor concentracion del anion. Ademas, aparece un nuevo juego de sefales de
protones aromaticos hacia frecuencias bajas, las cuales aumentan de intensidad
conforme se incrementa la concentracion del anion (ver sefiales en color rojo, Figura
6.37). Lo anterior refleja que el proceso de intercambio entre el acido boronico libre y el
acido boronico asociado con el anidn es lento en la escala de tiempo de la resonancia
magnética nuclear.[8%, lo cual no es tipico para interacciones de enlace de hidrégeno. La

constante de asociacién se calculé a partir del espectro con concentraciéon equimolar de

77



Resultados y discusion

ambos reactantes por integracién de las sefiales del acido boroénico libre y del acido

bordnico asociado con el anidn; tal valor se muestra en la Tabla 6.10.

B-OH
+ 1.4 eq. H2PO4 R A I I
+1.0 eq. HoPOs A | I
)\ M M
+0.6 eq. H2PO4 ﬂ n H | ' I

+0.2 eq. H2PO4 J/\ HH M
A W - Ad\A,

oH

| 1l

T T T T T T T T T T
9.2 9.1 2.0 8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 84 83

T T T T T T T T
81 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2

82

(ppm)

Figura 6.37: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en DMSO-ds de dcido 3-nitrofenilborénico 5mM con
diferentes adiciones de (BusN)H;PO,.

Al titular una disolucion de acido fenilborénico en DMSO-ds con fluoruro de
benciltrimetilamonio, siguiendo los cambios por RMN-'H (Figura 6.38), se observ6 un
comportamiento similar como en el caso de ASNFB-H2PO4". La adicion de una alicuota del
titulante, causo el desplazamiento hacia frecuencias altas y el ensanchamiento de la sefial
de protén B-OH. Al incrementar la concentracion del titulante dicha sefal dejo de
observarse y aparecié otro conjunto de sefiales de protones aromaticos, completandose
los cambios (se dejé de observar sefiales de AFB libre) hasta una relacién molar 1:1, lo
cual indica una fuerte interaccién. Sin embargo en el espectro final se observa la
presencia de una mezcla de productos. La razén de la desaparicion de la sefial de protén
del grupo B-OH en presencia de F' y H2PO4™ no es clara, aunque la inicial observacién del
cambio en el desplazamiento hacia frecuencias altas de la sefial B-OH indica al menos

alguna contribucion de enlace de hidrégeno con dichos aniones.
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Figura 6.38: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en DMSO-ds de dcido fenilborénico 5mM con
diferentes adiciones de (PhCH;NMes)F. El intervalo entre 7.6-7.5 ppm se cortd para eliminar la
sefial interferente del grupo fenil del catién benciltrimetilamonio.

6.3.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE !B,

Las sefiales de boro en RMN para acidos boronicos tricoordinados (boro con hibridacién
sp?) generalmente son detectadas en el intervalo de 25-35 ppm mientras que, derivados
tetracoordinados (boro con hibridaciéon sp3) muestran sefiales entre 0 y 10 ppm.[81]
Dicho lo anterior, a fin de confirmar el tipo de interaccién entre los 4cidos borénicos y los
diferentes aniones, se procedié a obtener los espectros de RMN-'1B de disoluciones de
acido fenilboroénico 6 3-nitrofenilboroénico en ausencia y en presencia de las sales de los
diferentes aniones (Anexo 9.10) a la concentraciéon de saturacion en DMSO-ds. En la

Tabla 6.10, se muestran los desplazamientos quimicos de las sefiales de boro y como

puede observarse para el caso de los aductos derivados de los aniones AcO’, CI" y Br’ las
sefiales de boro muestran desplazamientos en el intervalo esperado para un atomo de
boro con hibridacién sp?, lo cual confirma la formacién de enlace de hidrégeno, ya que en

este caso se conserva el tipo de hibridacién en comparaciéon con los acidos libres. Los
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espectros de RMN-11B para 4cido fenilborénico con I' y HSO4” no se obtuvieron debido a
que las constantes de asociacién entre el dcido borénico y ambos aniones, fueron muy

bajas (<0.3 M-1).

Los aductos derivados de F y H2PO4 (con acido 3-nitrofenilborénico) tienen un
desplazamiento quimico de las sefiales de boro que se encuentran en el intervalo
esperado para compuestos tetracoordinados por lo tanto, el tipo de interaccién entre

estos aniones y los acidos boroénicos es de tipo covalente.

6.3.2 CONSTANTES DE ASOCIACION EN ACETONITRILO.

En el caso de la constante de asociacién entre acido fenilborénico y el anién acetato
empleando acetonitrilo como disolvente, el valor de Ka se obtuvo del perfil de titulacion
(0 vs. [BusNACcO]) considerando el cambio en el desplazamiento quimico de una de las
sefiales de los protones aromaticos. Lo anterior fue debido a que atin a concentraciones
bajas del anidn, la sefial correspondiente al protén B-OH sufrié un gran ensanchamiento,

impidiendo que se pudiera emplear su desplazamiento inducido en el calculo de Ka.

En las titulaciones de acido fenilborénico con Cl" y Br' como sales de tetrabutilamonio,
seguidas por RMN-H en CH3CN-ds3, se observé el desplazamiento de la sefial B-OH hacia
frecuencias altas y el desplazamiento de las sefiales de protones aromaticos hacia
frecuencias bajas. Los perfiles de titulacion con ambos aniones se muestran en la Figura
6.39 y las constantes obtenidas mediante el ajuste de tales curvas se encuentran en la
Tabla 6.10. Las constantes de asociacion para AcO" y Cl" en acetonitrilo (un disolvente
menos polar) son entre 3 y 4 veces mas grandes que las obtenidas en DMSO; en el caso

de la constante para Br’, la constante es solo ligeramente mayor en acetonitrilo.
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Figura 6.39: Perfiles de titulaciones seguidas por RMN-'H en CH;CN-d3 de dcido fenilborénico
2.5mM con BusNCly BusNBr. Las lineas sélidas representan los perfiles tedricos calculados
empleando la ecuacion 1.

Como se menciond en el parrafo anterior, la adiciéon de Br™ provoco el desplazamiento
esperado de la sefial B-OH hacia frecuencias altas en el espectro de RMN-'H empleando
acetonitrilo como disolvente, contrario a lo que se observo en DMSO (ver Figura 6.35). La
posible razén de esta diferencia puede deberse a que la solvatacion de B-OH en un
disolvente tan donador como lo es DMSO, induce un desplazamiento quimico hacia
frecuencias mas altas en comparacion al desplazamiento inducido por la interaccién de
B-OH con Br". Asi, el desplazamiento quimico de la sefial B-OH del acido fenilborénico
con Br’, a la concentracién de saturacion, es de 7.39 ppm (calculado del ajuste de la curva
en Figura 6.39), mientras que el desplazamiento de la misma sefal para el acido sin

anion en DMSO es de 8.02 ppm.

El desplazamiento quimico de la sefial de 'B a la saturacién para los casos de acido

fenilboroénico con AcO"y ClI" en CH3CN-d3 (Tabla 6.10) confirma que el tipo de interaccion

con dichos aniones es de tipo enlace de hidrégeno.

También se estudi6 el tipo de interaccion entre acido 3-nitrofenilborénico y el anion
fluoruro en acetonitrilo por RMN-!H. Antes de mencionar los resultados de este estudio,

es de notarse que la formaciéon de aductos derivados de acidos de Lewis, en muchas
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ocasiones es lenta en la escala de RMN, tal como observamos al estudiar la interaccion de

acido fenilborénico con F* y H2PO4 en DMSO, y como es comin en la formacién de

ésteres borodnicos covalentes .[82]

La adicién de 0.6 equivalentes de F* a una disolucién de acido 3-nitrofenilborénico en
acetonitrilo induce un desplazamiento de la sefial de protén B-OH hacia frecuencia mas
alta y la formacién de un nuevo grupo de sefiales, marcadas con asterisco (*) en la Figura
6.40, las cuales coexisten con otro de grupo de sefiales marcadas con una punta de flecha
(™) que pertenecen al acido boroénico sin asociar. Ademads, aparece otro conjunto de
sefiales de menor intensidad marcadas con un signo mas (+). Con base en lo anterior, lo
mas probable es que con tal cantidad de anién afiadido lo que se observa sea la mezcla de
un aducto covalente, con intercambio lento en la escala de tiempo de RMN, y de un
aducto por enlace de hidrogeno, con intercambio rapido en la escala de tiempo de RMN,

como componentes principales.

A la relacién molar 1:1 (tercer espectro en Figura 6.40) la sefal de protén B-OH
desaparece al igual que las sefiales de los protones aromaticos del 4cido bordnico libre.
Al anadir un segundo equivalente del anidn (cuarto espectro en Figura 6.40) se observa
otro conjunto de sefiales. Lo anterior indica la formacién de varios aductos con fluoruro.
Sin embargo, solo podrian formarse dos tipos de aductos 1:1, uno de tipo covalente (A,
Figura 6.41) y otro por enlace de hidrogeno (B, Figura 6. 41), ademas de un aducto 1:2
con ambos tipos de enlace (C, Figura 6. 41). La formacion de aductos covalentes 1:2 es

improbable puesto que se necesitaria de la formacién de un compuesto extrafio

pentacoordinado de B (III) o la uniéon de un segundo anioén por intercambio OH /F’, lo
cual es improbable en un disolvente aproético puesto que es necesaria la protonacion del
anién hidréxido saliente.[83] Es posible la formacién de otras especies poliméricas, como
el aducto D en Figura 6.41, resultado de la auto-asociacion de los componentes de
reaccion en un disolvente de baja polaridad y a la concentracién empleada para

mediciones en RMN.
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Figura 6.40: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en CH3CN-d;z de dcido 3-nitrofenilborénico 5mM con
diferentes adiciones de (PhCH;NMe3)F. El intervalo entre 7.58-7.46 ppm se corté para eliminar la
sefial interferente del grupo fenil del cation benciltrimetilamonio.
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Figura 6.41: Aductos posibles derivados de dcido borénico y el anién fluoruro.

Mas informacidn fue obtenida de espectros de B y °F (Figura 6.42) sobre la interacciéon
entre acido 3-nitrofenilborénico y el anién fluoruro en acetonitrilo. De acuerdo con los
espectros de !B, la adicion de 0.5 equivalentes del anién induce la formacién de un
aducto covalente (probablemente del tipo A, Figura 6.41) con desplazamiento quimico
de 4.14 ppm y con intercambio lento en la escala de tiempo de RMN. El hecho de que la
sefial de 4.14 ppm no sea una seflal doble como se esperaria, puede atribuirse al

ensanchamiento de la sefial debido al intercambio lento con el exceso de 4cido boroénico.

La adicion de 1 equivalente de F™ trasforma por completo el acido borénico en un aducto

covalente tetraédrico ya que solo se observa la sefial en 4.14 ppm, y la adicion de un
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segundo equivalente del anién practicamente no induce cambios en el espectro, lo que
significa que el segundo anion fluoruro no interactia directamente con el &tomo de Boro.
La constante de acoplamiento J(1'B-1°F)= 59.02 Hz es cercana a otros valores informados
para acidos arilboroénicos,[84] sin embargo es extrafia la observaciéon de una sefial triple
en lugar de una sefial doble. Tal multiplicidad corresponde a la uniéon de dos aniones
fluoruro al centro de B(III), lo cual es improbable como se menciond anteriormente.
Probablemente la multiplicidad observada en realidad sea el resultado de la
superposicion de sefiales de diferentes especies con desplazamiento cercano, como

aductos poliméricos (D, Figura 6.41).

1g 19f
+2.0eq F L4 +2.0eq.F L4
+1.0eq. F +1.0eq. F
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Figura 6.42: Espectros de RMN de 1'B (128 MHz) y *°F (282 MHz) en CH3CN-d; de dcido
3-nitrofenilbordénico 20 mM con diferentes adiciones de (PhCH;NMes3)F.

Los resultados de RMN-1°F, concuerdan con los datos de RMN-!1B. La adicién de 0.5

equivalentes de F° trasforma por completo el aniéon en un aducto covalente con
desplazamiento quimico de -138.33 ppm que carece de la multiplicidad de cuarteto
esperada debido al intercambio con el exceso de acido borénico. En la mezcla 1:1, sin
acido boronico libre, se puede observar una sefial a -138.33 ppm, correspondiente al
aducto covalente; en este caso nuevamente la multiplicidad de la sefial no corresponde al
cuarteto esperado, lo cual se puede explicar de la misma forma que en los espectros de

1B, por la superposicién de sefiales de especies poliméricas. Con dos equivalentes de F,
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la sefial anterior se observa como cuarteto, como se esperaria para un aducto 1:1, y

aparece una nueva sefial en -116.20 ppm, que es cercana pero no coincide exactamente

con la sefial de F libre en -113.92 ppm y probablemente corresponda al anion

participando en un enlace de hidrégeno, por lo que la estructura probable en presencia

de 2 equivalentes de F seria C, Figura 6.41.

6.3.3 TITULACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS UV-VIS.

Con el fin de analizar si los acidos arilborénicos pueden emplearse como sensores
Opticos de aniones via enlace de hidrogeno, se realizaron titulaciones
espectrofotométricas del acido 3-nitrofenilborénico con acetato en dimetilsulféxido,
acetonitrilo y cloroformo. En todos los casos se observé que con la adicién del anién, el
maximo de absorcién se desplazd hacia el rojo (Figura 6.43), tal y como ocurre en
interacciones de aniones con arilureas(8l. Las curvas de titulacién empleando el valor de
absorbancia a una sola longitud de onda se muestran en la Figura 6.44 y las constantes
de asociacion obtenidas del ajuste de dichas curvas se encuentran en la Tabla 6.10. El

cambio de absorcion inducido tras la interaccion es mayor con el disolvente menos polar.

Cambios espectrofotométricos mas pequefios pero atn detectables fueron observados en

las titulaciones de acido fenilborénico con AcO" y Cl" en acetonitrilo. Las constantes de
asociacion determinadas son cercanas a las determinadas por titulaciones seguidas por

RMN.

Al comparar los resultados de las constantes de asociacion obtenidas, para acido

3-nitrofenilborénico con AcO" en los diferentes disolventes, se observa que los valores
decrecen conforme el disolvente es mas polar (poco menos de 4 veces al ir de CHCl3 a
DMSO), sin embargo el efecto es pequeflo en comparaciéon con las constantes de
asociacién de receptores basados en urea para aniones, las cuales son alrededor de dos

6rdenes de magnitud menores en DMSO comparadas con las obtenidas en cloroformo.[8¢l
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Figura 6.63: Titulacién espectrofotométrica de dcido 3-nitrofenilborénico 0.1mM con BusNAcO en
CH3CN.
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Figura 6.64: Perfiles de titulacion espectrofotométrica de dcido 3-nitrofenilborénico con BusNAcO
en diferentes disolventes a 290nm (DMSO0), 280nm (CH3CN) y 285nm (CHCl3).

También se observé que las constantes de asociaciéon de acido fenilborénico con acetato

en DMSO disminuyen al adicionar 1 y 3% v/v de agua (Tabla 6.11). El valor de Ka
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disminuye alrededor de 2 veces con 1% de agua y 4 veces en presencia de un 3% de agua

v/v.

Tabla 6.11: Constantes de asociacion K4 (M) para dcido fenilbordnico-acetato en DMSO con
diferente porcentaje (v/v) de agua.

% H20, v/v Ka, M1
0 950450
1 420+46
3 230422

Numerosas estructuras cristalinas de complejos con enlace de hidrégeno se han
informado en la literatura los cuales corresponden a complejos con zwitteriones de
aminodacidos tal como por ejemplo, el complejo de acido fenilborénico con prolina
(Figura 6.44).31c 87] Ademdas se ha observado que algunos aminoacidos libres, se
encuentran predominantemente como zwitteriones en DMSOI88]; por lo tanto se decidié
examinar al acido 3-nitrofenilborénico como acido de Brgnsted para reconocer

aminoacidos en DMSO.

. /()—H----()\>_(j
\ i .

0—H---0 /N\
H
H

Figura 6.44: Enlaces de hidrogeno observados entre dcido fenilborénico y prolina.

En la Figura 6.45 se muestra la titulaciéon seguida por RMN-'H de A&cido
3-nitrofenilborénico con prolina y en la Figura 6.46 se muestran los perfiles de titulaciéon
con prolina y N,N’-dimetilglicina, considerando el desplazamiento quimico de la sefial
B-OH, la cual se dirige hacia frecuencias altas como resultado de la interacciéon por enlace
de hidrogeno. Los valores de Ka para la interaccion de acido 3-nitrofenilborénico con

ambos aminodacidos, son de alrededor de 30+ M-1. El decremento de afinidad para estas
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especies, comparada con la afinidad a acetato, es resultado de la menor basicidad del

grupo carboxilato de los zwitteriones.
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Figura 6.45: Espectros de RMN-'H (300 MHz) en DMSO-d; de dcido 3-nitrofenilborénico 5mM con
diferentes adiciones de prolina. Concentraciones de prolina: (1) -0; (2) -0.84 mM; (3) -1.5 mM; (4)

-2.7mM; (5) -3.5 mM; (6) -4.2 mM.
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Figura 6.46: Perfiles de titulaciones seguidas por RMN-'H de dcido 3-nitrofenilborénico 5mM con
prolina (tridngulos) y con N,N’-dimetilglicina (circulos) en DMSO-ds. Las lineas sélidas representan

los perfiles tedricos calculados con la ecuacion 1.
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6.4 ACIDOS DIBORONICOS COMO RECEPTORES DITOPICOS DE ANIONES Y
AZUCARES.

Derivados de 2,6-piridindicarboxiamida e isoftalamida se han propuesto como receptores de
aniones a través de enlace de hidrogeno y se han empleado como bloques de construccion en
el disefio de numerosos receptores ciclicos y aciclicos para diferentes huéspedes incluyendo
aniones, cationes y moléculas neutras.891 Derivados de piridindicarboxiamida se han
empleado mas comunmente como receptores de aniones puesto que poseen una estructura

preorganizada.(89e-fl

Con base en lo anterior, en este trabajo se propuso el disefio de un receptor ditépico
empleando la unidad piridin-2,6-dicarboxiamida como sitio de reconocimiento de
aniones y como andamio para incorporar el grupo funcional acido borénico empleado

comunmente para el reconocimiento de aztcares.[°0]

Los derivados de piridin-2,6-dicarboxiamida propuestos como receptores ditopicos se
muestran en la Figura 6.47 (R1 y R2), junto con la estructura de un compuesto de

referencia sin el grupo funcional acido borénico (R3).
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Figura 6.47: Receptores derivados de 2,6-piridindicarboxiamida.
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Los receptores se prepararon a partir del dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo y el
correspondiente acido meta o para aminobordnico o bien anilina en el caso del

compuesto de referencia.

Las estructuras del receptor R1 y del éster de pinacol del receptor R2 se determinaron

por difraccién de rayos X de monocristal (Figura 6.48 y 6.49).

La molécula del receptor R1 es casi plana como puede observarse por los angulos
diedros de 6.73° y 10.53° entre el plano formado por el anillo central de piridina y los
planos formados por los anillos aromaticos laterales. Los grupos NH se encuentran
dirigidos hacia el interior de una cavidad, con distancias N---N de 4.743(3) A y C---C, de
los atomos orto-CH de los anillos aromaticos laterales, de 6.089(4) A. Los grupos acidos

borénicos se encuentran separados a una distancia de 7.083(5) A.

En cuanto al receptor R2, los angulos diedros entre los planos formados por los anillos
aromaticos laterales y el plano formado por el anillo central de piridina son de 11.4° y
12.21°. La cavidad en este caso tiene distancias N---N de 4.629(2) Ay C---C de 5.927(2) A,
de los atomos orto-CH de los anillos aromaticos laterales. Los grupos acidos borénicos

del receptor R2 se encuentran separados a una distancia de 12.713(2) A.

En ambas estructuras el tamafo de la cavidad es idoneo para la inclusiéon de un anién
cloruro a través de la formacién de enlaces de hidrogeno con los grupos NH, como se ha

observado en una estructura similar informada en la literatura.l®1

Figura 6.48: Estructura de Rayos X del receptor R1 con una molécula de agua formando enlaces de
hidrégeno con los grupos -B(OH). Clave de colores: C, negro; O, rojo; N, azul; B, rosa; H, gris.
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Figura 6.49: Estructura de Rayos X del éster pinacol del receptor R2, con una molécula del
disolvente de cristalizacién (metanol). Clave de colores: C, negro; O, rojo; N, azul; B, rosa; H, gris.

Las constantes de disociacién acida, de ambos acidos diborénicos R1 y R2, ademas de las
constantes de estabilidad para la complejacién de dichos acidos con glucosa y fructosa se
determinaron por titulaciones potenciométricas en disolucién acuosa con 50% de DMSO.
La asociacion de los tres receptores con aniones se estudié mediante titulaciones

monitoreadas por RMN-'H en DMSO-de.

En la Figura 6.50 se muestran las curvas de titulacion potenciométrica del receptor R1 y
de las mezclas de dicho receptor con exceso de fructosa y glucosa. Con la adicion de
azucares se observa un desplazamiento de las curvas de titulacion a valores de pH mas
bajo y un salto de pH mas pronunciado que corresponde al punto de equivalencia con
dos equivalentes de NaOH, lo cual indica la formacién de ésteres boronicos tetraédricos
anidnicos a partir de ambos grupos de acidos bordnicos en el receptor. Curvas de

titulacion similares se obtienen empleando el receptor R2.

El ajuste de los datos potenciométricos, para la determinacién de las constantes de
estabilidad, se realiz6 empleando el programa Hyperquad 2008[71]; los valores obtenidos
se muestran en la Tabla 6.12 y como comparacion se incluyen los valores
correspondientes para acido fenilborénico. En la determinaciéon de las constantes de

estabilidad se consideraron los equilibrios que se muestran en el Esquema 6.6.
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Figura 6.50: Perfiles de titulacion potenciométrica de 2.1 mM de R1 (cuadrados negros) y de las
mezclas de dicho receptor con 0.2 M de glucosa (cuadrados blancos) y con 0.2 M de fructosa
(tridngulos) en disolucién acuosa con 50% de DMSO; “a” corresponde al niimero de equivalentes de
NaOH afiadidos.

Tabla 6.12: Constantes de disociacion dcida determinadas mediante potenciometria de los
receptores R1y R2 y de estabilidad de ésteres bordnicos derivados de dichos receptores (50%
DMSO, 0.1 M NaCl).

R1 R2 PhB(OH). @
pKa1 10.34+0.03 11.40£0.06 8.9
pKaz 11.22+0.04 12.3+0.1
Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa Fructosa
logB111 -7.48+0.04 -5.18+0.02 -8.81+0.05 -6.9+0.2 -6.75 -5.36
logBiz2 -15.28+0.02  -11.55+0.03  -19.13+0.06 ND ®)
logKiet1 2.86 5.16 2.59 4.5 2.15 3.54

@ Acido fenilborénico en agua, dato obtenido de Ref. 7 y 15a, ® El ajuste de los datos de

titulacidn no requiere un valor de B12-.
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Esquema 6.6: Equilibrios asociados a la formacién de éteres tetraédricos anionicos obtenidos a
partir de dcidos bis-bordnicos.

Los valores de pKa1 para ambos receptores R1 y R2 son significativamente mas altos en
comparacién con el pKa del acido fenilborénico en agua probablemente debido al efecto
del disolvente organico. Valores mas altos de pKa para ambos receptores se esperarian
que tuvieran un efecto negativo en la formacion de ésteres con polioles, lo cual se refleja
en valores mas pequeifios de $11-1 para R1 y R2 en comparacion con acido fenilborénico.
Sin embargo, las constantes de estabilidad de los ésteres expresadas en términos de Ktet1
son mas grandes para los receptores R1 y R2. La relacién entre las constantes B11-1 y Ktet1
se expresa en la ecuacién (11) y los valores calculados para logKtt1 se muestran en la

Tabla 6.12.
logKtet1 = logf11-1 + pKa1 (11)

Los valores de Ktet1 para glucosa son alrededor de 5 y 3 veces mas grandes con R1 y R2,
respectivamente, comparados con acido fenilborénico; mientras que los valores de Ktet1

para fructosa son incluso mas grandes, entre 40 y 10 veces, respectivamente.
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De los resultados de las titulaciones potenciométricas no fue posible determinar el valor
de B11-2, el cual corresponde a la constante global de formacién del monoéster con el
segundo grupo acido bordnico desprotonado (especie 6 en esquema 6.6), lo anterior por

el bajo grado de formacion de tales especies.

Sin el valor de la constante de equilibrio B11-2, no es posible calcular el valor de Ktz que
corresponde a la formacion del diéster dianidnico (7 en esquema 6.6); sin embargo ain
sin ese dato, se puede concluir que la estabilidad total de los diésteres borénicos
derivados de 1y 2 es mayor de acuerdo a lo observado en los diagramas de distribucién

de especies que se muestran en la Figura 6.51 para el receptor R1.

La Figura 6.51 ilustra los diagramas de distribucion de especies, para la interaccién del
receptor R1 en concentracién 0.1 mM con exceso de glucosa y fructosa, calculados a
partir de los valores de las constantes de equilibrio en la Tabla 6.12. Tales diagramas
muestran el grado de formacion de las diferentes especies como porcentaje del total de
concentracion del receptor a diferentes valores de pH y a modo de comparacién se

muestran en lineas discontinuas los perfiles correspondientes para acido fenilborénico

en agua.
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Figure 6.51: Diagramas de distribucion de especies para 0.1 mM del receptor R1 en presencia de:
(A) 10 mM de glucosa y (B) 1 mM fructosa, en 50 % v/v DMSO/agua. Las lineas color rojo muestran
las concentraciones relativas de los ésteres boronato. Las lineas discontinuas muestran las
distribuciones calculadas para dcido fenilborénico en agua con la misma concentracion de
azucares.
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En el diagrama de distribucion de especies de R1 con glucosa (Figura 6.51A) se observa
que el monoéster, especie 5 (Esquema 6.6), alcanza un valor maximo de formacién de
40% a pH 9.7 y después disminuye con incremento en la fraccidon del diéster 7. La
fraccion del receptor R1 monodesprotonado alcanza un valor maximo de 6% al mismo
valor de pH y la forma doblemente desprotonada, asi como también la especie 6, no
contribuyen notablemente a la especiacion a ningun valor de pH. Un alto porcentaje del

diéster 7, el cual excede el 90%, se observa a valores por arriba de pH 11.

Al comparar la distribucién de especies de R1 con la distribuciéon de especies de AFB,
debe considerarse que la presencia de DMSO como co-solvente desplaza la constante de
autoprotolisis del agua (pKw) y por lo tanto desplaza la escala completa de pH.[°21 En 50%
(v/v) de DMSO, el valor de pKw es de 15.9 en lugar de 13.8 en agua (con fuerza idnica de
0.1M), lo cual significa que las disoluciones con 50% de DMSO tendran valores de pH 2.1
unidades por arriba que en agua sin co-solvente. A pH fisiologico (7.4) la formacion del
éster de acido fenilborénico con glucosa es de solo 4%, mientras que a pH 9.5 (valor
equivalente en 50% DMSO) el grado total de formacion de éster (5+7) con R1 es de poco

mas del 60%.

Para el caso de fructosa, con valor mas alto de Ktet1, se observa en el diagrama de
distribucién de especies (Figura 6.51B) un mayor grado de formacién de éster bordnico,
sobre todo a valores de pH por arriba de 10.5 la complejacidon de R1 es casi cuantitativa

con baja fraccion del acido borénico aniénico libre.

Con base en los resultados anteriores, R1 podria emplearse como sensor de fructosa
pero carece de propiedades espectrales adecuadas. El problema anterior se resuelve
usando la técnica de desplazamiento de indicador. Un indicador cominmente empleado
para el estudio de la asociacion de acidos bordnicos con carbohidratos es rojo de

alizarina S (ARS).[®3]

En la Figura 6.52 se muestra la titulacion espectrofotométrica del indicador ARS con el
receptor R1 a pH 8, en la cual se observa el caracteristico desplazamiento del maximo de
absorcion hacia el azul. El ajuste de la curva de titulacién empleando la ecuacién (1) nos

permitié calcular la constante de asociacion K=(4.6+0.4)x104 M-1. Cabe sefialar que el
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ajuste a la ecuacién (1), la cual implica un equilibrio de complejacion 1:1 puede
emplearse porque en el experimento se empled un exceso del receptor y por lo tanto se
forma predominantemente un complejo 1:1. Para el receptor R2 la constante de
asociacion fue K=(3.0+0.3)x10% M-1. La respectiva constante de asociacion de ARS con

acido fenilborénico en agua a pH 7.4 tiene un valor mas bajo (K=1.5x103 M-1).[15a]

Al adicionar fructosa a la mezcla de R1 con ARS se observa la recuperacion del espectro
de absorbancia del indicador libre y el grafico de calibracién a 555 nm muestra una
respuesta lineal para la concentracion de fructosa hasta 8 mM, con un limite de deteccion

de 0.05 mM.

0.8

0.6 4

Absorbancia a 485nm

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
[R1], MM

Absorbancia

0.2 1

0.0

A0 450 500 550 600 650 700 750
A (hm)
Figura 6.52: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de ARS con R1 en 50% (v/v) DMSO/agua a
pH 8. El recuadro superior derecho muestra el perfil de titulacién a 485 nm y la linea sélida es el
ajuste de la curva empleando la ecuacion (1).

La capacidad de los receptores R1 y R2, ademas del receptor R3, sin grupos acido
borénico, para reconocer aniones se estudié por titulaciones seguidas por RMN-'H en
DMSO-ds. Los aniones elegidos por sus diferentes geometrias y grado de basicidad

fueron acetato (anién triangular plano, base fuerte) y cloruro (aniéon esférico, base débil).
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En la Figura 6.53 y 6.54 se muestran los espectros de RMN-!H para la titulaciéon de R3
con ambos aniones; como puede observarse ambos aniones inducen el desplazamiento
de las senales de los protones NH a frecuencias mas altas y un ligero desplazamiento de
las sefiales de los protones orto-CH de los anillos aromaticos también a frecuencias mas
altas, lo anterior como resultado de la formacioén de enlaces de hidrégeno entre el anién

con dichos protones NH y orto-CH de los anillos aromaticos.
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Figura 6.53: Titulaciones seguidas por RMN-'"H de 5 mM de R3 con el anién acetato como sal de
tetrabutilamonio en DMSO-ds.
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Figura 6.54: Titulaciones sequidas por RMN-'H de 5 mM de R3 con el anién cloruro como sal de
tetrabutilamonio en DMSO-ds.
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El ajuste de los perfiles de titulacién (& vs [anidn]) obtenidos a partir de los datos de

RMN nos permitio calcular las constantes de asociacion que se muestran en la Tabla 6.13.

El aniéon mas basico (acetato) induce mayor desplazamiento de las sefiales de los
protones NH (1.26 ppm) a la saturacion, comparado con el anién menos basico (cloruro)

que induce un desplazamiento de 1.06 ppm.

Tabla 6.13: Constantes de asociacion de los receptores R1-R3 y de dcido fenilbordnico con aniones

en DMSO-ds.
Anién K (M1)
R1 R2 R3 PhB(OH);
AcO- 630+50; 3200+300; 33+3 950
320303 200+20a
Cl- 9.8+0.8 3.6%£0.5 5.1+0.9 60
12+1 1)

a) Constantes para la asociacion con un segundo anion; ?) Constantes de asociacion calculadas a
partir del desplazamiento quimico de los protones del grupo PhB(OH)z..

Las titulaciones seguidas por RMN-'H para R1 y R2 con anién acetato y cloruro se
muestran en las Figuras 6.55-6.58. Como puede observarse en las figuras, la adiciéon de
acetato induce el desplazamiento hacia frecuencias mas altas de la sefial correspondiente
a los protones del grupo B(OH)2, lo cual es indicativo de la interaccién con el anién por
enlaces de hidrogeno. Ademas, se observa un ligero desplazamiento hacia frecuencias
mas bajas de las sefales correspondientes a los protones aromaticos de los anillos fenilo
lo cual puede atribuirse al efecto inductivo por la interaccién con el anion. Las sefales

correspondientes a los protones NH practicamente no se ven afectadas.
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Figura 6.55: Titulaciones sequidas por RMN-1H de 5 mM de R1 con el anidn acetato como sal de
tetrabutilamonio en DMSO-ds.
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Figura 6.56: Titulaciones seguidas por RMN-1H de 5 mM de R1 con el anién cloruro como sal de
tetrabutilamonio en DMSO-ds.
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Figura 6.57: Titulaciones monitoreadas por RMN-1H de 5 mM de R2 con el anién acetato como sal
de tetrabutilamonio en DMSO-de.
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Figura 6.58: Titulaciones monitoreadas por RMN-1H de 5 mM de R2 con el anién cloruro como sale
de tetrabutilamonio en DMSO-ds.

El ajuste de los datos de titulacion permitiéo determinar las constantes de asociacion; los
valores de dichas constantes se muestran en la Tabla 6.13 junto con los valores de las

constantes para el caso de acido fenilborénico como receptor a modo de comparacion.
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La asociacion del anidn acetato con el receptor R3, que involucra los grupos amida, posee
una constante de asociacion mas baja comparada con las correspondientes para los

receptores R1 y R2 que contienen acidos boroénicos.

Por otra parte, la adicién de cloruro a una disolucién del receptor R1 induce un ligero
desplazamiento hacia frecuencias mas altas de la sefial correspondiente a los protones
NH y el ajuste de los datos nos permite determinar una constante de asociacion casi dos
veces mas grande comparada con R3 (ver tabla 6.13). Aunque el anién cloruro interactta
con acido fenilboronico, en el caso del receptor R1 no se observa desplazamiento de la

sefial de los protones del grupo B(OH)2 (Figura 6.56).

En el caso del receptor R2, la adicién de cloruro induce también el desplazamiento hacia
frecuencias altas de la sefial de los protones NH, del fragmento dicarboxiamida, y ademas
de la senal de los protones orto-CH (sefial a 7.9 ppm) como resultado de la formacién de
enlaces de hidrogeno (Figura 6.58). Para este receptor R2, se observa ademas un ligero
desplazamiento hacia frecuencias altas de la sefial de los protones del grupo B(OH)2 y al
considerar el desplazamiento quimico de dicha sefial se obtiene una constante de

asociacién mucho mas baja que en el caso de acido fenilborénico como receptor.

De manera general, el anién acetato muestra una clara selectividad hacia el grupo acido
borénico mientras que, el anién cloruro prefiere interactuar a través del fragmento

dicarboxiamida.

Receptores monotdpicos, como acido fenilbordnico y el receptor R3, forman complejos
mas estables con el anion acetato induciendo un mayor desplazamiento de las sefiales de
proton involucradas en la interaccidn; este es un comportamiento tipico en receptores
neutros los cuales discriminan aniones, via la formacién de enlaces de hidrégeno,
principalmente con base en su basicidad. Sin embargo en el caso de los receptores
ditépicos la discriminacion de aniones esta determinada por el sitio preferencial de

interaccion.
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7. CONCLUSIONES

Se realizé un estudio termodindmico y estructural de la formacion de ésteres borénicos
en medio acuoso a partir de un acido diborénico y un dicatecol. Asi, la viabilidad de
generar estructuras supramoleculares discretas basadas en ésteres borodnicos por
autoensamble en medio acuoso se comprobd a través de la formacion de un éster
macrociclico aniénico (M1) a partir del acido para-bencendiborénico y el dicatecol
3,3,3',3'-tetrametil-1,1'-espirobindano-5,5',6,6'-tetraol. Tal macrociclo se forma en
ausencia de un huésped cationico al contrario de otros macrociclos basados en ésteres
borénicos informados en la literatura, los cuales requieren de un huésped para su

sintesis por efecto plantilla y ademas son obtenidos en disolventes organicos.

El macrociclo M1 obtenido posee propiedades de reconocimiento hacia especies
cationicas de importancia bioldgica como colina y acetilcolina. La alta afinidad de dicho
macrociclo hacia cationes alquilamonio esta gobernada por interaccion electrostatica e
hidrofobicidad del huésped. Ademas el macrociclo M1 aumenta la fluorescencia de un
alcaloide, barberina, por formacion de un complejo que puede ser empleado como sensor

optico de especies cationicas.

Con el fin de evitar los problemas de auto-oxidaciéon que sufren los catecoles en
disolucion, se estudié también la formacién de ésteres borénicos con diversos ligantes,
los cuales involucran en su estructura un grupo con un atomo donador y un grupo
orto-hidroxilo. Entre los ligantes elegidos en este estudio se incluyé al acido
salicilhidroxamico (SHA), sus derivados metilados y otros ligantes con un grupo amino,

piridilo o imidazol.

Las constantes de estabilidad observada para los complejos formados a partir de acido
fenilboronico (AFB) 'y los ligantes, acido  salicilhidroxamico  (SHA),
2-(2-hidroxifenil)-1H-bencimidazol (HFB) y 2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol

(DHIF), tienen valores de alrededor de 10* M en disolucién acuosa a pH 7, por lo tanto
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tales ligantes podrian emplearse para el autoensamble en agua de estructuras

supramoleculares.

Ademas, en este trabajo se estudid la interaccion de acidos arilborénicos con aniones y

fue posible determinar que los acidos borénicos actian como acidos de Brgnsted
interactuando mediante enlace de hidrégeno con algunos aniones como CI', Br’, HSO4 y

AcO'. Sin embargo, frente a otros aniones como Fy H2PO4’, los acidos boro6nicos actian

como acidos de Lewis formando aductos tetraédricos con el centro de B(III).

En cuanto al estudio de dos acidos piridindicarboxidiamidadib6ronicos como receptores
ditopicos para aniones y azudcares, el reconocimiento selectivo de polioles por parte de
dichos acidos diboroénicos sigue la tendencia usual catecol>fructosa>glucosa y tales
receptores pueden emplearse como sensores empleando la técnica de desplazamiento de
indicador. En el caso del reconocimiento de aniones, los acidos borénicos en los
receptores responden al anién acetato, mientras que el fragmento dicarboxiamida
responde al anién cloruro. Este comportamiento de los receptores crea un tipo de
discriminacién de aniones que se basa en el sitio preferencial de unién y no simplemente
en la basicidad del anién, como ocurre usualmente con la mayoria de los receptores de

aniones neutros que interactian via enlace de hidrégeno.
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8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

8.1 REACTIVOS.

Se utilizaron reactivos comerciales de la compaiia Sigma Aldrich® y Alfa Aesar® sin

previa purificacion.

Se emplearon disolventes organicos grado reactivo, acetonitrilo (CH3CN) metanol
(MeOH), dimetilsulféxido (DMSO) y cloroformo (CHCI3) de la marca J. T. Baker® 6 Sigma
Aldrich®, asi como disolventes deuterados, 6xido de deuterio D20 (99.9% D), DMSO-ds
(99.9% D + 1% v/v TMS) y CH3CN-d3 (99.8% D) de Sigma Aldrich® 6 Cambridge Isotope

Laboratories.

El agua empleada para la preparacion de disoluciones en los estudios de potenciometria
y espectrofotometria fue destilada y desionizada con resistividad de 18+0.1 MQ-cm a

través de un equipo Nanopure Barnstead.

8.2 POTENCIOMETRIA.

Las constantes de disociacion acida, de los diferentes acidos fenilborénicos y ligantes, y
las constantes de estabilidad para las reacciones de complejacién, acido borénico-ligante,
se determinaron por titulaciones potenciométricas. Las mediciones de pH se realizaron
con un potenciometro de la marca Thermo Orion Modelo 710-A, con una precision de
+#0.01 en unidad de pH empleando un electrodo de vidrio Orion 8102BNUWP, conforme
se realizaban adiciones de disolucién estandar de NaOH tipicamente 0.2 M. La
calibracién del potencidmetro se realizoé previamente con amortiguadores estandar de

referencia de pH 4.00, 7.00 y 10.00, de la marca Sigma Aldrich® con precisién de +0.01.

Todas las titulaciones se llevaron a cabo bajo atmdsfera de nitrégeno en un vaso de doble
pared el cual se mantuvo a 25+0.1°C empleando un bafio de recirculaciéon de agua. Se

titularon disoluciones de 25 mL con una fuerza iénica de 0.05 M por adicién de NacCl.
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Para la determinacidon de constantes de estabilidad, se emplearon disoluciones de 2-5
mM, segun la solubilidad de los compuestos. Los valores de pKa de todos los
componentes se determinaron independientemente con disoluciones 2-5 mM y se
emplearon como parametros fijos en los ajustes de los resultados para las mezclas acidos

fenilborénicos-ligantes.

Para el calculo de las constantes de equilibrio se empleé el programa Hyperquad

2008.71

8.3 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS Y FLUORESCENCIA.

Se realizaron titulaciones espectrofotométricas UV-Vis y fluorométricas a diferentes
valores de pH empleando el buffer adecuado (MES, MOPS o CHES 0.05 M). Antes de
obtener cada lectura, las mezclas se dejaron estabilizar durante 3 min. después de cada

adicion del titulante.

Las mediciones espectrofotométricas UV-Vis se realizaron con dos equipos, Thermo
Scientific Evolution y Hewlett Packard 8453, ambos de doble haz con arreglo de diodos,
ventana espectral de 190-1100 nm, resolucién de 1 nm y precision de longitud de onda
de <+0.5 nm, equipados con compartimentos termostatados a 25+0.1°C mediante un

bafio de recirculacién de agua.

Las mediciones de intensidad de fluorescencia se realizaron en un espectrémetro marca

Horiba.
En ambas técnicas se usaron celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

Las constantes de equilibrio observadas (Kobs) para el equilibrio 1:1, se calcularon a
partir de los perfiles de titulacién, Absorbancia o Intensidad de Fluorescencia (A) vs la
concentracion de acido bordnico (B), a diferentes longitudes de onda, mediante ajuste no

lineal por minimos cuadrados empleando la ecuacion (1), y promediando los resultados.

2 05
A=A, +0.5(A¢) ([L]T + [Bly + Kops ' — (([L]T + [B]r + Kobs_l) - 4’[L]T[B]T) ) ¢Y)
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En la ecuacion anterior, el subindice T se refiere a la concentracion total, Ao es la
absorbancia o fluorescencia inicial del ligante (L) en ausencia de B y A¢ es la diferencia
en absortividad molar o el respectivo coeficiente de proporcionalidad para fluorescencia

entre el éster y el ligante libre.

Los resultados para estequiometria diferente a 1:1 se ajustaron mediante el programa

HypSpec.[°0]

8.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

Se obtuvieron espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 13C y !B para la

caracterizacion de algunos ligantes y de ésteres borénicos.

Los espectros de RMN-'H y !3C se obtuvieron en un equipo Varian Unity Inova con

tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los espectros de RMN-!!B se obtuvieron en un equipo Varian Mercury con borohidruro
de sodio en D20 a -38.7 ppm (con respecto a Et20-BF3) como referencia externa,
empleando un pulso de 4.9 ps y 90°, tiempo de adquisicion FID 50 ms, ancho de barrido

en 87.2 ppm y dos mil escaneos por cada muestra.

Espectros de '°F también se obtuvieron en un equipo Varian Unity Inova con CF3COzH

a-76.55 ppm (con respecto a CFCl3) como referencia externa.

8.5 DIFRACCION DE RAYOS X DE MONOCRISTAL.

Los cristales de los ésteres boronato se obtuvieron por evaporacion lenta de disoluciones

de los compuestos aislados disueltos en DMSO.

La difracciéon de rayos X de monocristal se llevo a cabo empleando un difractémetro
Oxford Gemini “A” con un detector de area CCD y un monocromador de grafito (Amoke =

0.71073 A). Para la coleccién e integracién de datos se emplearon los paquetes de
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software CrysAlis Pro y CrYsAlis RED.[°4 Los datos colectados se corrigieron por

absorciéon empleando la correccién de absorcién numérica analitical®s!

Las estructuras fueron resueltas por métodos directos y refinadas usando el programa
SHELXS-2014 y SHELXL-2014.[°¢1 Todos los dtomos con excepcién de los dtomos de
hidrégeno fueron refinados anisotrépicamente. Los atomos de hidrogeno del tipo O-H y

N-H fueron localizados por mapas diferenciales y refinados isotrépicamente.

8.6 SINTESIS DE LIGANTES.
N-2-dihidroxi-N-metilbenzamida (SHA-NMe).

0 El ligante se sintetiz6 con un procedimiento similar al descrito en la

N/OH literatura.[?4] En un bafio de hielo se enfrié una disoluciéon de 626.1

CH, mg (7.5 mmol) de clorohidrato de N-metilhidroxilamina en 10 mL de

o metanol y se agreg6é 634 mg (11.3 mmol) de hidréxido de potasio,
agitando la mezcla durante 20 min. Trascurrido el tiempo, se adicion6 500 mg. (2.5
mmol) de cloruro de acetilsaliciloilo y se agito la mezcla a temperatura ambiente durante
30h. La disolucion se acidificé con acido acético (0.22 mL) y se evaporé el disolvente. El
residuo se coloco en agua (10 mL) y se realizaron extracciones con acetato de etilo. La

fase organica se secé con sulfato de magnesio y se evaporé el disolvente a presion

reducida. El producto sdlido se recristalizé con acetato de etilo/hexano 1:1.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 6 10.13 (s, 1H), 9.86 (s, 1H), 7.38 - 7.16 (m, 2H), 6.82 (dd,
2H), 3.18 (s, 3H); RMN H (300 MHz, D20) & 7.36 (t, 1H), 7.29 (d, 1H), 6.99 (dd, 2H), 3.30
(s, 3H); EM (IE, m/z) 167 [M]* para CsH9NO3 (calc. 167.058).

2-hidroxi-N-metoxibenzamida (SHA-OMe).

0 El ligante se sintetiz6 con un procedimiento similar al descrito en
N/O\cu, la literatura.l?*] En un bafio de hielo se enfrié una disolucién de
H
626.1 mg (7.5 mmol) de clorohidrato de metoxiamina en 10 mL
oH

de metanol y se agregdé 634 mg (11.3 mmol) de hidréxido de
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potasio, agitando la mezcla durante 20 min. Trascurrido el tiempo, se adicioné 500 mg.
(2.5 mmol) de cloruro de acetilsaliciloilo y se agito la mezcla a temperatura ambiente
durante 30h. La disolucién se acidifico con acido acético (0.22 mL) y se evaporoé el
disolvente. El residuo se colocé en agua (10 mL) y se realizaron extracciones con acetato
de etilo. La fase organica se sec6 con sulfato de magnesio y se evaporé el disolvente. El
producto se purificé por cromatografia de columna usando silica gel y AcOEt/Hexano 1:1

como eluyente (Rr=0.59).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 6 11.80 (s, 1H), 11.74 (s, 1H), 7.67 (d, 1H), 7.42 (t, 1H), 6.93
(dd, 2H), 3.75 (s, 3H); RMN H (300 MHz, D20) & 7.65 (d, 1H), 7.47 (t, 1H), 7.07 - 6.95 (m,
2H), 3.84 (s, 3H); EM (IE, m/z) 167 [M]* para CsHoNO3 (calc. 167.058).

Acido 2,6-dihidroxibenzohidroxdmico (DHBHA).

on 0 El ligante se sintetiz6 con un procedimiento similar al descrito
" anteriormente. En un bafio de hielo se enfri6 una disolucién de 214.1
H
mg (3.1 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina en 5 mL de metanol y
OH

se adicion6 347.9 mg (6.2 mmol) de hidréxido de potasio agitando la
mezcla durante 20 min. Transcurrido el tiempo se adicion6 388 mg (1.54 mmol) de
2-(metoxicarbonil)-1,3-fenilendiacetate, preparado previamente de la reaccién de metil
2,6-dhihidrohibenzoato con anhidrido acético. La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 3 dias. La disolucién se acidificé con acido acético (0.22 mL) y se
evaporo el disolvente. El residuo se colocé en agua (10 mL) y realizaron extracciones con
acetato de etilo. La fase organica se sec6 con Na2504 y se evaporo el disolvente a presion

reducida obteniendo un sélido, el cual se lav6 con cloroformo.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 12.27 (s, 2H), 10.86 (s, 1H), 9.46 (s, 1H), 7.13 (t, ] = 8.2
Hz, 1H), 6.34 (d, ] = 8.2 Hz, 2H); RMN 13C (400 MHz, DMSO-ds) § 167.61, 159.95, 133.50,
107.43, 107.40, 102.12; EM-AR (ESI, m/z) 170.0452 [M+H]* para [C7HsNO4]* (calc.
170.0453).
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Acido 2,5-dihidroxi-benzo-1,4-dihidroxdmico (DHBDHA).

0 El ligante se sintetizd con un procedimiento similar al
Ho N " descrito anteriormente. En un bafio de hielo se enfrié una
H
N disolucion de 333.6 mg (4.8 mmol) de clorhidrato de
HO/ OH

i hidroxilamina en 10 mL de metanol y se adicionaron 505
mg (9 mmol) de hidréxido de potasio. Después de agitar la mezcla durante 20 min., se
adicion6 300 mg (1.2 mmol) de dietil 2,6-dihidroxitereftalato. La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 1 dia. La disolucion se acidificé con acido acético
(0.15 mL) y el disolvente se evapord. El residuo se colocé en agua (5 mL) y se realizaron
extracciones con acetato de etilo. La fase organica se sec6 con Na2S04 y se evapord el

disolvente a presiéon reducida obteniendo un sélido.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 11.30 (s, 2H), 9.44 (s, 1H), 7.24 (s, 1H); RMN 13C (400
MHz, DMSO-ds) & 164.98, 150.74, 119.22, 115.46; EM-AR (ESI, m/z) 229.0461 [M+H]*
para [CsHoN20¢]* (calc. 229.0461).

8.7 SINTESIS DE COMPLEJOS BORONATO.

Complejo derivado de dcido fenil borénico y 2-(2-piridil)fenol.

Se adicionaron 51.4 mg (0.3 mmol) de 2-(2-piridil)fenol disueltos en / \
1 mL de acetonitrilo a una disolucion de 36.7 mg (0.3 mmol) de —
acido fenilborénico en 4 mL de agua, 1a mezcla se agité durante 1 h 0—_B<\

OH

y el precipitado color blanco obtenido se filtré y lavé con agua. El
producto se sec6 a vacio, obteniendo 53.4 mg (64% de

rendimiento).

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & 8.82 (d, ] = 5.6 Hz, 1H), 8.30 (t, J = 9.3 Hz, 2H), 8.05 (s,
2H), 7.97 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.73 (t, ] = 6.4 Hz, 1H), 7.11 (d, ] = 5.6 Hz, 2H), 7.02 (t, ] = 6.6
Hz, 3H), 4.45 (s, 1H); RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) § 158.58, 149.48, 142.97, 142.46,
134.56, 134.24, 131.86, 130.51, 127.85, 127.26, 126.63, 124.03, 121.06, 120.48, 119.40,
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118.26; RMN B (128 MHz, DMSO0-ds) § 5.27; EM (IE, m/z) 257 [M - H20]; IR Vmax/cm-1
3439, 3289 (0-H), 1614 (C=N), 1264 (C-0); Anal. calc. para C17H14BNO2 (275.122): C,
74.22; H, 5.13; B, 3.93; N, 5.09. Experimental: C, 74.15; H, 4.84; N, 5.18.

Complejo derivado de dcido fenil borénico y 2-(2-hidroxifenil)-1H-benzimidazol.

Se adicionaron 63 mg (0.3 mmol) de N
2-(2-hidroxifenil)-1H-benzimidazol disueltos en 1 mL de \+©
N
acetonitrilo a una disolucién de 36.6 mg (0.3 mmol) de acido 0—'3/
~
OH

fenilborénico en 4 mL de agua, la mezcla se agité durante 1 hy
el precipitado color blanco obtenido se filtr6 y lavé con agua. El
producto se secé a vacio, obteniendo 74.4 mg (80% de

rendimiento).

RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) & 8.06 (s), 7.98 (d), 7.78 (d), 7.63 (dd), 7.51-7.17 (m), 7.04
(d), 6.99-6.87 (m), 4.09 (s); RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) & 147.26, 134.92, 132.74,
131.74, 127.19, 126.37, 125.74, 124.93, 124.17, 119.94, 118.26, 116.91, 112.76, 109.76;
RMN !B (128 MHz, DMSO-ds) § 6.00; EM (IE, m/z) 296 [M - H20]; IR vmax/cm-1 3589
(N-H), 3470 (0-H), 1630 (C=N), 1229 (C-0); Anal. calc. para C1oH1sBN202 (314.123): C,
72.64; H, 4.81; B, 3.44; N, 8.92. Experimental: C, 72.66; H, 4.46; N, 9.21.

Complejo derivado de dcido fenil borénico y 2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol.

Se adicionaron 48.7 mg (0.3 mmol) de N
2-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenol disueltos en 1 mL de \
acetonitrilo a una disoluciéon de 36.6 mg (0.3 mmol) de acido 073?
fenilboronico en 4 mL de agua, la mezcla se agitd durante 1 h y el HO

precipitado color blanco obtenido se filtr6 y lavd con agua. El
producto se secé a vacio, obteniendo 37.4 mg (47% de

rendimiento).
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RMN !H (300 MHz, DMSO-ds) & 8.92 (s, 1H), 7.63 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.51-7.27 (m,
3H), 7.21-6.99 (m, 3H), 6.79 (dd, ] = 15.3, 7.6 Hz, 2H), 3.9-3.63 (m, 4H); RMN 3C (75 MHz,
DMSO-ds) 6 161.13, 160.40, 135.61, 131.86, 127.10, 126.99, 126.06, 119.56, 117.17,
108.79, 47.52, 42.88; RMN 1B (128 MHz, DMSO-de) § 2.77; EM (IE, m/z) 248 [M - H20];
IR vmax/cm~1 3485 (0O-H), 1622 (C=N), 1268 (C-0); Anal. calc. para CisH1sBN202
(266.123): C, 67.70; H, 5.68; B, 4.06; N, 10.53. Experimental: C, 67.63; H, 5.19; N, 10.48.

8.8  SINTESIS DE RECEPTORES (R1-R3)

AN ‘ AN
) = 0 0 = 0
N N
N N N N
\H H/ /@/ \H H/ \@\
HO OH
3 i
B B OH OH
HO/ \OH HO/ \OH
R1 R2
[
0 = o
N
N N
i: e \H H/ ~ ::
R3

Una mezcla de dicloruro de 2,6-piridilcarbonilo (50 mg, 0.25 mmol) y de acido 3- 6
4-aminofenilbordnico (70 mg, 0.5 mmol) 6 anilina (47 mg, 0.5 mmol) en tolueno seco, se
sometio a reflujo durante 4 horas. El precipitado formado se filtré y lavd con solucion
acuosa de bicarbonato de sodio al 3% y con agua. Los productos (R1-R3) obtenidos

como solidos blancos (con rendimientos entre 92-95%) se secaron a vacio.

Acido [3-[[6-[(3-Borofenil)carbamoil]piridin-2-carbonilJamino]fenil]borinico (R1).

RMN 'H (300 MHz, DMSOds): § 11.06 (s, 2H), 8.42 (d, ] = 7 Hz, 2H), 8.30 (t, ] = 9 Hz, 1H),
8.16 (s, 2H), 8.11 (s, 4H), 7.93 (d, ] = 9 Hz, 2H), 7.63 (d, ] = 7 Hz, 2H), 7.45 (t, ] = 7 Hz, 2H);
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RMN 13C (75 MHz, 25°C, DMSO-d6): & 161.7, 148.9, 139.8, 138.6, 137.1, 130.4, 127.7,
127.6, 125.2, 123.7; EM (IE, m/z) 405 [M]*; ATR-IR vmax/cm-1 3382, 2977, 1355, 1398,
1141, 1087. Anal. calc. para C19H17B2N30s: C, 56.35; H, 4.23; N, 10.38. Experimental: C,
56.37; H, 4.25; N, 10.75.

Acido [4-[[6-[(4-Borofenil)carbamoil]piridin-2-carbonilJamino]fenil]borénico (R2).

RMN 'H (300 MHz, DMSOde): § 11.05 (s, 2H), 8.43 (d, / = 7.1 Hz, 2H), 8.30 (t,/ = 8.7 Hz, 1H
1H), 8.01 (s, 4H), 7.89 (m, 8H); RMN '3C (75 MHz, 25°C, DMS0-d6): § 161.9, 148.8, 140.9,
140.0, 135.2, 125.6, 124.1, 119.9; EM (IE, m/z) 405 [M]*; ATR-IR vmax/cm~1 3299, 2976,
1675, 1586, 1356, 1139. Anal. calc. para C19H17B2N30s: C, 56.35; H, 4.23; N, 10.38.
Experimental: C, 56.38; H, 4.29; N, 10.29.

N2,N6-difenilpiridin-2,6-dicarboxamida (R3)

RMN 'H (300 MHz, 25°C, DMS0-d6): § 11.04 (s, 2H), 8.43 (d, J = 8 Hz, 2H), 8.30 (t, / = 9
Hz, 1H), 7.94 (d, ] = 9 Hz, 4H), 7.45 (t, /] = 8 Hz, 4H), 7.20 (t, / = 8 Hz, 2H); RMN 13C (75
MHz, 25°C, DMSO-d6): 6 161.6, 148.9, 139.9, 138.0, 128.8, 125.3, 124.3, 121.4; EM (IE,
m/z) 317 [M]*; ATR-IR vmax/cm-1 3270, 1672, 1659, 1533, 1533, 1079. Anal. calc. para
C19H15N302: C, 71.91; H, 4.76; N, 13.24. Experimental: C, 71.98; H, 4.79; N, 13.19.
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9. ANEXOS

9.1 TITULACIONES POTENCIOMETRICAS, ESTRUCTURAS Y ESPECTROS DE
RMN-1H DE APDB, TST Y DE SUS ESTERES DERIVADOS.

14

13 +
12 +

11

10 H

® TMS
A APDB
= TMS-APDB

Figura 9.1: Titulaciones potenciométricas en concentraciones 2ZmM de dcido
1,4-bencendibordnico (APDB), 3,3,3",3"-tetrametil-1,1"-espirobindano-5,5",6,6-tetraol (TST)
y de la mezcla equimolar de APDB y TST en disolucion acuosa con 50% de DMSO, a 25°C,
fuerza ionica 0.05 M por adicién de NaCl, “a” es el niimero de equivalentes de NaOH.

Ajuste de datos potenciométricos

El ajuste de los datos de titulaciones potenciométricas, realizado con el programa
Hyperquad 2008[711 y mostrado como lineas soélidas en la Figura 9.1, se realiz6
considerando la ecuacion general pB + qS + rH < BpSqHr, donde B es la forma neutra
del acido 1,4-bencendiborénico (APDB), S es la forma neutra de
3,3,3,3'-tetrametil-1,1'-espirobindano-5,5",6,6'-tetraol (TST) y H es un protén. El mejor
ajuste de los datos se obtuvo asumiendo la formacidn de las especies BSH-1, B2S2H-3 y
B2S2H-4 (ndtese que H-1 es equivalente a la adicion de un aniéon hidroxido). Los
logaritmos de las constantes de equilibrio Bpqr para la ecuacién anterior se muestran en

la Tabla 9.1.
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Tabla 9.1: Logaritmo de las constantes de equilibrio Byqr para la disociacion de APDB, TST y para la
formacion de ésteres borénicos derivados de ambos reactivos.

P q r log Bpgr éster borénico formado

1 0 -1 -10.43+0.05

1 0 -2 -22.91+0.06

0 1 -1 -10.45+0.03

0 1 -2 -21.87+0.05

1 1 -1 -5.01+0.02 [SB(OH)]*

2 2 -3 -16.87+0.07 [SB(OH)3]?*

2 2 -4 -26.78+0.05 [SB(OH)4]*
"0\3/0"
o o

[SB(OH)]" 1y’

CH,

CHs
+ 2 q. NaOH 4’
a" bn c, 3
ed a b'l ﬁ J
CHs
+1Eq. NaOH
d . 2
ed cc
a,1a a’ b,1b b’ J k
LV
APDB + TST CH;
-1
a b c
O v
90 85 80 75 70 65 60 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 9.3: Espectros RMN-'H (300 MHz), en mezcla 1:1 D;0/DMSO dg, de APDB-TST en relacién
1:1 (0.01 M) sin NaOH y con 1y 2 equivalentes de NaOH (espectros 1, 2 y 3, respectivamente).
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9.2 ESPECTROS ROESY.

Ml

(n-Pr);N'-CH,CH>-CHj

/ CHsz |

*

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
2 (ppm)

Figura 9.4: Espectro ROESY (400 MHz), en D20 con 5% vol. de DMSO-d, del macrociclo, preparado
a partir de una mezcla equimolar (40 mM) de APDB y de TST, con dos equivalentes de NaOH, en
presencia de 20 mM de Pr4N". Las sefiales con asterisco corresponden a los disolventes residuales.
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9.3 TITULACIONES SEGUIDAS POR RMN-1H DEL MACROCICLO BORONATO
M1 CON DIVERSOS HUESPEDES.

o J
L10
A J
+2.0 eq. BnMesN" l L N

+1.6 eq. BnMesN" I I \

+1.2 eq. BnMesN"

+1.0 eq. BnMesN" l \

+ 0.8 eq. BnMesN"

+0.6 eq. BnMesN"

+0.4 eq. BnMe3N” J ) | M L3
I

+0.2 eq. BnMesN"

M1

‘.5 E;.O 5‘.5 4"5f1( 4‘.0) 3‘.5 3‘.0 2‘.5 i.O 1‘.5 1‘.0
ppm
Figura 9.5: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D,0 con 5% v/v de DMSO-ds, de 2.5 mM
del macrociclo con N-benciltrimetilamonio. Concentraciones de N-benciltrimetilamonio: (1)-0, (2)-
0.5 mM, (3)-1 mM, (4)-1.5 mM, (5)-2 mM, (6)-2.5 mM, (7)-3 mM, (8)-4 mM, (9)-5 mM, (10) N-

benciltrimetilamonio libre.

8.0 7.5 7.0

fon JEN RN
+28eq. ACo . 1 L N l Il g
+2.4 eq. ACo | | 1 ) 1 It
+2.0 eq. ACo | | . ) l ] s
+1.6 eq. ACo l | | L7
+1.2 eq. ACo J | ) M -6
+1.0 eq. ACo l L L l I s
+0.8 eq. ACo _J | | , 4
+0.6 eq. ACo J | L I 3
+0.4 eq. ACo J | | Il H2

M1 | R DRI

80 75 70 65 60 45 40 35 30 25 20 15 10

f1 (ppm)

Figura 9.6: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D20 con 5% v/v de DMSO-ds, de 2.5 mM
del macrociclo con acetilcolina. Concentraciones de acetilcolina: (1)-0, (2)-1 mM, (3)-1.5 mM, (4)-2
mM, (5)-2.5 mM, (6)-3 mM, (7)-4 mM, (8)-5 mM, (9)-6 mM, (10)-7 mM, (11) acetilcolina libre.
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Figura 9.7: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D20 con 5% v/v de DMSO-ds, de 2.5 mM
del macrociclo con cloruro de tetraetilamonio. Concentraciones de Et4NCI: (1)-0, (2)-0.5 mM, (3)-1
mM, (4)-1.5 mM, (5)-2 mM, (6)-2.5 mM, (7)-5 mM, (8) Et.NCl libre.

IIO/\/N((‘HJIJ \\ || |11
A A J

+4.0 eq. Colina

+ 3.2 eq. Colina

+ 2.4 eq. Colina

+ 1.6 eq. Colina

+ 1.2 eq. Colina

+ 1.0 eq. Colina

+ 0.8 eq. Colina

+ 0.6 eq. Colina

+ 0.4 eq. Colina

M1

L e A e e = = = — —

=] #—{»—L—s—t—p—;_ A S

6.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

o |
w

7.0

o ]
o

4.0
1 (ppm)
Figura 9.8: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D20 con 5% v/v de DMSO-de, de 2.5 mM

del macrociclo con colina. Concentraciones de colina: (1)-0, (2)-1 mM, (3)-1.5 mM, (4)-2 mM, (5)-2.5
mM, (6)-3 mM, (7)-4 mM, (8)-6 mM, (9)-8 mM, (10)-10 mM, (11) colina libre.
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+ 1.6 eq. N-metilnicotinamida
o — ‘ N

.

= | NH, l
s 9
Chs T
|

+ 1.2 eq. N-metilnicotinamida

L
L]

:

+ 0.8 eq. N-metilnicotinamida

F
#

+ 0.6 eq. N-metilnicotinamida

S
S
L
3
&

+ 0.4 eq. N-metilnicotinamida

] o

-

M1

+ 0.2 eq. N-metilnicotinamida

J A MM

:
&
Ene

[ SR S

+ 1.0 eq. N-metilnicotinamida ‘
7

.0 6.5 6.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5

Figura 9.9: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D20 con 5% v/v de DMSO-ds, de 2.5 mM
del macrociclo con N-metilnicotinamida. Concentraciones de N-metilnicotinamida: (1)-0, (2)-0.5
mM, (3)-1 mM, (4)-1.5 mM, (5)-2 mM, (6)-2.5 mM, (7)-3 mM, (8)-4 mM, (9) N-metilnicotinamida

libre.
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Figura 9.10: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en D;0 con 5% v/v de DMSO-de, de 2.5 mM
del macrociclo con N,N,N’,N’-tetrametilguanidinio. Concentraciones de tetrametilguanidinio: (1)-0,
(2)-1 mM, (3)-2 mM, (4)-3 mM, (5)-5 mM, (6)-7 mM, (7)-10 mM, (8) tetrametilguanidinio libre.
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9.4 CALCULO DE ESTRUCTURAS.

La optimizacién estructural se realiz6 con el programa TeraCheml43! (versiéon 1.5)
utilizando el funcional de intercambio-correlacion PBE[4 en combinaciéon con el
conjunto de base 6-311++G**[*5] para todos los atomos y empleando coordenadas
cartesianas. Tanto para el macrociclo boronato M1 libre como para sus complejos de
inclusion, las cargas formales negativas fueron compensadas por adicién de cationes

sodio, por lo que la carga neta en los complejos de inclusion es de (+1).

Para verificar si la interaccién entre el macrociclo y los huéspedes era real, se ejecutd
una evaluacién de la energia potencial en un solo punto colocando el catién
tetraalquilamonio alejado del centro del macrociclo a una distancia de 10 A con respecto
al &tomo de nitrégeno del huésped. Asi, el calculo de la energia de interaccién resulté en

un proceso favorable de inclusion para el nivel de teoria empleado.

9.5 TITULACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS.

0,4
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® o
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=
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Figura 9.11: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de dcido salicilhidroxdmico (SHA) con
dcido fenilboronico (AFB) a pH 7.4. Kops = 10800 M1,
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Figura 9.12: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de dcido N-metilsalicilhidroxdmico

(SHA-NMe) con dcido fenilborénico (AFB) a pH 7.4. Kops = 6600 M1,
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Figura 9.13: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de dcido O-metilsalicilhidroxdmico

(SHA-OMe) con dcido fenilborénico (AFB) a pH 7.4. Kops = 6500 M-L.
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Figura 9.14: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de dcido benzohidroxdmico (BHA) con

dcido fenilborénico (AFB) a pH 8.9. Kops = 3700 M-L.
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Figura 9.15: Titulacién espectrofotométrica de 0.2 mM de salicilamidoxima (SAQ) con dcido
fenilbordnico (AFB) a pH 6.5. Kops = 1400 ML
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Figura 9.16: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de saliciloilhidrazida (SH) con dcido
fenilbordnico (AFB) a pH 8.3. Kops = 2200 ML
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Figura 9.17: Titulacién espectrofotométrica de 0.2 mM de dcido 2,6-dihidroxibenzohidroxdmico

(DHBHA) con dcido fenilborénico (AFB) a pH 7.4. Kops = 52000 M1,
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Figura 9.18: Espectros de absorcién de 0.1 mM de dcido 2,5-dihidroxi-1,4-benzodihidroxdmico

(DHBDHA) a diferentes valores de pH.

0,8

OH

-4

0,6 4 OH

DHBDHA

0,4

Absorbancia

0,2

0,0 T T T

T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 9.19: Titulacién espectrofotométrica de 0.1 mM de dcido
2,5-dihidroxi-1,4-benzodihidroxdmico (DHBDHA) con dcido fenilborénico (AFB) a pH 7.4.
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9.6

ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.
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Figura 9.20: Espectro de RMN-1H (400 MHz, DMSO-ds) de dcido
2,6-dihidroxibenzohidroxdmico (DHBHA).
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Figura 9.21: Espectro de RMN- 13C (100 MHz, DMSO-ds) de dcido
2,6-dihidroxibenzohidroxdmico (DHBHA).
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Figura 9.22: Espectro de RMN- 1H (400 MHz, DMSO-ds) de dcido
2,5-dihidroxi-1,4-benzodihidroxdmico (DHBDHA).
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Figura 9.23: Espectro de RMN-13C (100 MHz, DMSO-ds) de dcido
2,5-dihidroxi-1,4-benzodihidroxdmico (DHBDHA).
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Figura 9.24: Espectro de RMN-1H (300 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de PyPh y AFB,
(las sefiales con asteriscos corresponden a las sefiales de AFB libre afiadido en exceso para
lograr la completa formacion del complejo boronato).
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Figura 9.25: Espectro de RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de PyPh y AFB.
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Figura 9.26: Espectro de RMN-11B (128 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de PyPh y AFB.
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Figura 9.27: Espectro de RMN- 1H (300 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de HFB y AFB,
(las sefiales con asteriscos corresponden a las sefiales de AFB libre afiadido en exceso para
lograr la completa formacion del complejo boronato).
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Figura 9.28: Espectro de RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de HFB y AFB.
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Figura 9.29: Espectro de RMN-11B (128 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de HFB y AFB.
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Figura 9.32: Espectro de RMN-11B (128 MHz, DMSO-ds) del boronato derivado de DHIF y AFB.
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Figura 9.33: Espectro de RMN-1H (400 MHz, D;0) del éster borénico derivado de SHA y AFB.
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Figura 9.34: Espectro de RMN-13C (100 MHz, D;0) del éster borénico derivado de SHA y AFB.
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Figura 9.35: Espectro de RMN-11B (128 MHz, D;0) del éster bordnico derivado de SHA y AFB.
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Figura 9.36: Espectro de RMN-1H (400 MHz, D,0) del éster bordnico derivado de SHA y A4NFB.
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Figura 9.37: Espectro de RMN-13C (100 MHz, D,0) del éster borénico derivado de SHA y
A4NFB.
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Figura 9.39: Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) del receptor R1.
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Figura 9.40: Espectro de RMN-13C (100 MHz, DMSO-ds) del receptor R1.
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Figura 9.41: Espectro de RMN-1H (400 MHz, DMSO-ds) del receptor R2.
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Figura 9.42: Espectro de-13C (100 MHz, DMSO-ds) del receptor R2.
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Figura 9.43: Espectro de RMN-1H (400 MHz, DMSO-ds) del receptor R3.
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9.7 DATOS CRISTALOGRAFICOS

Tabla 9.2: Datos cristalogrdficos.

Identificador AFB+SHA A4NFB+SHA
Formula empirica C34H42B2N406 C3sHs52B2N6012S2
Formula molecular 624.33 870.59
Temperatura 130 (2)K 130 (2) K
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2¢/n P-1

Parametros de celda

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)

Tamaiio del cristal (mm3)

Limite de 6
Intervalos de hkl

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes

Datos/restricciones/
parametros

Goodness-of-fit on F2

indices R
[I>2sigma(I)]

indices R (todos los datos)

finales

a=10.0053(8) A
b=10.8372(7) A
c=15.4322(15) A
a=90°.
B=105.974(9)°.
v =90°.
1608.7(2) A3
2
1.289 Mg/m3

0.088 mm-1
664
0.350 x 0.350 x 0.150
3.516 a 30.089°.

-9<=h<=13, -14<=k<=10,
-19<=]<=18

8564
4059 [R(int) = 0.0392]
4059 /0 /212

1.020
R1=0.0568, wR2 =0.1098

R1=0.0959, wR2 = 0.1333

a=9.6317(11) A
b=10.1328(8) A
c=13.2655(11) A

a=92.678(7)°.
B =105.802(9)°.
y=116.745(10)°.

1090.7(2) A3

1
1.325 Mg/m3

0.188 mm-1
460
0.550 x 0.280 x 0.260
3.596 a29.593°.

-12<=h<=13, -13<=k<=13,
-17<=1<=18

19138
5378 [R(int) = 0.0275]
5378 /0 /277

1.037
R1=0.0386, wR2 = 0.0938

R1=0.0497, wR2 =0.1029
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Tabla 9.3: Datos cristalogrdficos.

Identificador AFB+PyPh AFB+HFB AFB+DHIF
Formula empirica C17H14BNO; C21H21BN203S C1sH15BN202
Formula molecular 275.10 392.27 266.10
Temperatura 130(2) K 130(2) K 130 (2)K
Sistema cristalino Triclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P-1 P-1 P2i/n

Parametros de celda

Volumen

Z
Densidad (calculada)

Coeficiente
de absorcion
F(000)
Tamafio del
(mm3)

cristal

Limite de 0
Intervalos de hkl

Reflexiones
colectadas

Reflexiones
independientes

Datos/restricciones/
parametros

Goodness-of-fit on F2

indices R
[I>2sigma(I)]

finales

indices R (todos los
datos)

a=10.6315(9) A
b=15.7173(11) A
c=17.8414(14) A
o =90.851(6)°.
B =106.185(7)°.
vy =107.203(7)°.

2719.6(4) A3

8
1.344 Mg/m3

0.087 mm-1

1152

0.470x 0.350 x 0.340

3.522 a29.560°.

-14<=h<=13, -
21<=k<=21,
-22<=]<=24

25387

12662 [R(int) =
0.0573]

12662 /4 /769

1.073

R1=0.0639
wR2 =0.1039

R1=0.1422
wR2 =0.1423

a=7.1901(8) A
b =10.0347(10) A
c=14.3356(17) A

o = 97.769(9)°.

B =95.311(9)°.

y=101.096(9)°.

998.16(19) A3

2
1.305 Mg/m3

0.186 mm-1

412
0.540 x 0.460 x 0.270

3.512 a29.370°.

-9<=h<=9, -
13<=k<=13,
-19<=I<=19

11003
4664 [R(int) = 0.0267]
4664 / 749 / 451

1.052

R1=0.0529
wR2=0.1178

R1=0.0729
wR2 =0.1300

a=12.3145(10) A
b =8.0745(8) A
c=13.5514(12) A
a=90°.

B =98.653(8)°.
y=90°,
1332.1(2) A3
4
1.327 Mg/m3

0.088 mm-1

560
0.530x 0.430 x 0.060

3.499 a 29.430°.

-17<=h<=16, -
11<=k<=10,
-18<=1<=17

17100
3404 [R(int) = 0.0746]
3404 /1 /184

1.031

R1=0.0616
wR2=0.1178

R1=0.1202
wR2 =0.1500
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Tabla 9.4: Datos cristalogrdficos.

Identificador R1 éster pinacol de R2
Formula empirica C26H27B2N307 C32H41B2N307
Formula molecular 512.12 601.30
Temperatura 100 (2) K 100 (2) K
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2¢/n P-1

Parametros de celda

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcién
F(000)

Tamaiio del cristal (mm3)
Limite de 0

Intervalos de hkl

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes

Datos/restricciones/
parametros

Goodness-of-fit on F2

a=8.7689(4) A
b=27.5764(11) A
c=11.0941(4) A
o= 90°.
B=109.587(2)°.
v =90°.
2527.47(18) A3
4

1.354 Mg/m3

0.805 mm-1
1080
0.245 x 0.213 x 0.208
3.205 a 68.231°.

-10<=h<=8, -33<=k<=32,

-12<=1<=13
20146

4538 [R(int) = 0.0352]

4538 /664 / 496

1.078

a=10.9383(2) A
b=11.5484(2) A
c=14.3999(3) A
o= 89.7815(8)°.
B = 82.1460(8)°.
v = 63.6922(7)°.

1612.00(5) A3

2
1.239 Mg/m3

0.086 mm-1
640
0.395 x 0.325 x 0.250
1.971 a 27.445°.

-14<=h<=14, -14<=k<=14,
-18<=1<=18

65674
7332 [R(int) = 0.0207]
7332 /387 / 494

1.066

indices R finales [I>2c(1)] R1=0.0879, wR2 = 0.2155

R1=0.0927, wR2 = 0.2187

R1=0.0472, wR2 = 0.1247

indices R (todos los datos) R1=0.0494, wR2 = 0.1264
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9.8 ESTRUCTURAS DE RAYOS X.

Figura 9.45: Estructura ORTEP del ester boronato derivado de SHA y AFB, elipsoides con 50%
probabilidad.
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Figura 9.46: Estructura ORTEP del ester boronato derivado de SHA y A4NFB, elipsoides con 50%
probabilidad.

Figura 9.47: Estructura ORTEP del ester boronato derivado de PyPh y AFB, elipsoides con 50%
probabilidad.
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Figura 9.48: Estructura ORTEP del ester boronato derivado de HFB y AFB, elipsoides con 50%
probabilidad.
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Figura 9.49: Estructura ORTEP del ester boronato derivado de DHIF y AFB, elipsoides con 50%
probabilidad.
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Figura 9.51: Estructura ORTEP del ester pinacol del receptor R2, elipsoides con 50% probabilidad.
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9.9 TITULACIONES SEGUIDAS POR RMN-1H DE ACIDO FENILBORONICO

CON DIFERENTES ANIONES.
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AM_ A AN
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A A AN
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M A AN
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Figura 9.52: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en DMSO-ds de 5 mM de dcido
fenilbordnico con (BusN)HSO,. Concentraciones de HSOy: (1)-0, (2)-2.5 mM, (3)-5 mM, (4)-10 mM,

(5)-20 mM, (6)-40 mM, (7)-60 mM, (8)-100 mM, (9)-140 mM, (10)-200 mM.
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Figura 9.53: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en DMSO-ds de 5 mM de dcido

fenilborénico con BusNBr. Concentraciones de Br’: (1)-0, (2)-2.5 mM, (3)-5 mM, (4)-10 mM, (5)-20
mM, (6)-40 mM, (7)-60 mM, (8)-80 mM, (9)-120 mM.
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Figura 9.54: Titulacién seguida por RMN-1H (300 MHz), en DMSO-ds de 5 mM de dcido
fenilboronico con (BusNH3)PO4 Concentraciones de H:POy: (1)-0, (2)-1 mM, (3)-2 mM, (4)-3 mM,
(5)-5 mM, (6)-7 mM, (7)-9 mM, (8)-11 mM.
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Figura 9.55: Titulacién seguida por RMN-H (400 MHz), en MeCN-d3 de 2.5 mM de dcido

fenilbordnico con BusNCI. Concentraciones de CI': (1)-0, (2)-0.5 mM, (3)-1 mM, (4)-2 mM, (5)-3 mM,
(6)-5mM, (7)-7 mM, (8)-9 mM, (9)-12 mM, (10)-14 mM, (11)-17 mM.
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Anexos

9.10 ESPECTROS DE

RMN-11B DE ACIDO

FENILBORONICO Y

3-FENILBORONICO EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE ANIONES.

acido fenilboronico

Pulss Soquence: Boro (sIpull
Solvent: DMBC-d6
Data collected on: Nov 7 2014

Tamp. 26.0 C / 2195.1 K
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 sac
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.6 Hz

2804 repatitions

OBSERVE E11, 128.3206841 Mz
DECOUPLE E1, 399.3545870 Mz
Power 43 48

contimuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hz

FT niza 524288

Total time O min 24 s&c

28,831

il

T
150

100

50 0 -50

-100

T
-150 pPEm

Figura 9.56: Espectro de RMN-''B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido feniborénico 10 mM.

acido fenilboronico + AcO”

Pulss Sequence: Boro (s2pull
Solvent: dmso
Data collected co: Bov B 2014

Tamp. 26.0 C / 2195.1 K
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 sac
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.6 Hz

1580 repatiticns

OBSERVE E11, 128.3212936 Mz
DECOUPLE H1, 399.3564868 Mz
Power 43 48

contimuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hz

FT niza 524288

Total time O min 24 s&c

28,783

AN

T
150

P

T
100

b

| s e s w e e e e
50 0 -50

-100

-150 pPEm

Figura 9.57: Espectro de RMN-''B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido fenilborénico 10 mM en

presencia de BusNAcO 20 mM.
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28,854

acido fenilborémico + Br

Pulss Sequence: Boro (s2pull
Solvent: dmso
Data collected ca: Bov 5 2014

Temp. 26.0 C / 195.1 K
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 sac
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.8 Hx

4096 ropetiticns

OHSERVE B11, 139.3212936 Mz
DECOUPLE H1, 399.3564866 Mz
Power 43 28

contimuously cn

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hz

FT niza 524188

Total time 0 min 24 sec

150 100 50 0 -50 -100 -150 PPm

Figura 9.58: Espectro de RMN-''B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido fenilborénico 10 mM en
presencia de BusNBr 200 mM.

29,050

acido fenilborémico + Cl1~

Tamp. 26.0 C / 295.1 K
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 sac
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.6 Hz

4096 ropatitions

OBSERVE BE11, 128.3212536 M3z
DECOUPLE 1, 399.3564868 Miz
Power 43 48

contimuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hx

FT niza 524288

Total time O min 24 sac

I e e e e s e e e e L e s e e T I e e e e o e L
150 100 50 0 -50 -100 -150 Ppm

Figura 9.59: Espectro de RMN-1B (128 MHz, DMSO0-ds) de dcido fenilborénico 10 mM en
presencia de BusNCI 200 mM.
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.07

acido fenilboromico + F~

Pulss Sequence: Boro (sZpul}
Solvent: dmso
Data collected on: Bov 10 2014

Temp. 26.0 €/ 295.1 K
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 mec
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.6 Hx

548 rapetitioms

OBSERVE E11, 128.3712936 Mz
DECOUPLE H1, 395.5564368 Mz
Power 43 48

contimuously cn

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hx

FT niza 524288

Total time O min 24 mec

T T
150 100 50 0 -50 -100 -150 ppm

Figura 9.60: Espectro de RMN-'B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido fenilborénico 10 mM en
presencia de PhCH;NMesF 20 mM.

27,881

acido 3-nitrofenilboronico

Pulss Seguence: Boro (sZpul}
Solvent: dmso
Data collected co: Bov 10 3014

Tomp. 36.0 € / 285.1 E
Operator: walkup

Ralax. dalay 1.000 mac
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.8 Hx

3300 repatiticns

OBSERVE E1l, 128.3212836 Mz
DECOUPLE H1, 399.5564868 Mz
Powsr 43 @B

contimuously cn

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCESSING

Ling broadening 10.0 Hz

FT niza 524188

Total time 0 min 34 sec

T T — T
150 100 50 0 -50 -100 -150 Ppm

Figura 9.61: Espectro de RMN-''B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido 3-nitrofenilborénico 10 mM.
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27,164

3-nitrophenylboronic acid
+ AcO-

Pulse Sequence: Boro [sZpul}
Solvent: dmso
Data collected co: Bov 10 3014

Temp. 6.0 C / 295.1 K
Operator: walkup

Relax. dalay 1.000 mec
Pulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.8 Hx

1888 repetiticns

OBSERVE B11, 128.3212936 Mz
DECOTPLE H1, 399.5564868 Mz
Tower 43 a8

continuously cn

WALTZ-16 modulatad

DATA PROCESSING

Line broadening 16.0 Hz

FT siza 524188

Total time O min 34 sec

I e s e e e L s e e e o s N B s e | —
150 100 50 ] -50 -100 -150 PPm

Figura 9.62: Espectro de RMN-1B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido 3-nitrofenilborénico 10 Mm
en presencia de BusNAcO 20 mM.

acido 3-nitrofenilborénico + HbLPO,

Pulss Sequence: Boro (sZpul}
Solvent: dmso
Data collected co: Bov 7 2014

Tamp. 6.0 € / 295.1 K
Operator: walkup

Relax. dalay 1.000 mec
Tulsa 45.0 degraas

Acg. time 4.823 sec

Width 54347.8 Hx

4096 Topstiticns

OBSERVE B1l, 128.3712936 Mz
DECOUPLE H1, 395.5564868 Mz
Power 43 a3

continuously oo

WALTZ -1§ modulatad

DATA PROCESSING

Ling broadaning 10.0 Hx

FT nize 514288

Total time O min 24 sec

150 100 50 0 -50 -100 -150 PPm

Figura 9.63: Espectro de RMN-1B (128 MHz, DMSO-ds) de dcido 3-nitrofenilborénico 10 Mm
en presencia de BuyNH2P0O, 100 mM.
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Self-assembly and recognition properties of a
tetraanionic macrocyclic boronate ester in aqueous
medium-

Mayte A. Martinez-Agquirre, Jorge M. del Campo, Sigfrido Escalante-Tovar
and Anatoly K. Yatsimirsky™

A tetraanionic [2 + 2] boronate ester macrocycle is self-assembled from a dicatechol 3,3,3',3'-tetramethyl-
1,1’-spirobiindane-5,5,6,6'-tetraol and 1,4-benzenediboronic acid in the presence of 2 equivalents of
NaOH in water containing 0-5% vol DMSO. No templating by potential guest molecules is required for
the self-assembly with close to quantitative yield of the macrocycle. The macrocycle is stable and binds
efficiently various cationic guests at pH 9. For alkali and R;N* cations the association constants K, are
growing in the order Cs* < Me < Et < n-Pr with Ky = 180 M~ for Cs* and >10° M~ for Pr,;N* The
inclusion of R4N* cations is confirmed by 1D and 2D 'H NMR and is further characterized by quantum
mechanical calculations. The macrocycle binds efficiently some biologically important cationic guests
(choline, acetylcholine, 1-methylnicotinamide) and discriminates Arg-OMe over Lys-OMe. It forms a
highly fluorescent complex with an isoquinoline alkaloid berberine, which can be used for optical
sensing of tetraalkylammonium guests by a displacement or ternary complex formation mechanism.
These results extend previously limited to solid state or non-aqueous media applications of self-
assembled boronate ester hosts for molecular recognition to practically more important aqueous solutions.

Introduction

The reversible formation of boronate esters is widely employed
in the preparation of self-assembled supramolecular structures*
such as covalent organic frameworks,” or discrete macro-
cycles,*” cages and capsules.®® Due to the low stability of esters
towards hydrolysis this area is limited to solid state or non-
aqueous media, although on some occasions a macro-
cyclization, e.g. via intramolecular boronic acid ester formation
between fragments of phenylboronic acid and galactose
attached to the opposite ends of a peptoid® or by crosslinking of
bis(polyhydroxyalkyl)amines with boric acid,' was proposed on
the basis of some indirect evidence (see also ref. 11e). Forma-
tion of more stable tetrahedral hydroxocomplexes of boronate
esters in basic aqueous solutions' allows preparation of pH
and/or sugar responsive polymers,'> gels** and micelles,"* which
rely on multiple weak covalent interactions, but no discrete
supramolecular structures requiring stronger and more preor-
ganized interactions, have been reported yet in water.

Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, 04510 México D.F.,
Mexico. E-mail: anatoli@unam.mx

1 Electronic supplementary information (ESI) available: ''B, **C, "H ROESY and
NOESY NMR spectra of 3 and its complex with Pr,N', NMR titration data,
potentiometric titrations of mixtures of 1 and 2 in 50% DMSO, energies and
Cartesian coordinates for calculated structures. See DOI: 10.1039/c5ra03291a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

Formation of anionic tetrahedral boronate esters stabilized
by acetate or methoxide anions bound to boron atom, which are
structurally related to hydroxocomplexes, was employed in self-
assembly of molecular capsules from tripodal boronic acid and
catechole units in mixed methanol-acetonitrile solvent.” The
important feature of these systems is that the self-assembly is
driven by a guest (ammonium cation) encapsulation in the host
cavity. Although the existence of empty capsules in solution was
demonstrated spectroscopically, the equilibria of host-guest
interactions were studied either by ability of guests to promote
capsule formation from free components™ or by competition
with a tetramethylammonim guest already bound to the cap-
sule.”” No true association host-guest constants were deter-
mined and a limited set of tested simple guests demonstrated
the order of affinities as Et,N" > Me,N" > alkali cation.

Several spiroborate macrocyclic structures involving a dica-
techol 3,3,3',3'-tetramethyl-1,1’-spirobiindane-5,5',6,6'-tetraol*®
or 2,2/,3,3'-tetrahydroxy-1,1’-binaphthyls'® based on tetrahedral
anionic borate ester links were assembled in the solid state. In
all cases the anionic macrocycles were obtained with
substituted ammonium counter-ions some of which were
included in macrocycles as the guests, but no host-guest
equilibria were reported.

An extension of boronate ester based self-assembling
processes to aqueous solutions may have many useful applica-
tions in design of receptor molecules for recognition and
sensing of practically important analytes. Taking into

RSC Adv., 2015, 5, 30075-30083 | 30075
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Scheme 1 Possible self-assembling process between dicatechols and diboronic acids in water.

consideration known factors favoring formation of more stable
boronate diol esters in aqueous solutions™ one may consider as
potentially efficient self-assembling components 1,2-aryldiols
and arylboronic acids in sufficiently basic medium to allow
formation of tetrahedral hydroxocomplexes of boronate esters.
In particular with dicatechols and diboronic acids the expected
self-assembling process can produce in a favorable case a set of
[n + n] macrocycles in accordance with Scheme 1.

The self-assembling of the type shown in Scheme 1 in
aqueous medium is significantly more difficult process than
macrocyclization via formation of neutral boronic acid esters in
the absence of water. Esters of the latter type are too unstable
toward hydrolysis and addition of hydroxide anions is the only
way to increase their stability to acceptable level. However,
creation of negative charges on boronate links should destabi-
lize the macrocycle due to mutual repulsion of similar charges.
Moreover, formation of a hydroxoboronate ester group on one
end of a diboronic acid will transform a weakly electron
acceptor B(OH), group into a strongly electron donor
B(OR),(OH) ™ group, which by inductive effect will increase pK,
of the second boronic acid group and thus reduce its affinity to a
diol.™*? It is not surprising therefore that mentioned above
molecular capsules assembled via anionic tetrahedral boronate
esters need for their stability encapsulation of a cationic guest,
which may compensate these unfavorable effects by neutral-
izing the negative charge of the macrocycle. In this paper we
report a first example of self-assembling of a cyclophane-type
tetraanionic macrocycle from a diboronic acid and a dica-
techol in water sufficiently stable to measure the host-guest
equilibrium constants by direct inclusion of a guest into an
empty host macrocycle and explore its recognition properties
with a wide range of guests including some important biological
compounds like acetylcholine, derivatives of nicotinamide and
amino acids.

Results and discussion

In preliminary experiments reactions of a series of commer-
cially available dicatechols and diboronic acids were tested for
their feasibility to the self-assembly in water by potentiometric
and spectroscopic titrations. Initially the observed stability
constants of complexes of some dicatechols with phenylboronic
acid at optimum pH for each dicatechol were measured. For

30076 | RSC Aadv., 2015, 5, 30075-30083

such dicatechols as gallein, pyrogallol red and ellagic acid the
optimum  stability constants were less than 10> M™" which
means that the yield of the complex in a millimolar range of
concentrations of both components was less than 50%. On the
other hand stability constants for two natural dicatechols nor-
dihydroguaiaretic acid and 3,3,3,3'-tetramethyl-1,1"-spiro-
biindane-5,5',6,6'-tetracl (1) were above 10° M ' for
phenylboronic acid and these compounds were tested for
possible macrocyclization with 1,4-benzenediboronic, 1,3-ben-
zenediboronic and 4,4-biphenyldiboronic acids. Analysis of "H
NMR spectra of equimolar mixtures of dicatechols and diacids
in basic media revealed formation of individual compounds in
reactions of nordihydroguaiaretic acid with 1,3-benzenedibor-
onic acid and of 1 with 1,4-benzenediboronic and 4,4’-biphenyl-
diboronic acids while in other cases apparently polymeric
materials were formed. Among these more successful cases only
the system 1 - 1,4-benzenediboronic acid (2) was sufficiently
stable towards oxidative degradation and was chosen for further
study.

Hb

HaQ CHj
HO
c
i H Hd
H
HO OH HO_ /OH
o
oH HO

H3C CH, H H

N

Ha

1 2

The following procedure was employed for the self-assembly.
To a mixture of 2 and NaOH in molar ratio 1 : 2 (typically 5 and
10 mM respectively) in water one equivalent of 1 in DMSO
(typically as 0.1 M solution) was added with stirring to the final
content of DMSO less or equal to 5% vol All added 1 was dis-
solved completely and the "H NMR spectrum of the mixture
(Fig. 1) indicated nearly quantitative formation of a single
product with all signals of aromatic protons of 1 and 2 shifted
up-field and signals of aliphatic protons of 1 practically
unchanged. A single chemical shift of protons of phenylene
group of the diboronic acid indicates the equivalence of boro-
nate groups and therefore a symmetrical structure of the
product.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 1 'H MMR spectra of the equimolar mixture of 1 and 2 without
added base (A) and in the presence of 2 equivalents of NaOH (B) in
5% vol DMSO-dg/D,0.

To further characterize the self-assembled product its *'B,
3C and 'H ROESY NMR spectra were recorded (Fig. 1S-3S,
ESIt). The "B spectrum shows a single peak at 9.17 ppm indi-
cating the presence of equivalent tetrahedral boronate atoms
and C spectrum confirms the symmetrical structure of the
product. All these results agree with formation of a [n + n]
symmetrical product in line with Scheme 1. The ESI-MS spec-
trum obtained in the positive mode (Fig. 2) shows the presence
of two intense peaks at m/z 1051.1 and 1033.1 with character-
istic isotope distribution patterns for a species containing

RSC Advances

4 boron atoms of the composition Cs4Hs,0;,B;Na;" and
Cs4H500,,B4Na; " respectively. They correspond to cationized by
Na" neutral [2 + 2] boronate ester macrocycle (tetraanion plus
four sodium counterions) and its dehydrated form respectively.
Interestingly the ESI-MS spectrum obtained in the negative
mode does not show the presence of corresponding boronate
anionic species presumably because of their instability in the
gas phase due to mutual repulsion of anionic boronate groups
which must be compensated by the counter ion binding.

Additional confirmation of the stoichiometry of the reaction
between 1 and 2 in the presence of NaOH was obtained by
potentiometric titration in 50% vol aqueous DMSO (higher
proportion of the organic co-solvent was used because of insuf-
ficient solubility for this technique of 1 in water containing lower
amount of DMSO). The results shown in Fig. 4S (ESI}) demon-
strate formation of the final product of stoichiometry 2:2:4
(1:2:0H") with intermediate formation of the products of
stoichiometry 1:1:1 and 2 : 2 : 3 corresponding to acyclic bor-
onate esters (see ESIt for details). On basis of all these observa-
tions we conclude that the reaction between 1 and 2 proceeds
with nearly quantitative formation of a tetraanionic [2 + 2] bor-
onate ester macrocycle (3) in accordance with reaction (1).

The resulting solution has pH 9.0 and the compound is
stable for at least one week when kept in solution at 6 °C. A slow
oxidation manifested in progressive coloring occurs during the
storage. Decreasing in pH below ca. 8.5 and dilution of the
compound below 1 mM induced the dissociation of the
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(A) ESI-MS spectrum in the positive mode of the equimolar mixture of 1 and 2 in the presence of 2 equivalents of NaOH; (B) expanded area

between 1030 and 1050 m/z; (C) simulated isotope distribution pattern for Cs4Hs,015B4Nas™.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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macrocycle, however. The macrocycle 3 can be prepared also in
pure water by the following procedure. One equivalent of solid 1
is added to a mixture of one equivalent of 2 and two equivalents
of NaOH in pure water and briefly heated at 60-70 °C with
stirring under nitrogen until all 1 dissolves. A product with the
same NMR spectrum as in Fig. 1B is obtained, however, it is
difficult to avoid significant degree of oxidation during the
heating and for this reason all further studies were performed
with samples containing 5% DMSO prepared by the first
procedure.

The recognition properties of 3 were tested towards several
types of cationic species by NMR titrations. Fig. 3 illustrates
typically observed spectral changes with Pr,N" as a guest. Mix-
ing of the guest with an excess of host induces strong up-field
shifts in all signals of Pry,N" as a result of its inclusion into
the aromatic host (Fig. 3B). The aromatic signals of the host also
move up-field while signals of methyl groups remain practically
unchanged and signals of methylene protons appear as a
singlet. Interestingly, the relative intensity of signals around 7.6
ppm corresponding to traces of the intermediate acyclic
complex (see ESI}) decreases in the presence of the guest
evidently due to the shift in the equilibrium towards 3 induced
by complexation. NOESY and ROESY spectra of the PryN'/3

A PryN*
B N
3 N

1

U 3

Iy
i
6.5 6.0

o

55 35 30 25 2.0 15 1.0 05

f
| l
B:S 8.0 7:5 7.0

Fig.3 *H NMR spectra (5% vol DMSO-dg/D,0) of 2.5 mM macrocycle
3 alone (C) and in the presence of 1 mM PryNCl (B).

0.0 ppm
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mixtures (Fig. 6S and 7S, ESIf) contain the cross-peaks corre-
sponding to contacts of the guest with both components of the
macrocycle confirming the guest inclusion.

The titration experiments were performed by adding
aliquots of concentrated solutions of chloride salts of the
guests in D,O to 3 prepared in situ in 5% vol DMSO/D,O0.
Guests did not shift initial pH 9.0 of typically 2.5 mM solutions
of 3. As an example of titration experiment Fig. 4 shows a
complete set of NMR spectra for titration with acetylcholine.
Titration plots for a series of [R,N]Cl salts are shown in Fig. 5.
Plots for other guests and complete sets of NMR spectra for
titrations with several other representative guests are given in
ESI, Fig. 85-10S.}

The profile for most tightly bound Pr,N" clearly shows the
saturation break at the molar ratio 1 : 1. The Job plot (Fig. 5B)
with Et,N" indicates the same stoichiometry. Titration plots
were fitted to the eqn (2) where [H] and [G] are total concen-
trations of host and guest, K, is the association constant and
A6 = (6ug — Ou) is the complexation induced shift in the
signal."”

dobs = Op + 0.5(AS/[HN([H] + [G] + Kao~' — (H] + [G] + Ka ")
— 4[H][G)™) (2)

The calculated K, and Aé are summarized in Table 1 and
Scheme 2 shows the complexation induced shifts in selected
guests.

The macrocycle 3 binds Ry;N" guests with high affinity close
to that reported for best receptors for these cations operating in
water,"”® such as cucurbiturils,” sulfonatocalixarenes* and
resorcinarene cavitands,* but the selectivity is different. While
the reported macrocyclic receptors either do not discriminate
R,N" guests with different length of the radical R*** or prefer
smaller guests,?*> 3 shows a strong preference to larger cations.
With R = n-Bu the precipitation occurs already after addition of
ca. 0.2 equivalent of the guest indicating possibly even stronger
interaction.

In order to get a deeper insight into the nature of host-guest
complexation with the series of tetraalkylammonium cations
high level quantum mechanical calculations were performed
for 3 and its complexes. Fig. 6 shows the calculated structures of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Fig. 4 'H NMR titration of 2.5 mM 3 by acetylcholine. Concentrations of acetylcholine: (1) —0; (2) —1.0 mM; (3) —1.5 mM; (4) —2.0 mM;
(5) —2.5 mM; (6) —3.0 mM; (7) —4.0 mM; (8) —5.0 mM; (9) —6.0 mM; (10) —7.0 mM; (11) —free acetylcholine.

the macrocycle and its complexes with Me,N* and Pr,N*
cations. In agreement with NMR results the macrocycle has a
symmetrical structure with ellipse shape cavity with a minor
axis of approximately 6 A estimated as the distance between
nearly coplanar phenylene rings of 1,4-benzenediboronic acid
fragments (Fig. 6A) taking into account the van der Waals
radius of carbon. This approximately corresponds to the cavity
size of B-cyclodextrin® or curcurbit[6]uril.?> The Ry;N" cations
fit the cavity with N atom of the guest occupying the center of
the cavity (see top and side views of the Pr,N" complex in
Fig. 6C and D). The center of the guest cation is positioned
closer to the H® than to H® atom of the spirobiindane

6.05

6.00 o

5.95

Me N

8, ppm (H*)

590 . HOCH,CH,NMe

5.85 -

5.80 4

2 3
[Guest], equivalents

Fig. 5

fragment (e.g. 5.695 and 7.248 A respectively for Me,N",
Fig. 6B), which explains stronger complexation induced shift
in the position of H® signal (see Fig. 3 and 4). The distance is
shorter in the PryN* complex than in the Me,N" complex (cf.
Fig. 6B and C), which explains larger shift in the former
complex (Table 1). Also the first methylene group of Pr,N"
forms a shorter contact with the aromatic ring of the spi-
robiindane fragment than the methyl group of Me,N" guest
(¢f: Fig. 6B and C) in accordance with larger shift induced in
the former case (Scheme 2).

The calculated gas phase complex formation energies
(Table 2S ESIf) are negative, but predict the opposite to the
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(A) Titration plots of 2.5 mM 3 prepared by mixing of 5 mM 1 with 5 mM 2 and 10 mM NaOH in D,O containing 5% vol DMSO-dg by

tetraalkylammonium guests. The guest concentration is given as number of equivalents to total 3. (B) The Job plot for Et;N* as a guest (signals of

guest methyl groups).
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Table 1 Association constants (Ka with standard errors) and
complexation induced shifts (A¢) for macrocycle 3 at pH 9.0
Ad (ppm)
Guest Ky, M7t H? H¢
Cs* 180 + 10 —0.014 0.026
Me,N* 300 + 60 —0.19 —0.033
Et,N* (3.8 +£0.7) x 10° —0.16 —0.027
Pr,N* >10° —0.25 —0.027
Bu,N* Precipitate
Me,GuanH" (1.1 £0.2) x 10° —0.059 —0.035
Choline (1.9 £0.2) x 10° —0.16 —0.027
Acetylcholine (4.1 +0.3) x 10° -0.17 —0.036
PhCH,NMe;" (1.5 +0.3) x 10° —0.21 —0.15
1-Methylnicotinamide (2.0 +0.2) x 10° —0.003 —0.16
Nicotinamide No interaction
n-BuNH;" 220 4+ 30 —0.032 0.006
1,4-Diaminobutane (5.5 +0.9) x 10° —0.055 0.014
Lys-OMe No interaction
Arg-OMe 240 + 20 —0.050 —0.017
0.73 . 089 et o
H3C\/NEt3 _:fst:G e 059,

1.1 I NH,

N(CHy)F 085 N_?c';?)y- 073" T+ H 073

119 HOT ose Chs

-0.59

Scheme 2 Complexation induced shifts (ppm) in selected guests.

Fig. 6
top view of the structure of the inclusion complex of 3 with MesN*; (
top view of the structure of the inclusion complex of 3 with PryN*; (
side view of the structure of the inclusion complex of 3 with PryN*.

(A) Minimized structure of Nas3 (sodium cations ommitted); (B)
Q)
D)

experimentally observed trend Me,N" > Et,N" > Pr,N" reflecting
only electrostatic contribution to the binding. The observed
selectivity Cs* < Me,N" < Et;N" < Pr,N" can be rationalized in
terms of significant contribution of hydrophobic interactions
into the binding free energy. In agreement with this K, for
n-BuNH;" is close to that for Me,N" possessing similar charge
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and number of aliphatic carbon atoms. Also PhCH,NMe;" and
Et,N" possesing similar hydrophobicity (one phenyl group is
equivalent to four methylenes in terms of w hydrophobicity
scale?*) have close to each other values of K,. On the other hand
choline and acetylcholine obviously possess higher affinities
than expected on basis of only hydrophobic effect possibly
because of better fit of these guests to the macrocycle cavity.
Also tetramethylguanidinium cation (Me,GuanH" in Table 1)
forms significantly more stable complex than tetramethylam-
monium cation indicating a better fit of a planar guanidinium
group.

Besides hydrophobic interactions, the principal driving
forces for inclusion in 3 are charge-charge and possibly cation—-
7 interactions. This is evident from the absence of interaction
with neutral nicotinamide in comparison with strong binding
of cationic 1-methylnicotinamide and strongly increased K,
value for dication of 1,4-diaminobutane as compared to mon-
ocationic n-BuNH;" (Table 1). Additions of polyamines (sper-
midine, spermine) to 3 induced precipitation even at low guest
concentrations. A contribution from cation-7 interactions is
highly probable, however these interactions are expected to
induce down-field shifts in NMR signals of aromatic protons>
and we observe mostly the up-field shifts (Table 1), which may
be attributed to changes in hydration due to contacts with
hydrophobic guests.

The inclusion of cationic guests into the macrocycle cavity is
evidenced by observation of complexation induced shifts of all
protons of guest cations (Scheme 2). The observed negative
shifts agree with well-known through-space shielding effect of
aromatic rings on C-H protons.>®

Due to observed increased affinity of 3 to guanidinium as
compared to ammonium cations (see above) we attempted
using the boronate macrocycle for discrimination of lysine and
arginine derivatives. Table 1 shows the results for binding of
methyl esters of both amino acids, which demonstrate the
expected higher affinity to the arginine derivative.

Important group of cationic biological compounds consti-
tute isoquinoline alkaloids among which perhaps the most
extensively studied is berberine.”” Recently inclusion of
berberine in different macrocyclic hosts, such as cucurbiturils,*®
cyclodextrins® and calixarenes®® was studied with a purpose of
improvement of fluorescent properties of the alkaloid for
analytical applications.*

7\

o

AN
N
MeO = +
OMe
Berberine
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Fig. 7 Fluorescence spectra (excitation wavelength 400 nm) of 3 uM berberine in water (green line), after addition of 1 mM 3 (red line) and after
subsequent additions of acetylcholine (black lines) or PryN* (blue lines). Arrows show the trends on additions of increased amounts of cationic
guests. Inset: relative fluorescence intensity as a function of concentrations of added guests to berberine in the presence of 1 mM 3.

In aqueous solution berberine has very low fluorescence, but
inclusion in the hydrophobic cavity of a macrocyclic host
induces a 10 to 100 fold increase in the fluorescence intensity.
Similar effect was observed with 3: addition of 1 mM 3 to the
berberine aqueous solution induced a 10 fold increase in fluo-
rescence (Fig. 7, green and red lines correspond to the fluores-
cence of free and bound berberine respectively). The calculated
structure of the berberine complex with 3 (Fig. 8) demonstrates
that indeed a significant portion of the guest can fit to the
macrocycle cavity.

We attempted to use this effect for possible optical sensing
of other cationic guests like tetraalkylammonium cations by
the indicator displacement assay. Additions of acetylcholine
(Fig. 7, black lines) induced the expected decrease in fluores-
cence and the titration plot shown in the inset of the figure
demonstrates a possibility to detect ca. 0.1 mM of the added
guest. The displacement of berberine was confirmed also by
"H NMR results which showed that after addition of 4 mM
acetylcholine to a 1 : 1 mixture of berberine and 3 the aromatic
signals of macrocycle coincided with those for the acetylcho-
line-3 complex. Surprisingly, additions of Pr,N" cation to the
berberine-3 complex instead of the expected fluorescence
quenching due to displacement of berberine from the host
cavity, induced an increase in fluorescence intensity accom-
panied by a red shift of the emission maximum (Fig. 7, blue
lines). A possible reason for such behavior is that more
hydrophobic Pry,N" cation can form a ternary complex with 3
and berberine providing less polar environment around the
alkaloid favorable for These results
demonstrate possibility of using 3 in a complex with a

its fluorescence.?®

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

Fig. 8 Minimized structure of the inclusion complex of 3 with
berberine.

fluorescent indicator molecule for optical sensing of cationic
guests.

Experimental section
General experimental methods

Commercially available solvents and reagents were used
without further purification. '"H NMR spectra were recorded at
300 MHz or 400 MHz on Varian Unity Inova or Varian VNMRS
NMR spectrometers respectively, *C NMR proton decoupled
spectra were recorded at 75.4 MHz on Varian Unity Inova NMR
spectrometer and ''B NMR spectra were recorded at 128.3 MHz
with Et,O-BF; in CDCI; as the external standard on a Varian

RSC Adv., 2015, 5, 30075-30083 | 30081



RSC Advances

VNMRS NMR spectrometer, data was processed with MestRe-
Nova version 6.0.2-5475.

NMR titrations

The NMR titration experiments were performed by adding
aliquots of concentrated solutions of chloride salts of the guests
in D,O to 3 prepared in situ in 5% vol DMSO/D,O0. Analysis of 'H
NMR titration data by using eqn (2) was performed by non-
linear least-squares fitting with Microcal Origin 8.5 program
for signals of all protons underwent significant changes and the
calculated association constants given in Table 1 are the mean
values.

Potentiometry

Potentiometric titrations in 50% vol DMSO-water containing
0.05 M NacCl as background electrolyte were performed in a
25 mL thermostatted cell kept under nitrogen at 25 °C.
Measurements of pH were carried out using an Orion model
710-A research digital pH meter while the titrant (NaOH)
solution was added to the system in small increments. The
electrode was calibrated in terms of p[H'] by titrations of
1-3 mM HCI. From these data, the autoprotolysis constant
pKw = 15.9 £ 0.1 was determined in good agreement with
published values in this medium. The program HYPERQUAD
2003, version 3.0.51 was used to calculate all equilibrium
constants.

Mass spectra

ESI-MS experiments were performed on a Bruker Esquire 6000
mass spectrometer operated in the positive mode with electro-
spray ionization source. Samples were run by direct infusion
from a syringe pump. Data were collected and analyzed on
Bruker Daltonics 3.2 software.

Calculation method

Structural optimization was performed using the restricted
PBE* exchange—correlation functional in combination with the
6-311++G** basis set for all atoms using the TeraChem
(1.5 version) software package*® employing Cartesian coordinate
optimization. For the empty macrocycle 3 and its inclusion
complexes the negative formal charges were compensated by
adding Sodium cations, thus a net (+1) charge was requested for
the inclusion system and a zero net charge for the empty
macrocycle.

In order to assess the fact that the interaction between the
two fragments is not an artifact, a single point potential
energy evaluation was performed by putting the tetraalkyl-
ammonium cation far away from the macrocycle center with
the nitrogen atom of the guest at 10 A with respect to the top
position. The calculated interaction energy resulted in a
favorable inclusion process for this level of theory. For the
case of the berberine complex a 6-311G** basis set and PBEO
(ref. 34) hybrid exchange-correlation functional
employed; for this case we have tested just the inclusion
model and during the optimization process it remained inside

was
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the macrocycle. Calculated absolute energies for all complexes
are given in Table S2 (ESI).t

Conclusions

In conclusion, the results of this study demonstrate that
formation of anionic tetrahedral hydroxocomplexes of boronate
esters can provide sufficient driving force for the self-assembly
of discrete macrocyclic structures in aqueous medium. In
contrast to previously reported self-assembled macrocyclic
systems based on anionic complexes of boronate esters, which
need a stabilizing (templating) effect of a cationic guest for their
formation” (see Introduction), a nearly quantitative formation
of tetraanionic 3 occurs in the absence of any guest cation. A
possible reason for this is that the self-assembly of 3 takes place
in aqueous medium which strongly reduces destabilizing effect
of mutual repulsion of negative charges of the macrocycle. The
macrocycle 3 shows promising recognition properties towards
biologically important guests. It binds alkylammonium, alkyl-
pyridinium and tetraalkylammonium cations including choline
and acetylcholine with high affinity and selectivity governed by
charge and hydrophobicity of the guest, discriminates ammo-
nium and guanidinium cations and strongly enhances the
fluorescence of an isoquinoline alkaloid berberine. The
berberine-3 complex can be used for optical sensing of cationic
guests. The macrocycle 3 suffers however from rather narrow
range of stability: dilution below 1 mM and decrease in pH
below 9 induced dissociation of the macrocycle. Further prog-
ress in this area can be achieved by using both catechol and
boronic acid components with lower pK, values, which will
provide an increased thermodynamic stability of the self-
assembled compound and a shift in optimum pH of its
formation to lower values ideally to a “physiological” range
around 7.
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1 | INTRODUCTION

Complex formation with boronic acids represents one of
important types of bioorthogonal chemical reactions
often employed in bioconjugation chemistry.] The most

| Anatoly K. Yatsimirsky

Stability constants of boronate efficient

bioconjugation ligand salicylhydroxamic acid, its derivatives and some struc-

complexes with a highly

turally related compounds were determined by potentiometric and spectro-
scopic titrations at variable pH allowing one to obtain detailed stability — pH
profiles and to identify the optimum pH for complexation with each ligand.
The N,O-binding of salicylhydroxamic acid via condensation of boronic acid
with phenolic OH and hydroxamic NH groups was established by crystal
structure determination of isolated complexes with phenylboronic and 4-
nitrophenylboronic acids. Although this type of binding is impossible for
N-methylated salicylhydroxamic acid it still forms stable boronate complexes
supposedly involving unusual 7-membered —O-B-O- cycle supported by 'H
NMR studies. Hydroxamic acids lacking ortho-OH group and salicyloyl hydra-
zide form less stable boronate complexes, which nevertheless possess stabilities
similar to those of catechole complexes and may be useful for conjugation
applications. In contrast to other ligands, which form tetrahedral anionic
complexes, salicylamidoxime forms tetrahedral, but neutral boronate complex
with high stability in weakly acid solutions. The highest affinity in neutral
and acid solutions surpassing that of salicylhydroxamic acid is observed with
2,6-dihydroxybenzhydroxamic acid (Kops = 5.2 X 10* at pH 7.4). Fairly stable
mono- and bisboronate complexes are formed with 2,5-dihydroxy-1,4-
benzdihydroxamic acid, which also possesses intense fluorescence and may
serve as a boronic acid sensor with detection limit 4 uM. Results presented in
this study provide quantitative basis for rational applications of hydroxamic

acid derivatives in bioconjugation and sensing.

KEYWORDS

boronic acid, complexation, crystal structure, hydroxamic acid, stability constant

common type of complexation of boronic acids in water is
formation of diol esters which finds applications in
molecular recognition of sugars and other polyols[zl as
well as in self-assembly of pH and/or sugar responsive
supramolecular structures.”®’ When fragments of
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aliphatic polyols such as sugars are employed for com-
plexation the major problem is the necessity of using high
pH values to generate relatively stable tetrahedral ester
hydroxocomplexes, which still possess rather modest sta-
bility. Higher stability already in less basic solutions is
observed with catechols”®! often employed for self-
assembly in water,*® > ¢ %! byt they suffer from rather
fast autoxidation in solution!®™ ®! and still have insuffi-
cient affinity in neutral solutions for applications such
as bioconjugation.[w] An important step in the develop-
ment of suitable high affinity ligands was the discovery
of strong binding of phenylboronic acid (PBA) to
salicylhydroxamic acid (SHA),"!! for which the observed
stability constant K,ps = 1.8x10* M~ at pH 7.4 was
reported?! (for comparison K5 = 830 M~ for pyrocate-
chol and 160 M~ for fructose at the same pH).!”! The N,
O-chelated structure 1 for the SHA-PBA complex
(Scheme 1) was suggested on basis of mass spectrometric
and ''B NMR data, although contradictory to this N-
methylated SHA derivative (SHA-NMe) also was found
to bind PBA.'Y In fact, several isomeric structures of
SHA-PBA complex are possible, which agree with
reported data. Importantly SHA is considered as a tightly
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SCHEME 1 Chemical structures of ligands and boronate
complexes considered in this study

bound ligand for PBA in a wide range of pH in particular
well below ‘physiological’ pH 7.4,'*"13] however the pH-
profile of the complex stability constant was never
reported and actual complex stability as a function of
pH is unknown.

In view of importance of SHA in bioconjugation
131 and only fragmentary information reported so far on
the strength and type of its interaction with boronic acids,
we provide here a detailed study of complex formation of
phenylboronic acid with SHA and its methylated deriva-
tives SHA-NMe and SHA-OMe as well as the crystal
structures of SHA complexes with two phenylboronic
acids which confirm the postulated binding mode. In
addition, we include here results for complexation of
PBA with several related ligands (see Scheme 1) such as
benzhydroxamic acid (BHA), salicyloyl hydrazide (SH),
salicylamidoxime (SAO), 2,6-dihydroxybenzhydroxamic
acid (DHBHA) and 2,5-dihydroxy-1,4-benzdihydroxamic
acid (DHBDHA) to get a more comprehensive picture of
boronic acid binding to salicylate and hydroxamate deriv-
atives, which generally possess appropriate structural fea-
tures to serve as anchor ligands for conjugation. Testing
of these compounds allowed us to discover even more
powerful ligand DHBHA which binds PBA with stability
constant 5 X 10* M~" at pH 7.4.

[1b, 12,

2 | RESULTS AND DISCUSSION

At the first step the pK, values of ligands and stability
constants of complexes with PBA were determined by
standard potentiometric titrations in water analyzed in
terms of general reaction (1) where M is the neutral
PBA molecule, L is the neutral form of the ligand, H
is proton and stability constants are defined as
Bpgr = [MpLgHr|/{[MJP[L]?[H]}. The respective dissocia-
tion and stability constants are given in Table 1.

pM + qL + rH2MpLqgHr 1)

Acid dissociation constants for SHA and BHA given
in Table 1 agree well with reported values (7.40; 9.81
and 8.71 at 25 °C and ionic strength 0.2 M)."* In all cases
it was found that p = g = 1 and for majority of the ligands
r = —1 indicating formation of anionic boronate
hydroxocomplexes with stability constants (; ;.;, which
in case of SHA agrees with formation of complex 1
(Scheme 1). In case of SAO a neutral complex with stabil-
ity constant ;1 is detected additionally and in fact this
complex is the predominant one in neutral solution (see
below). The stability constant {3;;.; is not a simple
association constant because it refers specifically to the
reaction between neutral forms of PBA and a hydroxamic
acid with simultaneous deprotonation. The respective
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TABLE 1 Equilibrium constants for complexation of PBA with hydroxamic acids determined by potentiometric titrations (25 °C, 0.05 M

NaCl)*
Ligand PKa PKaz logfi1.4
1 SHA 7.55 10.03 —2.95
2 SHA-OMe 7.35 —3.17
3 SHA-NMe 6.55 11.05 —2.58
4 BHA 8.85 —4.63
5 3-NO,-BHA 8.21 —4.17
6 3-NMe;-BHA 8.06 —4.14
7 BHA © 8.85 —4.95
8 BHA ¢ 8.85 —4.17
9 SH 7.82 11.44 —4.22
10 SAO 4.30 8.85 —5353.12°
11 DHBHA 7.00 6.86 © 9.739.94 f —2.29

Kops, M™!
optimum pH B pH 7.4 UV-Vis titration (pH)
2.6 X 10* (8.2) 1.6 x 10* 1.1 x 10* (7.4)
1.1 x 10* (8.1) 7.8 x 10° 6.5 X 10° (7.4)
8.1 x 10% (7.7) 7.9 x 10° 6.6 X 10° (7.4)
4.1 x 10° (8.85) 5.5 x 10% 3.7 x 10° (8.9)

1.4 x 10°

1.4 x 10°

270

1.4 x 10°
2.4 % 10° (8.3) 1.0 x 10° 2.2 % 10° (8.3)
1.3 x 10° (6.6) 1.3 x 10° 1.4 x 10° (6.5)
4.0 x 10* (7.9) 3.6 x 10* 5.2 x 10* (7.4)

Standard errors in logkK are less than +0.05; pK, of PBA was determined to be 8.84.

"Optimum pH is given in parentheses.
‘with 4-MeO-PBA.

‘dwith 4-CI-PBA.

logBi10-

fSpectrophotometric titration.

observed association constant defined in terms of total
concentrations of components (Kyps), which is the stabil-
ity constant experimentally measured e.g. by spectro-
scopic titration at a given pH, depends on pH in
accordance with theoretical equation (2,181 where K,,"
and K,," are the acid dissociation constants of the ligand
and K,® is the dissociation constant of PBA (Scheme 2).

Kobs = (51,1.—1/[H+])/ (2)

{(1+ [H)/Ka" + K" /[H]) (1 + K.B/[HT])}

o (0]
.OH .OH
N OH By N +
H + Ph-B —— 4oy T H
OH OH O ‘Ph
KaB
Ka’IL
OH

SCHEME 2 Acid-base and complexation equilibria involved in
the interaction between SHA and PBA. The first dissociation
constant of SHA is attributed to deprotonation of phenolic OH
group in accordance with Ref [1°]

Usually K,," < < K" and pK,, is above 10, which
makes it possible to exclude the K,,"/[H'] term from
the equation (2) for analysis in practically important pH
range around 7. With these assumptions the equation (2)
can be substituted with more familiar simplified equa-
tion (3).

Kobs = (B11.1/[H'])/{ (1 + [H']/Kar") (1 + K"/ [H']) }
(3)

The equation (3) predicts a bell-shaped form of the pH
profile of Kyps with a maximum K, value at optimum
pH = (pK." + pK.®)/2. The profiles of logKops vs. pH
calculated with equation (2) are shown in Figure 1 and
Table 1 contains K., values at optimum pH and at
“physiological” pH 7.4 for each ligand. Also for compari-
son Table 1 contains K5 determined spectrophotometri-
cally (Supplementary Material) either at pH 7.4 or at
optimum pH.

Inspection of Table 1 shows that the value of
Kops = 1.6x10° M™' calculated for SHA at pH 7.4
from potentiometric data practically coincides with
reported value at this pH determined by "B NMR (see
Introduction),!’?! but the spectrophotometrically deter-
mined K,,s is somewhat smaller. The discrepancy can
be attributed to a difference in reaction conditions most
probably to previously noticed buffer inhibitory effect
(151 (potentiometric titrations were performed in
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FIGURE 1 Profiles of logK,s vs. pH calculated for complexation
of hydroxamic acids with PBA in accordance with equilibrium
constants given in Table 1 and equation (2). The black dashed line
is the profile for catechol as a ligand shown for comparison

unbuffered solutions). Indeed, lower spectrophotometri-
cally determined K¢ values as compared to those calcu-
lated from potentiometric data are observed for majority
of ligands in Table 1.

Figure 1 shows a complete pH-profile of K,,s for SHA
from which one can see that this ligand retains a signif-
icant affinity to PBA even in weakly acid solutions, e.g.
at pH 5.8 Ky for SHA equals 800 M ™" similar to Koy
for catechol at pH 7.4. In comparison with catechol
SHA is more than one order of magnitude stronger
ligand at pH 7.4 and lower pH values, although Kgus
values for these ligands differ only by a factor of 2 when
compared at optimum pH for each ligand, 8.2 for SHA
and 9.1 for catechol (Figure 1). Thus, an important
advantage of SHA is its relatively low pK, value, which
shifts the pH-profile to lower pH in accordance with
equation (3).

To get a deeper insight into the nature of boronic acid
- SHA interaction the binding constants K,s were deter-
mined spectrophotometrically at pH 7.4 with substituted
phenylboronic acids. The results are shown in Figure 2
in coordinates of the Hammett equation. The plot is
non-linear, but the respective ;;.; values calculated
from these results show good linear correlation (solid cir-
cles in Figure 2) with the slope p = 1.35 + 0.09. The pos-
itive slope agrees with formation of the anionic complex
and its value is close to p = 1.5 + 0.1 reported for com-
plexation of substituted phenylboronic acids with tiron,
a diol with pK, 8.16 close to that for SHA.® It is worth
to note that K, for 4-nitrophenylboronic acid reaches a
very large value of 5x10* M™* at pH 7.4.

5.0 1

S L
454 logK, atpH7.4 -
e or
X 4.0 . .
o
ol
2.0 /’/ //ﬂ/‘.
,.!.,.,,,.,.,,. :
25 B
] logB,, , e
_30 n .”
T | | l I
0.0 0.2 0.4 - )
(¢

FIGURE 2 Hammett plots for Ky
spectrophotometric titrations for substituted phenylboronic acids

determined by

with SHA at pH 7.4 (squares) and for respective f3;;; values
(circles)

Proposed structure of SHA complex 1 seems reason-
able because of known lability of NH bond in BHA,
which dissociates simultaneously with OH bond,[16] how-
ever alternative structures involving binding to oxygen
atoms of phenolic and hydroxamic acid groups cannot
be excluded on basis of given results, in particular taking
into account the observation of PBA binding to N-
methylated SHA'!! for which structure 1 is obviously
impossible. Previously the methylated derivatives SHA-
OMe and SHA-NMe were tested as ligands for PBA by
"B NMR and mass spectrometry and were found to form
boronate complexes, but their stabilities even relative
were not determined.!'*! Also unknown are pK, values
for these ligands which are needed to characterize the
complex stability at variable pH. As one can see from
Table 1 pK, of SHA-OMe is very close to pK,; of SHA
in agreement with assignment of first deprotonation of
SHA to phenolic OH"®! and pK,, of SHA-NMe is signifi-
cantly lower than that of SHA as is typical for N-
substituted hydroxamic acids.!'”! Both methylated deriva-
tives form anionic deprotonated complexes with PBA
with ., values slightly smaller in case of SHA-OMe
and even larger in case of SHA-NMe than that for SHA.
The K,p,s values for both derivatives in pH range 7-9 are
smaller than K, for SHA only by a factor of 2
(Figure 1). Thus, methylation does not affect significantly
the affinity of SHA to PBA. This is an expected result for
O-methylated derivative because complex 1 involves
undissociated hydroxamic OH group and therefore the
structure 2 (Scheme 1) for a complex of similar stability
can be logically proposed for SHA-OMe. However if the
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structure 1 is valid the N-methylation of SHA should
block completely the binding to PBA. An alternative
structure 3 for SHA-NMe complex (Scheme 1) involving
0,0-chelation of doubly deprotonated SHA without
direct involvement of phenolic OH group was sug-
gested.['™ Although structures of this type were reported
for some isolated diphenylborinic acid complexes of N-
substituted hydroxamic acids,!*®! less electrophilic boric
acid does not interact with N-substituted hydroxamic
acids.®! One may speculate however, that intramolecu-
lar ion pairing with deprotonated ortho-hydroxyl group
can stabilize electrostatically the ammonium ion making
structure 3 in principle possible. The question in this case
is how stable are PBA complexes with hydroxamic acids
without involvement of ortho-hydroxyl group in boronic
acid binding.

Previously only interaction of BHA with boric acid
was reported with logB;;; = —5.70,%°! significantly
smaller than that for PBA (Table 1), as was observed for
SHA (vide supra) and is typical also for diol boronate
complexes.[zo] Structure 4 (Scheme 1) agrees with the
reaction stoichiometry as well as with reported structure
of bis(benzohydroximato)borate complexes.*! In com-
parison with SHA the affinity of BHA to PBA is one to
two orders of magnitude lower both in terms of ;3 3
and Kps values; see Table 1 and Figure 1. Titrations
of BHA by substituted phenylboronic acids allowed
us to calculate p = 1.6 + 0.2 for logf3; ; .; values in agree-
ment with formation of anionic complex 4. Using
benzhydroxamic acids with electron acceptor groups

SHA-NM W \J“
___“f L U'ULIHU' 1 Ju' U
2 | |
IJ
o , H
SHA-OMe ( {.\ A ‘-‘: ‘.-”‘_
1
|
4L Iy
SHA M A il
| M VUL
AAEN AV LA LS

Chemistry
including a cationic Me;N- group improve very little the
affinity to PBA (Table 1). Thus on basis of these results
the structure 3 is inconsistent with high affinity of SHA-
NMe to PBA.

Useful information on the type of complexes was
obtained by comparison of 'H NMR spectra of free and
bound to PBA ligands, Figure 3. As follows from these
results, the character of changes in the pattern of signals
of aromatic protons upon complexation is essentially the
same for all three ligands, which means that phenolic
oxygen is always involved thus excluding the structure 3
for the complex with SHA-NMe. Complexation with
SHA-OMe induces strong up-field shift of the signal of
OMe group in agreement with binding of boronic acid
to hydroxamic acid nitrogen (see spectra ‘c’ and ‘d’) in
the structure 2, but the signal of NMe group remains
practically not shifted (see spectra ‘€’ and ‘f’) that again
contradicts the structure 3 needing formation of a positive
charge on nitrogen atom. A plausible structure of the
complex with SHA-NMe consistent with observed
stoichiometry and the small shift of the signal of NMe
group is 5 (Scheme 1). It is worth to note that formation
of similar 7-membered cycle is preferred over possible
formation of 5- and 6-membered cycles in the structures
of diphenylborinic acid complexes of N-methylated
salicylaldoxime and some related ligands.*?! Since
stability of SHA-NMe complex is close to that of SHA
complex (see Table 1), formation of 5 points to a possibil-
ity that in fact the structure 1 may be wrong and the real
structure of the SHA complex is 6. However, as will be

T T T T T T T T T T T
79 78 7.7 76 pA 74 73 72 71 70 6.9

FIGURE 3

6.8
ppm

r T T T T T T T T T
6.7 3.9 38 3.7 36 35 34 33 32 31

'H NMR spectra for free SHA, SHA-OMe and SHA-NMe (spectra “a”, “c” and “e”) and their PBA complexes 1, 2 and 5 (spectra

“b”, “d” and “f”) obtained in situ by adding 1 equivalent of phenyl-ds-boronic acid and NaOH to respective ligands in D20
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shown below the crystal structure of SHA complex
with phenylboronic acids confirms the validity of the
structure 1.

Crystals of SHA complexes with PBA and 4-
nitrophenylboronic acid suitable for single crystal X-Ray
analysis were grown from DMSO solutions. The struc-
tures shown in Figure 4a,b confirm the postulated O,N-
binding of boronic acid to SHA with NH rather than
OH deprotonation of the hydroxamic acid group. Dimeric
structures apparently result from condensation of two
respective monomeric complexes with elimination of
two water molecules in the solid state. Similar dimeric
structure was reported for PBA complex with

FIGURE 4 Perspective views of the molecular structures of SHA
dianionic complexes with 4 nitrophenylboronic acid (a) and PBA (b)
(counterions and DMSO molecules are omitted for clarity).
Ellipsoids are shown at the 50% probability. Color scheme: C, black;
O, red; N, blue; B, pink; H, white

salicylaldoxime.!*®! Bond distances and bond angles
around B atom are collected in Table 2. The tetrahedral
character (THC) of boron atom calculated from these
results in accordance with Hopfl's formulal?*! is 89.1 for
4-nitrophenylboronic acid and 84.1% for PBA. Such high
THC values are indicative of covalent B-N bonds found in
e.g. amine boranes while boronate adducts typically have
THC about 70%.1%*) In accordance with this B-N distances
are about 1.55 A (the average B-N distance in boronate
complexes is 1.69 A).1?"]

Salicyloyl hydrazide (SH), which differs from SHA
just by the presence of NH, group instead of OH in Ph-
C(O)NH- fragment could be equally good ligand for
PBA, but in fact it binds with 10 times smaller association
constant (Table 1). Still the affinity of SH to PBA is simi-
lar to that of catechol at pH 7.4 and below (Figure 1). The
first pKa values of SH and SHA are very close to each
other so binding to phenolic oxygen should be similar,
but the second pKa is 1.4 units higher for SH making
more difficult substitution at NH group.

We tested also salicylamidoxime (SAO) as possible
ligand and found that in this case the predominant
boronate complex is neutral with fairly high stability con-
stant 1.3 X 10> M™" at optimum pH 6.6 (Table 1), which
remains unchanged in a wide pH interval from 5.5 to
8.5 providing tighter binding than SHA at pH below 6
and slightly tighter binding than catechol at pH 7.4
(Figure 1). This ligand can be useful therefore for boronic
acid assembly at weakly acidic media. Figure 5 shows the
"B NMR spectrum of a 1:1 mixture of SAO and PBA in
D,0O at pD 7. The peak at 28.91 ppm belongs to free
PBA and the peak at 3.18 ppm can be attributed to the
complex. The position of the signal indicates tetrahedral
coordination of boron in the complex®! to which

TABLE 2 Bond distances and bond angles around B atom in
structures of complexes

Bond distances (A) Bond angles (°)

NPBA+SHA B—N 1.544 C—B—N 109.9
B—O 1.467 C—B—O 111.5
B—O 1.487 C—B—0 111.6
B—C 1.624 O0—B—0 104.6
N—B—O 109.3
N—B—O 109.8
PBA + SHA B—N 1.553 C—B—N 11184
B—O 1.472 C—B—O0 111.54
B—O 1.48 C—B—O 111.95
B—C 1.619 O0—B—0 103.41
N—B—O 108.65
N—B—O 109.07
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FIGURE 5 ''B NMR spectrum of a mixture of 0.01 M SAO and
0.01 M PBA in D,O at pD 7

therefore the zwitterionic structure 7 (Scheme 1) can be
assigned.

In a hope to achieve even stronger boronate binding
than with SHA we have prepared two dihydroxy deriva-
tives DHBHA and DHBDHA (Scheme 1). The presence
of the second hydroxyl group in DHBHA should at least
duplicate the binding constant due to statistical factor.
Results of potentiometric and spectrophotometric titra-
tions (Table 1) show that {3;;,_; increases even larger by
a factor of 4.6 and similar effect is observed in K,,s mea-
sured spectrophotometrically at pH 7.4. Smaller effect in
Kyps by a factor of 2.3 at pH 7.4 is predicted from potenti-
ometric results, but in any case we have a very powerful
ligand with K, about 5 x 10* M~ at pH 7.4 and with
the pH-profile of stability constant shifted to lower pH
(see Figure 1).

Interaction with DHBDHA was studied only spectro-
photometrically by fitting results to the HypSpec program
(Supplementary Material). The pH profile of the absorp-
tion spectrum allowed us to calculate expected four pK,
values 7.06, 8.64, 10.09 and 10.09 (the last pK, with large
uncertainty) and titration by PBA at pH 7.4 gives two
consecutive binding constants (1.6 + 0.1) x 10* and
(5.6 + 0.1) x 10* M~ for interaction with first and second
PBA molecules respectively. This ligand is fluorescent
with emission maximum at 490 nm. Complexation with
PBA strongly increases the fluorescence intensity and
shifts the maximum to 450 nm, Figure 6. The effect is
reminiscent of previously reported strong fluorescence
enhancement of alizarin red S on PBA binding attributed
to ligand deprotonation.” The fitting of fluorescence titra-
tion data confirms formation of both 1:1 and 1:2 com-
plexes with slightly larger constants (2.5 + 0.3) x 10*
and (1.0 + 0.1) x 10* M, respectively.

Chemistry
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FIGURE 6 Fluorescence titration of 0.02 mM DHBDHA with
PBA at pH 7.4 (excitation wavelength 355 nm). Inset shows the
titration profile at 450 nm; the solid line is the theoretical fitting
curve generated by HypSpec program

The ability to bind two boronic acid molecules makes
DHBDHA a potentially useful ligand for cross-linking of
boronic acid polymeric materials.!*®! Strong fluorescence
response to a boronic acid makes it also suitable for appli-
cation as a boronic acid sensor. There are a growing num-
ber of boronic acid drugs both in development stage and
recently approved creating a demand in sensitive sensors
for their monitoring.ml The green luminescence of
DHBDHA at 475 nm linearly depends on concentration
of PBA up to 80 uM with detection limit 4 uM (Supple-
mentary Material) significantly lower than for sensors
reported so far.!?®!

3 | CONCLUSIONS

The observed stability constant for binding of SHA to
phenylboronic acid reaches its maximum value of
2.6 x 10* M~ at optimum pH 8.2 and remains larger than
10> M™' in a pH range from 6 to 10. Both O- and N-
methylation of hydroxamic moiety of SHA induces only
a two-fold decrease in K, at pH 7.4 and a small variation
in optimum pH value. Small effect of O-methylation
agrees with proposed structure 1 of SHA - phenylboronic
acid complex, but high affinity of N-methylated derivative
points to either different mode of complexation with SHA
or an unusual type of bonding of SHA-NMe. Single crys-
tal X-Ray structures of SHA complexes confirm N,O-
coordination of this ligand and also indicate unusually
strong for boronate adducts covalent B-N bonding, which
agrees with high stability of solution complexes. Analysis
of 'H NMR results for SHA-NMe binding suggests



MARTINEZ-AGUIRRE ET AL.

sotto L wiLEY-Gimecic
formation of 7-membered cycle as the most probable
structure of the complex. Hydroxamic acids lacking
ortho-OH group form less stable complexes with boronic
acids, but they still possess stability similar to that of cat-
echol complexes and therefore may be employed for con-
jugation processes. Incorporation of additional hydroxyl
groups in SHA leads to increased affinity to PBA and in
a case when OH groups are in para-position to each other
makes the ligand fluorescent. The fluorescence is strongly
enhanced by complexation with PBA allowing highly
sensitive detection of boronic acids.

4 | EXPERIMENTAL

4.1 | General Experimental Methods

Commercially  available =~ PBA  and  substituted
phenylboronic acids, SHA, BHA, SH, SAO and compo-
nents of buffer solutions (CHES, MOPS, MES) were used
as supplied. All titration experiments were performed at
25 °C and ionic strength 0.05 M created either by buffer
or NaCl

SHA-OMe was synthesized according to literature
method." A solution of methoxylamine hydrochloride
(626.1 mg, 7.5 mmol) in 10 ml of methanol was cooled
in an ice-water bath and then potassium hydroxide
(634 mg, 11.3 mmol) was added. After stirring for
20 min, 2-(chlorocarbonyl)phenyl acetate (500 mg,
2.5 mmol) was added and the mixture was stirred at room
temperature for 30 h. The solution was acidified with
acetic acid (0.22 ml) and the solvent was evaporated in
vacuo. The residue was taken into water (10 ml) and
extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried
over anhydrous MgSO, and evaporated under reduced
pressure. The product was purified by silica gel chroma-
tography with 1:1 ethyl acetate:hexane. 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg) & 11.80 (s, 1H), 11.74 (s, 1H), 7.67
(d, 1H), 7.42 (t, 1H), 6.93 (dd, 2H), 3.75 (s, 3H). MS (EL
m/z) 167 [M]* for CgHoNO; (167.058).

SHA-NMe was synthesized according to literature
method.'!! A solution of N-methylhydroxylamine hydro-
chloride (626.1 mg, 7.5 mmol) in 10 ml of methanol was
cooled in an ice-water bath and then potassium hydrox-
ide (634 mg, 11.3 mmol) was added. After stirring for
20 min, 2-(chlorocarbonyl)phenyl acetate (500 mg,
2.5 mmol) was added and the mixture was stirred at room
temperature for 30 h. The solution was acidified with
acetic acid (0.22 ml) and the solvent was evaporated in
vacuo. The residue was taken into water (10 ml) and
extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried
over anhydrous MgSO, and evaporated under reduced
pressure. The product was recrystallized with 1:1 ethyl
acetate:hexane. "H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) & 10.13

(s, 1H), 9.86 (s, 1H), 7.38-7.16 (m, 2H), 6.82 (dd, 2H),
3.18 (s, 3H). MS (EL, m/z) 167 [M]* for CgHoNO;
(167.058).

2,6-Dihydroxybenzhydroxamic acid (DHBHA)
was synthesized following similar procedure. A solution
of hydroxylamine hydrochloride (214.1 mg, 3.1 mmol)
in 5 ml of methanol was cooled in an ice-water bath
and then potassium hydroxide (347.9 mg, 6.2 mmol)
was added. After stirring for 20 min, 2-
(methoxycarbonyl)-1,3-phenylene diacetate (388 mg,
1.54 mmol, prepared by reaction of methyl 2,6-
dihydroxybenzoate with acetic anhydride) was added
and the mixture was stirred at room temperature for
3 days. The solution was acidified with acetic acid
(0.3 ml) and the solvent was evaporated in vacuo. The
residue was taken into water (10 ml) and extracted with
ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous
MgSO, and evaporated under reduced pressure. The
product was washed with chloroform. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 8 12.27 (s, 2H), 10.86 (s, 1H), 9.46
(s, 1H), 7.13 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 8.2 Hz,
2H). HRMS (ESI, m/z) 170.0452 [M + H]* for
[C,HgNO,]" (calculated 170.0453).

2,5-Dihydroxy-1,4-benzdihydroxamic acid
(DHBDHA) was synthesized following similar proce-
dure. A solution of hydroxylamine hydrochloride
(333.6 mg, 4.8 mmol) in 10 ml of methanol was cooled
in an ice-water bath and then potassium hydroxide
(505 mg, 9 mmol) was added. After stirring for 20 min,
diethyl 2,5-dihidroxyterephthalate (300 mg, 1.2 mmol)
was added and the mixture was stirred at room tempera-
ture for 1 day. The solution was acidified with acetic acid
(0.15 ml) and the solvent was evaporated in vacuo. The
residue was taken into water (5 ml) and extracted with
ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous
MgSO, and evaporated under reduced pressure. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (s, 2H), 9.44 (s, 1H), 7.24 (s,
1H). HRMS (ESI, m/z) 229.0461 [M + H]" for
[CsHoN,Og] " (calculated 229.0461).

4.2 | Potentiometry

Potentiometric titrations were performed in a 25 ml
thermostated cell kept under nitrogen at 25 + 0.1 °C with
0.05 M NaCl as background electrolyte. Depending on
solubility 2-5 mM solutions of ligands in the presence
of equimolar amount of PBA were employed. The pK,
values of all components were determined independently
by titrations in the same conditions and were used as
fixed parameters in the fitting of results for the
PBA — ligand mixtures. Experimental details and proce-
dure for the electrode calibration were the same as in
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ref.!?®! The program Hyperquad 2008'*") was used to
calculate all equilibrium constants.

4.3 | Spectrophotometric and
Fluorometric Titrations

To a 30-100 uM solution of a ligand (4-10 uM for fluo-
rometric titrations) in an appropriate 0.05 M buffer
(MES, MOPS, or CHES in order of increasing pH from
55 to 9.5) portions of concentrated solution of
phenylboronic acid in the same buffer were added, and
the mixture was incubated for 3 min after each addition
before recording the spectrum. In an independent exper-
iment, it was established that the system equilibrates
completely during this incubation period. The observed
equilibrium constants of the ester formation (K,,s) for
simple 1:1 equilibria were calculated from the absorbance
or fluorescence intensity (A) vs concentration of boronic
acid (B) profiles at several wavelengths by nonlinear least
squares fitting to the equation (4), and the results were
averaged. In equation (5), subscript T stands for total con-
centration, Ay is the initial absorbance or fluorescence
intensity of the ligand measured in the absence of B,
and Ag is the difference in molar absorptivities or respec-
tive proportionality coefficients for fluorescence between
the ester and free ligand.

A =A¢+0.5A e{[L]; + [Blp + 1/Kobs
~ (1 + [Blr + 1/Kops) -4{Le[Blr) ) @

Titration results at variable pH and for more complex
stoichiometry were fitted to HypSpec program.'?®!

4.4 | X-ray Crystallography

Crystals of the boronate esters suitable for X-ray diffrac-
tion were grown by slow evaporation from DMSO.
Crystals of SHA complexes with PBA and 4-
nitrophenylboronic acid mounted on a glass fiber were
studied with Oxford Diffraction Gemini ‘A’ diffractometer
with a CCD area detector (Ayoxe = 0.71073 A, monochro-
mator: graphite) source equipped with a sealed tube X-
ray source at 130 K. Unit cell constants were determined
with a set of 15/3 narrow frame/runs (1° in w) scans. A
data sets consisted of 208 and 669 frames of intensity data
collected for PBA-SHA, and NPBA-SHA respectively
with a frame width of 1° in w, and a crystal-to-detector
distance of 55.00 mm. The double pass method of scan-
ning was used to exclude any noise. The collected frames
were integrated by using an orientation matrix deter-
mined from the narrow frame scans.

WILEY- 2o

CrysAlisPro and CrysAlis RED software packages'*"!
were used for data collection and data integration.
Analysis of the integrated data did not reveal any decay.
Final cell constants were determined by a global refine-
ment of 8564 and 6510 reflections (6 < 30.089°) for
PBA-SHA and NPBA-SHA respectively. Collected data
were corrected for absorbance by using Analytical
numeric absorption correction®!! using a multifaceted
crystal model based on expressions upon the Laue sym-
metry using equivalent reflections.

Structure solution and refinement were carried out
with the SHELXS-2014*2! and SHELXL-2014!** pack-
ages; WinGX v2014.1 software was used to prepare mate-
rial for publication.!>*

Full-matrix least-squares refinement was carried out
by minimising (Fo’ - Fc*)’. All non-hydrogen atoms were
refined anisotropically. H atoms attached to C atoms
were placed in geometrically idealized positions and
refined as riding on their parent atoms, with C-
H = 0.98-1.00 A and with Uy(H) = 1.2U(C) for
methyne and methylene groups, and U;,(H) = 1.5U,(C)
for methyl groups. Details of the X-ray studies for the
compounds are summarized in Table S1.

The crystallographic data for PBA-SHA and NPBA-
SHA compounds reported in this paper has been depos-
ited with the Cambridge Crystallographic Data Centre
as supplementary publication no. CCDC 1819799 and
1505470. Copies of the data can be obtained free of charge
on application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge, CB2
1EZ, UK, e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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ABSTRACT: Interactions between arylboronic acids and a series of A Lewis type O—H  Brgnsted ype P,
anions as tetrabutylammonium salts in DMSO and MeCN were studied R— \:»-,OH R— A R— ra
by 'H and "B NMR as well as spectrophotometrically. Boronic acids oo ) oA o o )
act as Brensted acid type receptors through hydrogen bonding with A= FLHPO; A= AcOn O Br HSOE
B(OH), hydroxyl groups toward CI~, Br~, HSO,~, and AcO~, but they J\

act as Lewis acid type receptors toward F~ and H,PO,", which form B(OH) o7 7| inDMSO e
tetrahedral adducts with the B(III) center of boronic acids, although T T s
there is also evidence for some contribution of hydrogen bonding with iiaad R wery /o,

these anions. The Hammett plot for the binding constants of AcO™
with 3- and 4-substituted phenylboronic acids in DMSO is nonlinear,
with a small negative slope for electron-donating and weakly electron-
accepting substituents and a large positive slope for strongly electron-
accepting substituents. 3-Nitrophenylboronic acid recognizes zwitter-
ions of amino acids in DMSO, and its UV absorption maximum

undergoes a significant red shift in the presence of acetate anions, providing a means for sensing anions optically. Arylboronic
acids as Brensted acid type receptors show relatively low sensitivity to solvent polarity and are equally or even more efficient than

widely employed proton donors such as ureas or dicarboxamides.

B INTRODUCTION

Acid—base properties of boronic acids are unique. In spite of
the presence of proton-donor hydroxyl groups, they are known
to behave as Lewis rather than Bronsted acids." In line with
this, anion recognition by boronic acids as well as by other
organoboron compounds occurs through donation of the anion
electron lone pair to the B(III) center, affording the respective
tetrahedral adduct 1 (Scheme 1).* A large number of anion

Scheme 1. Possible Types of Anion Binding by Boronic
Acids

Scheme 1 (2) is reminiscent of the carboxylate complexation by
ureas that is widely employed in the design of anion
receptors."" It was noticed that '"H NMR spectra of carboxylate
complexes of boronic acids dissolved in DMSO contain signals
in the range 8.5—10.4 ppm, which can be attributed to
hydrogen-bonded protons of B-OH groups.* The hydrogen-
bonding interaction between B-OH groups and chloride anions
was also proposed as an explanation for the fluorescence
quenching of a boronic acid receptor by CI™ in dichloro-
methane.'*

Although these examples point to a possibility of using
boronic acids as proton-donor receptors for anions, there are

O——Hewere O
A / s no data regarding stability and selectivity of boronic acid—anion

_ / R— @> R complexes of this type in solution. It is also not clear whether
\"”OH \ . hydrogen-bonded complexation can be observed with any
OH 0—H—0 anion or just with some of them. In this article, we report the
results of a systematic study of complex formation between

1 2 arylboronic acids and anions in aprotic solvents, mostly DMSO,

receptors based on this type of interaction, typically selective
for F~, have been reported over the past decade.”® On the
other hand, the proton-donor character of hydroxyl groups is
clearly manifested in the hydrogen bonding of boronic acids to
anionic carboxylate groups that has been observed in the crystal
structures of several boronic acid complexes with carboxylate
salts.*"'® Here, the boronic acid acts as a proton-donor
receptor, ie., as a Bronsted rather than Lewis acid. The
bidentate binding observed in these complexes illustrated in

-4 ACS Publications  © 2015 American Chemical Society
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monitored by NMR and UV—vis spectroscopy. These results
confirm the hydrogen-bonding interaction, reaction 1, for
several anions, whereas with other anions, arylboronic acids act
as Lewis acids. The association constants for hydrogen-bonded
complexes with boronic acids are noticeably larger than those
reported for usually employed bidentante hydrogen-bonding
receptors such as ureas or dicarboxamides, which makes
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boronic acids attractive building blocks for the future design of
hydrogen-bonding anion receptors.

/T ks N
R— + A R A ()

AN
O—H
B RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the course of "H NMR titration of PhB(OH),
with Buy;NAcO in DMSO-d,. Additions of increasing amounts

+26eq. AcO" BoH W ‘
+1.8 eq. AcO” B.OH J M‘ |
+1.4 eq. AcO™ B-OH B-OH ‘J “ |
+1eq. AcO™ B-OH |
+0.6 6q. ACO" B J ‘
B-OH

+0.2 eq. AcO” f A_J ‘
PhB(OH), LNJ HMI |

98 94 90 86 82 78 74 70
ppm

118 114 11.0 106 102

Figure 1. "H NMR titration of 5 mM phenylboronic acid by Bu,NAcO
in DMSO-dg.

of acetate anions induce a characteristic downfield shift of the
signal of B-OH protons, indicating hydrogen-bond formation of
the type shown in Scheme 1 (2). Significant broadening of the
signal may be associated with a relatively slow exchange rate
between the free form and that bound to the anion
phenylboronic acid. The concomitant small upfield shift of
the signals of aromatic protons can be attributed to the
electron-donor effect of the bound anion, also in agreement

with the proposed structure (2) of the complex. The methyl
group signal of the acetate anion undergoes a downfield shift
(Table 1) by 0.14 ppm, which reflects partial proton transfer to
the hydrogen-bonded anion.

The concentration dependences of chemical shifts for all host
signals perfectly fit the binding isotherm for a 1:1 association
process given by eq 2, where [H] and [G] are total
concentrations of host and guest, respectively, K, is the
association constant, and AS = (6yg — 8y) is the complexation-
induced shift in the signal of a host proton."® The fitting of the
titration plot followed by the chemical shift of the B-OH
proton of phenylboronic acid to eq 2 is shown in Figure 2.

8 = 0y + 0.5(A8/[H])([H] + [G] + K"

- ((H] + [G] + K, = 4[H][G])™) ()

Similar titration plots were observed for several 3- and 4-
substituted phenylboronic acids, Figure 2A. The K, values for
4-CF; and 4-NO, phenylboronic acids were determined
spectrophotometrically, as described below, since NMR
titrations of these acids gave association constants with large
uncertainty. Additionally, phenylboronic acid was titrated by
tetramethylammonium salts of substituted benzoic acids, Figure
2B. The calculated K, and Ad values are summarized in Table
1.

The results summarized in Table 1 allow us to analyze the
electronic effects of substituents in terms of the Hammett
correlation, shown graphically in Figure 3. Surprisingly, the plot
for substituted boronic acids (Figure 3A) is nonlinear. For the
formation of a negatively charged complex, the expected
positive slope is observed only for strongly electron-accepting
substituents, but for electron-donating and weakly electron-
accepting substituents, a small negative slope is observed. The
reported Hammett p constants for formal acid dissociation
constants (corresponding to the addition of hydroxide anions
to the B(III) center) as well as for stability constants of anionic
tetrahedral diol esters for arylboronic acids are about 2."* The
slope of the line passing through the points for trifluoromethyl
and nitro substituted acids is also about 2, but the deviation
from this tendency for boronic acids with other substituents
does not have a clear explanation. A possible reason is a

12.0
X=3-NO,
1s{ A
X=3-CF,
11.0 X=H
10.5
X=4-MeO
€ 10.0-
Q
(o)
S 9.5
9.0 1
8.5 X-C,H,B(OH), + AcO’
8.0 1
75 T T T T T
0 4 8 12 16 20

[Bu,NOAc], mM

o1 B X=4-OH
10.5 1 X=H
X=4-Cl
10.0 4
§
S 95 _
2 X=4-NO,
9.0+
8.5+
N C,H.B(OH), + X-C_H,COO

T T T T T T T T T
0 4 8 12

[Benzoate], mM

Figure 2. 'H NMR titrations of (A) S mM substituted phenylboronic acids by Bu,;NAcO and (B) 5 mM phenylboronic acids by Me,N salts of
substituted benzoic acids in DMSO-d. Solid lines are fitting curves to eq 2.
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Table 1. Stability Constants (K,) of Acetate and Benzoate
Complexes of Substituted Phenylboronic Acids in DMSO-d;

substituent A§, ppm”
in boronic acid  in benzoate Ky, M! —-B(OH), CH,COO~
Titrations with Acetate
4-MeO 990 + SO 295 0.09
H 950 + SO 3.24 0.14
4-Cl 850 + 60 3.34 0.15
3-CF; 910 + 80 3.44 0.20
4-CF; 3000 + 100 3.10 0.22
3-NO, 2900 + 100 3.27 0.27
4-NO, 6200 + 100 3.18 0.28
Titrations with Substituted Benzoates
H 4-OH 1300 + 100 3.13
H H 720 + 90 3.00
H 4-Cl 490 + 20 2.56
H 4.NO, 132+ 6 2,40

“Complexation-induced shifts in the signals of B-OH and CHj; groups
of acetate.

complicated balance between free energies of complex
formation and boronic acid solvation, both involving hydrogen
bonding to the B(OH), group. On the other hand, the
Hammett plot for substituted benzoate anions (Figure 3B) has
the expected negative slope (p = —0.87 % 0.07) for all types of
substituents.

The complexation-induced downfield shifts in the signals of
B-OH protons roughly correlate with ¢ values, although the
dependence is not monotonic. A more regular trend is observed
for complexation-induced shifts in the signals of protons of the
acetate methyl group: proton donation by progressively
stronger boronic acids induces stronger downfield shifts,
approaching A = 0.3 ppm, observed on complete protonation
of the anion.

Titrations of phenylboronic acid by tetrabutylammonium
salts of other anions were performed in order to establish the
selectivity of complexation. Additions of CI~ and HSO,™ anions
caused small downfield shifts of B-OH signals, in agreement
with the formation of hydrogen-bonded complexes. The
respective titration plots are shown in Figure 4. The profile
for HSO,~ remains linear up to the highest employed
concentration of anion and therefore the association constant

8.014

8.00

T T T T

T T
0.04 0.06 0.08

[Bu,NX], M

Figure 4. "H NMR titrations of 5 mM phenylboronic acid by different
anions in DMSO-dy. Solid red lines are fitting curves to eq 2.

cannot be calculated, but for CI7, the fitting to eq 2 allows one
to determine the K, value, given in Table 2. With Br™ and I”
anions, the B-OH signals shift in the opposite direction; the
reason for this will be discussed later. The respective association
constants are also included in Table 2.

Several reported crystal structures of hydrogen-bonding
complexes of boronic acids with carboxylate anions correspond
to complexes with formally neutral zwitterions of amino acids,
such as, for example, the complex of phenylboronic acid with
proline 3.>7*® Since free amino acids in DMSO exist
predominantly as zwitterions,'> we tested this type of
interaction in solution. Figure S1 (Supporting Information)
shows the 'H NMR titration of 3-nitrophenylboronic acid by
proline, and Figure S illustrates the titration plots by proline
and N,N-dimethylglycine, demonstrating formation of hydro-
gen-bonding complexes with K, = 30 = 5 M™" for both amino
acids. The strongly decreased affinity for these species, as
compared to that for acetate, is a result of the much lower
basicity of the carboxylate group of zwitterions. Interestingly,
although the fraction of the zwitterionic form in DMSO is
much higher for glycine than for N,N-dimethylglycine,'>*
interaction of glycine with phenylboronic acid in DMSO

A /
3.8 4—NO2 /.
//
36
|
%;‘ 3.4 4-CF, / 3-NO,
ke)
324 //
4-OMe H ,',
3.0 W m i
4-Cl 3-CF,
2.8
T T T T T T
0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 06 0.8
(o)

324

3.0

284

264

logK,

244

224

20 T T T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2

Figure 3. Hammett plots for the stability constants of hydrogen-bonded complexes of (A) substituted boronic acids X-C4H,-B(OH), with acetate
anions and (B) phenylboronic acid with substituted benzoate anions X-C4H,-CO,~ in DMSO.
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Table 2. Stability Constants (K,, M) of Complexes of Phenylboronic and 3-Nitrophenylboronic Acids with Different Anions
in Different Solvents and "'B NMR Chemical Shifts at Saturation (6§(*'B),,,)

PhB(OH), 3-0,NC¢H,B(OH),
DMSO MeCN DMSO MeCN CHCl,
anion log K,* 5(M'B) gy log K,* 5(M'B) gy log K,* S(MB) log K,* log K,
none 28.53 27.69
AcO™ 2.98(2) 28.78 3.41(8) 29.13 3.46(3)° 27.16 3.73(2)° 4.01(1)*
H,PO,~ 2.34(6) € 3.4(1) 4.78
HSO,~ <03
F~ d 4.07 4.14
Cl- 1.78(7) 29.09 2.41(8) 29.92 2.74(3)
Br~ 1.60(9) 28.86 1.72(4)
I~ <0.3

“The number in parentheses is the standard error in the last significant digit. bSpectrophotometric titration. “Undetectable signal. ¥Not determined.

A
8.9
A
8.8
IS
Q.
o
S 8.7
/O—H e} 864 \/
Ph— \
\ . N T T T i T j !
O—H-O H/ \ 0.000 0.005 0.010 0.015
H [Amino acid], M

Figure 5. "H NMR titrations of 5 mM 3-nitrophenylboronic acids by N,N-dimethylglycine (open triangles) and proline (solid triangles) in DMSO-
dg. The chemical shift of B-OH protons is used for the fitting. The solid line is the fitting curve to eq 2.

+1.4 eq. H,PO; B-OH n Jul K
*
*
+1 eq.H,PO; ﬂ A N
N WM M
*
*
+0.6 eq. H,PO; ﬂ ﬁ ﬁ W s
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Figure 6. "H NMR titration of 5 mM 3-O,NC¢H,B(OH), by (Bu,N)H,PO, in DMSO-d.

results in the formation of a N,O chelate'® rather than a nitrogen has a lower affinity for B(III) than the primary amino
hydrogen-bonded complex. A possible reason is that the ternary group due to steric effects.
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Addition of H,PO,”, even at a low concentration, caused
complete disappearance of the signal of the B-OH group, but
signals of aromatic protons underwent upfield shifts like that in
the case of titration by acetate anions (Figure S2, Supporting
Information). Fitting of these signals to eq 2 (Figure S3,
Supporting Information) allowed us to calculate the association
constant given in Table 2. To obtain a clearer picture with a
stronger H-bonding receptor, a titration of 3-nitrophenylbor-
onic acid by H,PO,” was carried out (Figure 6). After addition
of 0.2 equiv of H,PO,~, the B-OH proton signal moves slightly
downfield and strongly broadens, but at higher concentrations
of the anion, it again disappears completely, as in the case of
phenylboronic acid. At the same time, a new set of upfield-
shifted signals of aromatic protons marked with asterisks (*)
appears, and their intensity grows while the intensity of the
signals of free 3-nitrophenylboronic acid decreases and finally
disappears completely. Such behavior reflects slow exchange, on
the NMR time scale, between free and complexed components
that is nontypical for hydrogen-bonded complexes. The
association constant in this case can be calculated from
integrated areas of signals corresponding to the free form and
that bound to anion boronic acid. The respective values of K,
are given in Table 2.

A similar but more complicated picture was observed with F~
and phenylboronic acid, Figure S4 (Supporting Information).
Initially, addition of anion induced a small downfield shift and
broadening of the B-OH signal, but with further additions, the
signal disappears completely and the second set of signals of
aromatic protons starts to appear in a mode typical of a slow
exchange process. The changes are complete at a 1:1 molar
ratio, indicating a strong interaction, but the final spectrum still
indicates the presence of a mixture of compounds. The reason
for the disappearance of the 'H signal of the B-OH group in the
presence of F~ and H,PO,” is not clear, although the initially
observed downfield shifts of the B-OH signals indicate at least
some contribution of hydrogen bonding with these anions.

Important information about the type of anion complexes is
provided by the position of the ''B NMR signal. Free boronic
acids with sp® boron have "B NMR signals around 30 ppm.'”
Formation of a hydrogen-bonded complex like 2 does not
change the hybridization of the B atom, so it can change the
chemical shift of "'B only by small inductive and/or solvation
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effects. On the contrary, formation of a complex like 1 changes
the hybridization of the B atom to sp’, which has a
characteristic chemical shift between 0 and 10 ppm.'” The
"B NMR spectra of phenylboronic and 3-nitrophenylboronic
acids in DMSO in the absence and presence of anions are
shown in Figure SS (Supporting Information). In Table 2, the
"B chemical shifts at saturation clearly show that complexes of
phenylboronic acid with AcO~, CI7, and Br~ are of the
hydrogen-bonding type, but complexes with F~ and H,PO,~
(with 3-nitrophenylboronic acid) are of a covalent type.
Surprisingly, we were unable to detect the ''B signal of
phenylboronic acid at saturation with H,PO,” (Figure SSc),
although in the case of 3-nitrophenylboronic acid, at least a
low-intensity signal was clearly seen (Figure SSh).

In the less polar MeCN solvent, stability of anion complexes
was, as expected, higher. During titration of phenylboronic acid
by AcO™ in MeCN, the broadening of the B-OH signal was
significantly stronger than that in DMSO, and the signal was
already undetectable at low concentrations of added anion. The
association constant given in Table 2 was determined in this
case from the titration plot for a signal of an aromatic proton
(Figure S6, Supporting Information). The ''B chemical shift at
saturation (Table 2) confirms that the complex of phenyl-
boronic acid with AcO~ in this solvent is indeed of the
hydrogen-bonded type. Figure 7A illustrates the titration of
phenylboronic acid by CI” in MeCN-d;, which clearly
demonstrates a strong downfield shift of the signal of the B-
OH proton and upfield shifts of the signals of aromatic protons.
The "'B chemical shift at saturation (Table 2) confirms that the
complex is of the hydrogen-bonded type. Titration by Br~
shows similar characteristics. The fitting plots for both anions
are shown in Figure 7B. The stability constants for AcO™ and
Cl™ are ca. 3—4 times larger than those in DMSO (Table 2),
but the stability constant for Br™ is only slightly larger in MeCN
as compared to that in DMSO (Table 2). It is worth noting
that, in MeCN solvent, addition of Br~ induces the expected
downfield shift of the B-OH signal, whereas in DMSO, an
upfield shift is observed (Figure 4). We believe that the reason
for this discrepancy is that solvation of B-OH by strongly
donating DMSO molecules induces a larger downfield shift of
the signal than the complexation of B-OH with Br™. Indeed, the
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limiting chemical shift of the proton of B-OH at saturation with
Br~ in MeCN is only 7.39 ppm (calculated from the fitting of
results in Figure 7B), but the chemical shift of B-OH in pure
DMSO is already 8.02 ppm.

The combined results of 'H and ''B titrations of phenyl-
boronic acid with F~ and H,PO,” anions show that the
predominant type of interaction with these anions is Lewis acid
type bonding, with some possible contribution of hydrogen
bonding. It is also worth noting that formation of Lewis acid
type adducts, on several occasions, occurs slowly on the NMR
time scale, as is typical for the formation of covalent boronic
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acid esters.'® To obtain additional insight on the type of
interactions with fluoride anion, the system was also studied
with a stronger boronic acid, 3-O,NC4H,B(OH),, in the less
polar MeCN solvent. The results of the '"H NMR titration are
shown in Figure 8.

Addition of less than 1 equiv of F~ (second from the bottom
spectrum in Figure 8) induces a downfield shift of the signal of
B(OH), protons and formation of a new set of signals of
aromatic protons marked with the asterisk (*), which coexists
with a set of the signals of free boronic acid marked with the
tick (V). Also, a new set of lower-intensity signals marked with
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+ is observed. At this step, we are most probably observing a
mixture of slowly exchanging covalent and rapidly exchanging
hydrogen-bonded adducts as the major components. At a 1:1
molar ratio (third spectrum), the signal of B(OH), protons
disappears, as do signals of aromatic protons of the free acid,
and in the presence of the second equivalent of fluoride (the
upper spectrum), again a different set of signals is observed.
These results indicate an unexpectedly large number of fluoride
adducts. Indeed, one can expect formation of only two types of
1:1 adducts, one covalent (4) and one hydrogen-bonded (5)
and one 1:2 adduct (6) with both types of binding. Formation
of 1:2 covalent adducts is unlikely because it would need either
formation of a very rare pentacoordinate B(III) compound or
binding of the second anion via OH™/F~ exchange, which is
improbable in an aprotic solvent since it needs protonation of
the leaving hydroxide anion.'” Possible types of additional
species are various polymeric adducts, e.g., like 7, resulting from
the self-association of reaction components in low-polar MeCN
medium at high concentrations employed for NMR measure-
ments.

; N, NP
~ \"oH R— \""0—H,_ /\ \
Y O—H". O—H-.ip = HO OHy{yo OH
4 5 6 7

Further information was obtained from ''B and 'F spectra,
Figure 9. According to ''B results (left side of the figure), the
addition of 0.5 equiv of F~ induces formation of a slowly
exchanged covalent adduct with 6 4.14 ppm, most probably of
the type 4. The absence of the expected doublet structure of the
signal can be attributed to broadening due to the exchange with
an excess of boronic acid. Addition of 1 equiv of F~ completely
transforms the boronic acid into a tetrahedral covalent adduct,
as evidenced by the shift of the ''B signal to 4.14 ppm, and
addition of the second equivalent of the anion induces very
little change in the spectrum, which means that the second
fluoride anion does not interact directly with B(II[). The
coupling constant J("'B—'"F) = $9.02 Hz is close to other
reported values for arylboronic acids,* but the observation of a
triplet rather than a doublet signal is strange. Such multiplicity
corresponds to the binding of two fluoride anions to the B(III)
center, which seems improbable (see above). Most probably,
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this multiplicity arises due to overlapping signals of different
species that are very close to each other observed in 'H spectra,
which are supposedly of the polymeric type (see above).

The 'F results (right side of the figure) agree with the ''B
data. The added 0.5 equiv of F~ is transformed completely into
a covalent adduct with 6 —138.33 ppm that lacks the expected
quartet structure due to exchange with excess boronic acid. In a
1:1 mixture, when free boronic acid disappears, one observes a
quintet at —138.33 ppm, corresponding to a covalent adduct.
The exceeding multiplicity of the signal can be explained, as in
the case of the ''B spectra, by overlapping signals of polymeric
species. With 2 equiv of F~, this signal converts to a quartet, as
expected for a 1:1 adduct, and a new signal at —116.20 ppm
appears that is close to, but does not coincide with, that of free
F~ (—113.92 ppm) and may belong to the hydrogen-bonded
anion. Thus, the most probable structure of the complex
formed in the presence of 2 equiv of F~ is 6.

In order to see whether arylboronic acids can be employed
for optical sensing of anions via hydrogen bonding, a
spectrophotometric titration of 3-nitrophenylboronic acid by
acetate was performed in solvents of different polarities
(DMSO, MeCN, and CHCly). In all cases, complexation was
accompanied by a significant red shift of the absorption
maximum, as illustrated in Figure 10A for titration in MeCN.
Such red shifts are usually observed on interactions of anions
with arylureas®' and there is probably a similar origin in both
cases. The fitting of the spectrophotometric titration plots to an
equation similar to 2 but adopted for this type of titration' is
shown in Figure 10B for different solvents, and the respective
stability constants are given in Table 2. Evidently, the
complexation-induced change in absorption is larger in less
polar solvents where more tightly bound complexes are formed.
Smaller, but detectable, spectrophotometric changes were
observed also in titration of phenylboronic acid by AcO™ and
CI” in MeCN. Spectrophotometrically determined association
constants were reasonably close to those determined by NMR
titrations.

Comparison of results obtained in different solvents (Table
2) shows that the stability of hydrogen-bonded complexes
decreases in more polar solvents, as is typical for other similar
systems. However, the solvent effect observed in this case,
which is manifested in less than a 4-fold decrease in K, on
going from CHCI; to DMSO, is not as large as for, e.g, urea-
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based receptors for which stability constants of anion
complexes are, by ca. 2 orders of magnitude, smaller in
DMSO as compared to that in CHCl; (see, e.g, ref 22). We
also found the binding constants of phenylboronic acid to
acetate to decrease only 2- and 4-fold on addition of 1 and 3 vol
% water, respectively, to DMSO.

B CONCLUSIONS

The results of this study show that boronic acids act as proton-
donating hydrogen-bonding receptors toward many common
anions. The pronounced selectivity to acetate is a result of
complementarity between anion oxygen atoms and two
hydroxyls of the B(OH), group. Surprisingly, H,PO,~, another
anion for which such complementarity could be expected,
forms a Lewis type covalent adduct with boronic acids, possibly
because phosphate anions have more hard character. A very
hard, and isoelectronic with OH™, fluoride anion preferably
forms the covalent adduct, although there is some evidence for
hydrogen bonding with this anion, too. A nonlinear Hammett
plot for acetate binding with substituted arylboronic acids
indicates the complex character of electronic effects in the
hydrogen-bonding properties of boronic acids. Stability
constants measured for phenylboronic acid and anions such
as acetate or chloride in DMSO are larger than those reported
for such familiar bidentate proton donors as phenylurea or iso-
phthalamide in the same media (about 100 M~" for acetate and
10 M for chloride, see, e.g, refs 23 and 24). Finally, a
significant change in absorptivity induced by anion binding
makes properly substituted arylboronic acids possible candi-
dates for the future design of neutral optical anion sensors.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Methods. Commercially available sub-
stituted phenylboronic acids, tetrabutylammonium salts of all anions
besides F~, which was used as a less hygroscopic benzyltrimethy-
lammonium salt, and deuterated and common solvents were used as
supplied. Stock solutions of tetramethylammonium salts of substituted
benzoic acids were prepared by reacting the respective acid with
Me,NOH in DMSO. All titration experiments were performed at 25
°C. 'H NMR spectra were recorded at 300 MHz. ''B NMR spectra
were recorded at 128.3 MHz with Et,O-BF; in CDClI, as the external
standard using a 45° pulse, 4.82 s FID acquisition time, and 1 s
acquisition delay. The sweep width was set to 423.6 ppm, and 2000
scans were performed. The "F NMR measurements were carried out
at 282.3 MHz, and the signal of CF;CO,H at —76.5S ppm (relative to
CFCl,) was used as an external standard for the NMR shift.

NMR and Spectrophotometric Titrations. To a 5 mM ('H
NMR titrations) solution of a boronic acid in DMSO-d4 or MeCN-d,
were added portions of concentrated solutions of tetrabutylammonium
salts of anions in the same solvent, and the mixture was incubated for 2
min after each addition before recording the spectrum. A similar
procedure but with 0.1 mM boronic acid in common solvents was
applied for spectrophotometric titrations. The observed equilibrium
constants of the complex formation (K,) were calculated from the
profiles of the chemical shift or absorbance vs salt concentration by
fitting to eq 2 using Origin Pro 8.5. In NMR titrations, the signals of
both B-OH aromatic protons were used for fitting and the results were
averaged, and in spectrophotometric titrations absorbances at several
wavelengths were used for fitting and the results were averaged.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information

"H NMR titration of phenylboronic acid by H,PO,” and F~ in
DMSO-dy, of phenylboronic acid by AcO™ in MeCN-d;, and of
3-nitrophenylboronic acid by proline in DMSO-dg; ''B NMR
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spectra. The Supporting Information is available free of charge
on the ACS Publications website at DOI: 10.1021/
acs.joc.5b00377.
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Abstract: Two 2,6-pyridinedicarboxamide derivatives
containing arylboronic acid fragments were prepared
and fully characterized including X-ray crystal diffraction
analysis of a pinacol ester. These compounds are potential
bifunctional receptors for sugars and anions. Acid disso-
ciation and stability constants for complexation of both
receptors with glucose and fructose were determined by
potentiometric titrations in aqueous DMSO. Also, bind-
ing of alizarin red S indicator was studied spectrophoto-
metrically and a highly sensitive detection of fructose by
an indicator displacement assay was proposed. Compl-
exation with anions was studied by 'H NMR titrations in
DMSO-d,. Binding of acetate anion occurs only via hydro-
gen bonding to OH groups of boronic acid fragments and
does not affect signals of NH protons but chloride anion
induces large shift of the signals of NH protons and small
shifts of the signals of OH groups. This behavior makes
possible anion discrimination based on preference in the
type of binding site rather than simply on anion basic-
ity as is typical for majority of neutral hydrogen bonding
anion receptors.

Keywords: anion recognition; boronic acid 2,6-pyridinedi-
carboxamide; sugar recognition.
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Introduction

There is a significant current interest in development of
‘multi-channel’ or ‘multifunctional’ sensors containing an
array of recognition sites for detection of several analytes
[1-4]. By the moment most such sensors are designed for
detection of multiple metal ions [2]. Important analytes of
other types involve anions and carbohydrates which are
frequent components of many biological, environmental
and nutritional systems [5-9]. In this paper, we report
synthesis and characterization of two dicarboxamidedi-
boronic acids as first examples of receptors of this type
exploiting dicarboxamide and boronic acid moieties as
anion and sugar receptor sites.
2,6-Pyridinedicarboxamide and structurally related
isophthalamide derivatives initially suggested as simple
yet efficient hydrogen bonding anion receptors [10] are
currently among most popular building blocks and scaf-
folds employed in design of numerous cyclic and acyclic
receptors for guests of distinct types including anions,
cations and neutral molecules [11-15]. Pyridinedicarbo-
xamides are used more often because they are better pre-
organized for anion binding [14, 15]. In a proposed here
design of a bifunctional receptor a 2,6-pyridinedicarbo-
xamide is used both as an anion recognition site and as a
scaffold for incorporation of boronic acid groups for sugar
recognition. However, the actual role of boronic acids may
be more complex because they also may participate in
anion recognition. Lewis acidity of boronic acids toward
anions is well documented and widely employed in design
of anion, mostly fluoride, receptors [16-19]. It has been
shown recently that the B(OH), group acts also as a strong
proton donor toward anions [20], which possibly may
compete with ‘classical’ hydrogen bonding anion recep-
tors like dicarboxamides. It seems therefore interesting to
see which site would be preferable for binding of anions
of distinct types within a receptor possessing both a dicar-
boxamide and a boronic acid recognition sites. Following
from above considerations we have prepared bifunctional
receptors 1and 2 as well as a simple monofunctional recep-
tor 3 lacking boronic acid groups as a reference compound.
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Numbered free-standing structures (without legends):
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Results and discussion

Receptors 1-3 were prepared by reacting 2,6-pyridin-
edicarbonyl dichloride with respective isomers of ami-
nophenylboronic acid or with aniline. Figure 1 shows the
structure of pinacol ester of 2 determined by X-ray diffrac-
tion analysis of a crystal grown from methanol. Crystal-
lographic data for pinacol ester of 2 are given in Table S1
(Supporting Information). The receptor is nearly planar
with convergent NH bonds directed inside the cavity. The
cavity size with distances between protons of NH groups,
3.063 A, and between protons of ortho-CH groups, 4.101 A,
is optimal for inclusion of chloride anion via hydrogen
bonding chelation with NH and CH donors [21]. Boronic
acid groups are separated by a large distance of 12.7 A,
obviously too large to allow chelation of a guest.

DE GRUYTER
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—
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All compounds are practically insoluble in water.
The acid-base and sugar binding properties of 1 and 2
were determined by potentiometric titrations in 50%
vol. aqueous DMSO. Figure 2 shows the titration plots
for 1 alone and in the presence of excess of glucose or
fructose. Similar plots were obtained for 2. The plot for
1 alone has the shape of a single ‘wave’ with an upward
break in pH at the point when two mole equivalents of
NaOH are added. Such profile is indicative of deproto-
nation of two boronic acid groups with relatively close
pK, values. Additions of sugars induce strong downward
shifts of titration curves to lower pH values and a more
pronounced break at two mole equivalents of added
NaOH, confirming formation of anionic tetrahedral
hydroxo-complexes of boronic acid esters [22-24] with
both boronic acid groups.

Figure 1 Molecular structure of pinacol ester of 2 crystallized with a methanol molecule.

Ellipsoids are drawn at the 50% probability level.
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Figure 2 Potentiometric titrations of 2.1 mM receptor 1 alone (solid
squares) and in the presence of 0.2 M glucose (open squares)

or fructose (solid triangles) in 50% vol. aqueous DMSO; a is the
number of added equivalents of NaOH.

The titration results were analyzed in terms of general
equation (1) where M is the neutral receptor molecule, L
is the neutral form of the sugar, H is proton and stability
constants 3, are defined as in equation (2). By testing dif-
ferent combinations of p, g, r values for the fitting of the

The first pK_ values of receptors 1 and 2 are signifi-
cantly higher than that of phenylboronic acid in water,
most probably due to the solvent effect. A smaller pK, of 1
reflects a larger electron acceptor effect of the N-acyl group
in meta position (more positive 6_ than csp) [25] of boronic
acid. The second pK_ values are larger than the first values
due to both statistical and electronic effects. Increased pK,
values of boronic acids 1 and 2 have the expected negative
effect on ester formation with polyols, which is reflected in
much smaller 3, , values for 1 and 2 as compared to those
for stronger phenylboronic acid. However, the stability of
boronate esters expressed in terms of K _, (Scheme 1) is
higher for 1 and 2. The relationship between these con-
stants is given by equation (3) [24] and the respective cal-
culated values of logK _, are shown in Table 1. Evidently,
K, for glucose is 5 and 3 times larger with 1 and 2, respec-
tively, compared to phenylboronic acid. For fructose, the
effect is even larger: 40 and 10 times, respectively.

IOgKteu = IOgBuq +pK, 3

The results of potentiometric titrations did not allow
to determine [, which would correspond to formation
of the monoester with deprotonated second boronic acid
group (6 in Scheme 1). This means low degree of forma-
tion of this species. Without this equilibrium constant we
cannot, however, calculate the K _, value corresponding to
formation of the final dianionic diester 7 (Scheme 1), but
the overall stability of this species should be very large as

M+ gL+rH = MpLgH 1
PR AR TR e PR M follows from the species distribution diagrams shown for
[MpLgHr] 1 in Figure 3. This Figure illustrates the species distribu-
qur = [M]p[L]q[H]r' (2) tion diagrams for interaction of 1 with glucose and fruc-

titration results with Hyperquad program we found the
best fit with a set of the equilibrium constants given in
Table 1 which correspond to a set of deprotonation and
association equilibria illustrated in Scheme 1. For com-
parison, corresponding literature data for phenylboronic
acid in water are also included in Table 1.

tose. It shows the degree of formation of distinct species
as percentage of total concentration of the receptor at
variable pH calculated for 0.1 mM receptor and excess of a
sugar (10 mM for glucose and 1 mM for more tightly bound
fructose) using the equilibrium constants from Table 1. For
comparison, the dashed lines show calculated profiles for
phenylboronic acid in water.

Table 1 Acid dissociation and stability constants of sugar complexes for receptors 1and 2 (50% DMSO, 0.1 M NaCl).

1 2 PhB(OH),”

K, 10.34+0.03 11.40+0.06 8.9
K, 11.22+0.04 12.3+0.1

Glucose Fructose Glucose Fructose Glucose Fructose

loan_1 -7.4810.04 -5.18+0.02 -8.81+0.05 -6.9+£0.2 -6.75 -5.36
logBu_Z -15.28+0.02 -11.55+0.03 -19.13+0.06 ND®

logK,,,, 2.86 5.16 2.59 4.5 2.15 3.54

3Phenylboronic acid in water, data are from [22, 23].

PFitting of titration results did not require a B, , value.
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Scheme 1

Let us consider first the results for glucose (Figure 3A).
The distribution curve for monoester 5 reaches the
maximum of 40% at pH 9.7 and then goes down with
concomitant increase in the fraction of the diester 7. The
fraction of mono-deprotonated 1 reaches the maximum of
6% at the same pH and the doubly deprotonated form as
well as the ester 6 do not contribute noticeably at any pH.
Instead, a rapid growth of the fraction of diester 7 which
exceeds 90% above pH 11 is observed. Such behavior may
be observed if both K, and K’ are larger than K . Cur-
rently, we cannot provide a satisfactory explanation for
this phenomenon, but it is in line with our previous obser-
vation of co-operative formation of diester of 1,4-benzen-
ediboronic acid with a catechol ligand [26]. Comparison of
distribution curves for 1 with those for phenylboronic acid
at first glance indicate worse performance of the former
since the distribution curves for it are shifted to higher pH
values. It must be considered, however, that the presence
of DMSO as a co-solvent shifts the autoprotolysis con-
stant of water (pK,) and therefore shifts the whole scale
of pH [27]. In 50% (v/v) DMSO the value of pK  equals 15.9
instead of 13.8 in water (at ionic strength 0.1 M) which
means that solutions of equal basicity have pH values by
2.1 units higher in 50% DMSO than in pure water. Thus,
for a typical ‘physiological’ pH of 7.4 in water the equiva-
lent value in 50% DMSO is pH 9.5. As can be seen from

Figure 3A the degree of ester formation of phenylboronic
acid with glucose at pH 7.4 is only about 4% while at pH
9.5 in 50% DMSO the total degree of ester formation (5+7,
see Scheme 1) is about 70%.

In case of fructose with a much higher K, value an
increased degree of ester formation is observed for 1 as
compared to phenylboronic acid already at pH around
7 in both media (Figure 3B). At higher pH values the
complexation of 1 becomes nearly quantitative with
low fraction of free boronic acid anion. These results
show that receptor 1 could serve as a sensitive sensor
for fructose, but it lacks suitable spectral properties.
The problem can be solved by using an indicator dis-
placement assay. We chose as an indicator the most
popular catechol-type dye alizarin red S (ARS) [23, 28].
Figure 4 shows the results of spectrophotometric titra-
tion of ARS by 1 at pH 8 which demonstrates character-
istic blue shift of the absorption maximum. Fitting of
the titration results to equation (4) allowed us to cal-
culate the association constant K=(4.6+0.4)x10* M.
The fitting to equation (4), which implies a 1:1 complexa-
tion equilibrium was possible because in this experiment
an excess of receptor to the guest was employed and
therefore predominantly a 1:1 complex was formed. For
isomeric receptor 2, K= (3.0 +0.3) x 10* M was obtained.
The respective binding constant of ARS to phenylboronic
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Figure 3 Species distribution diagrams for 0.1 mM receptor 1in the presence of 10 mM glucose (A) or 1 mM fructose (B) in 50% v/v DMSO/

water.

Red lines show the relative concentrations of boronate esters. Dashed lines show the distribution curves calculated for phenylboronic acid

in water with the same concentrations of sugars.
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Figure 4 Spectrophotometric titration of 0.1 mM ARS with 1in 50%
v/v DMSO/water at pH 8.0.
The inset shows the fitting of titration profile at 485 nm to equation (4).

acid in water at pH 7.4, K=1.5x10> M [23], is much lower.

Additions of fructose to the mixture of 1 and ARS

A=A +0.5(Ae/[H]) ((H]+[G]+ K™ —(([H]+[G]+K™)*
—-4[H][G])*) (4)

were accompanied by restoration of the absorbance of free
ARS and the calibration plot constructed at 555 nm at pH

8.0 showed a linear response to fructose concentration up
to 8 mM with detection limit of 0.05 mM.

Anion recognition properties of 1-3 were studied
by 'H NMR titrations in DMSO-d,. We chose two anions
which represent two distinct types of anionic species:
highly basic planar triangular AcO- and low basic spher-
ical Cl-. Titration results for a monofunctional receptor
3 are shown in Figure 5. Both anions induce downfield
shifts of the signals of NH protons and smaller downfield
shifts of C-protons in ortho position of the phenyl ring
(doublet at 7.92 ppm) together with small upfield shifts
of the signals of meta and para protons of phenyl rings.
Downfield shifts are indicative of hydrogen bonding,
which therefore occurs as chelation of anions by NH and
ortho-C-protons and upfield shifts reflect small electron
donor inductive effect from the bound anion. Analysis of
titration profiles by using a HypNMR program gives the
association constants collected in Table 2 and the com-
plexation induced shifts of the signals of NH protons at
saturation 1.06 and 1.26 ppm for chloride and acetate
anions, respectively. Titration results for bifunctional
receptors 1 and 2 are shown in the respective Figures
6 and 7. Additions of acetate induce strong downfield
shift in the signal of protons of B(OH), group character-
istic of hydrogen bonding interaction and small upfield
shifts in signals of aromatic protons of phenyl groups
which can be attributed to an inductive effect of bound
anion, but practically they do not affect the signals of
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Figure 5 'H NMR titrations of 5 mM 3 by chloride (A) and acetate (B) anions in DMSO-d,.
Spectra were recorded at increased concentrations of added anion as a tetrabutylammonium salt from bottom to top of the Figure.

Table 2 Complex formation constants for anions in DMSO.

Anion K (M)

1 2 3 PhB(OH),*

AcO 630%50; 3200+300; 33+3 950
320+30° 200+20°

Cl- 9.8+0.8 3.6+0.5 5.1+0.9 60
12+1°

2Data from Ref. [20].

SFormation constants for the binding of first and second anion.
‘Formation constant calculated from the chemical shift of the
protons of PhB(OH), group.

NH protons. The fitting of titration results with HypNMR
program allowed us to determine binding constants to
both boronic acid groups given in Table 2. Formation
constants for the first acetate anion are close to that
reported for phenylboronic acid. Binding of the second
anion has a smaller constant, apparently due to the elec-
trostatic repulsion to the first bound anion. Binding of
acetate to receptor 3 involves amide groups and occurs
with much smaller binding constant (Table 2), however,
in the range of acetate concentrations employed for
titrations of 1 and 2 even with this binding constant the
observed shift of the NH signal should be about 1 ppm.
Thus, while affinity of boronic acid groups in 1 and 2 to
acetate is approximately the same as that of phenylbo-
ronic acid, the dicarboxamide fragment loses the affin-
ity to this anion.

Titration of 1 by chloride (Figure 6B) induces only
small downfield shift of the signal of NH protons with the
binding constant which is two times higher than that for 3.
Although chloride forms hydrogen bonded complex with
phenyl boronic acid and with larger constant (Table 2)

no interaction with boronic acid group of 1 is observed.
In the case of receptor 2 (Figure 7B) binding of chloride
to dicarboxamide fragment occurs via hydrogen bonding
to NH and ortho-CH (signal at 7.9 ppm experiencing sig-
nificant downfield shift upon titration) in accordance with
what is expected on basis of structure of the receptor (see
above) and with the binding constant similar in limits of
experimental errors to that for 3. A small downfield shift
of the signal of protons of boronic acid groups indicates
hydrogen bonding of chloride but with much smaller sta-
bility constant than in the case of phenylboronic acid as
receptor (Table 2).

In general, acetate shows clearly selectivity toward
boronic acid and chloride preferably binds to dicarbo-
xamide NH groups. At the same time with both mono-
functional receptors 3 and phenylboronic acid, more
basic acetate always forms more stable complexes which
induces larger shifts of the NMR signals of the respec-
tive protons. Such behavior is typical for neutral hydro-
gen bonding anion receptors which discriminate anions
mostly by their basicity. Using of bifunctional receptors
allows less trivial discrimination of anions determined by
the type of preferable interaction site.

Conclusions

The first examples of bifunctional receptors designed for
recognition of sugars/polyols and anions demonstrate good
efficiency of detection of both types of analytes. Selectivity
of polyol recognition follows usual trend catechol > fruc-
tose > glucose and receptors may be employed as sensors in
indicator displacement mode. Recognition sites for anions
are not independent. Boronic acid responds to acetate and

Authenticated | anatoli@unam.mx author's copy
Download Date | 7/8/17 11:07 PM



DE GRUYTER M.A. Martinez-Aguirre et al.: 2,6-Pyridinedicarboxamide bis-boronic acids = 177

>
z
I

B(OH), [AcO] =20 mM 10

B(OH),

B(OH),

G G o

L

2
2

B(OH),

|L— B(OH),
.

Illk_

\

|‘ [AcO] = 0

112 11.010.8 10.6 10.4 10.210.0 9.8 9.6 94 92 90 88 86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 7.2

ppm
B
" B(OH),
..||| [CIT] =50 mM "11 | M M 13
LA | MJ | M Mo f12
_J—., b | M

F
@t

Ny e M My f8
__)\-____ .__.._.__J\ﬁ;M‘__J\_/ b LR FAUN VN 7
Jk Aﬁ_;w_J(\J ____ /V\ M A 6
A AJ1_AM_.J'“'J AN M V) 5
_)'T\_ J‘JIL_JLJ-LN_..-"“'U - MU By 4
AL U[ o S M i 3

Fl\._ L U Lﬂf\__ ML _J'ullUL__._. 2

A D T

111 110 109 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73
ppm

E

Figure 6 'H NMR titrations of 5 mM 1 by acetate (A) and chloride (B) anions in DMSO-d,.
Spectra were recorded at increased concentrations of added anion as a tetrabutylammonium salt from bottom to top of the Figure.

the dicarboxamide fragment responds to chloride. This Experimenta[
creates a different type of selectivity not based on anion
basicity which usually is the principal factor in anion dis-
crimination. Further progress in development of sugar/
anion bifunctional sensors may be eXpeCtEd with more A mixture of 2,6-pyridinedicarbonyl dichloride (50 mg, 0.25 mmol)

water soluble optically responsive receptors, which are cur- 4,4 3. or 4-aminophenylboronic acid (70 mg, 0.5 mmol) or aniline
rently in a process of design and screening in our laboratory. (47 mg, 0.5 mmol) in dry toluene was stirred under reflux in the

General procedure for the synthesis of compounds 1-3
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Figure 7 'H NMR titrations of 5 mM 2 by acetate (A) and chloride (B) anions in DMSO-d,.
Spectra were recorded at increased concentrations of added anion as a tetrabutylammonium salt from bottom to top of the Figure.

atmosphere of nitrogen for 4 h. The resultant precipitate was col-
lected by filtration and washed with 3% NaHCO, aqueous solution
and then with water to give 1-3 as a white powder in 92%-95% yield.
Copies of 'H and ®C NMR spectra of compounds 1-3 are given in the
online supplement.

[3-[[6-[(3-Boronophenyl)carbamoyl]pyridine-2-carbonyl]
amino]phenyl]boronic acid (1) 'H NMR (300 MHz, 25°C, DMSO-
d6): 8 11.06 (s, 2H), 8.42 (d, J=7 Hz, 2H), 8.30 (t, J=9 Hz, 1H), 8.16
(s, 2H), 8.11 (s, 4H), 7.93 (d, J=9 Hz, 2H), 7.63 (d, J=7 Hz, 2H), 7.45

(t, J=7 Hz, 2H); “C NMR (75 MHz, 25°C, DMSO-d,): § 161.7, 148.9,
139.8, 138.6, 137.1, 130.4, 127.7, 1276, 125.2, 123.7; EI-MS: m/z 405
[M]*; ATR-IR: v 3382, 2977, 1355, 1398, 1141, 1087 cm™. Anal. Calcd
for C,H_BN.O.: C, 56.35; H, 4.23; N, 10.38. Found: C, 56.37; H, 4.25;

1977177277376

N, 10.75.

[4-[[6-[(4-Boronophenyl)carbamoyl]pyridine-2-carbonyl]
amino]phenyl]boronic acid (2) 'H NMR (300 MHz, 25°C, DMSO-
dé): §11.05 (s, 2H), 8.43 (d, J=7.1 Hz, 2H), 8.30 (t, J]=8.7 Hz, 1H 1H),
8.01 (s, 4H), 7.89 (m, 8H); *C NMR (75 MHz, 25°C, DMSO—dG): 5161.9,
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148.8, 140.9, 140.0, 135.2, 125.6, 124.1, 119.9; EI-MS: m/z 405 [M]*;
ATR-IR: v__ 3299, 2976, 1675, 1586, 1356, 1139 cm™. Anal. Calcd for

max

C,H _BN.O,: C, 56.35; H, 4.23; N, 10.38. Found: C, 56.38; H, 4.29;

1977177277376

N, 10.29.

N?,N¢-diphenylpyridine-2,6-dicarboxamide(3) 'HNMR(300MHz,
25°C, DMSO-ds): 811.04 (s, 2H), 8.43 (d, J=8 Hz, 2H), 8.30 (t, J=9 Hz,
1H), 794 (d, J=9 Hz, 4H), 7.45 (t, J=8 Hz, 4H), 7.20 (t, J=8 Hz, 2H); 2C
NMR (75 MHz, 25°C, DMSO-ds): 3161.6, 148.9, 139.9, 138.0, 128.8, 125.3,
124.3, 121.4; EI-MS: m/z 317 [M]'; ATR-IR: v__cm™) 3270, 1672, 1659,
1533, 1533, 1079 cm™. Anal. Calcd for C _H N.O.: C, 71.91; H, 4.76; N,

197715773720

13.24. Found: C, 71.98; H, 4.79; N, 13.19.

Crystallography

The relevant details of the crystals, data collection and structure
refinement can be found in Table S1 (Supporting Information). Data
for dipinacol ester of 2 crystalized from methanol were collected on
a Bruker APEX II CCD diffractometer at 100 K, using Mo-Ko radia-
tion (k=0.71073 Z\) from an Incoatec ImuS source and Helios optic
monochromator [29]. Suitable crystals were coated with hydro-
carbon oil, picked up with a nylon loop, and mounted in the cold
nitrogen stream of the diffractometer. The structures were solved
by direct methods [30] and refined by full-matrix least-squares on
F2 using the shelXle GUI [31, 32]. The hydrogen atoms of the C-H
bonds were placed in idealized positions whereas the hydrogen
atoms from the N-H, O-H moieties were localized from the dif-
ference electron density map, and their position was refined with
U, =aU, (where a is 1.5 for ~CH, and —OH moieties and 1.2 for oth-
ers). X-ray crystallographic data in CIF format are available in Sup-
porting Information.

Potentiometry

Potentiometric titrations were performed in a 25 mL cell kept under
nitrogen at 25+ 0.1°C with 0.1 M NaCl as background electrolyte. Aque-
ous DMSO solutions (50% v/v) of receptors 1 or 2 (2 mM) alone and
in the presence of sugar (glucose or fructose 0.2 M) were employed.
The pK, values of all components were determined independently by
potentiometric titrations under the same conditions and were used
as fixed parameters in the fitting of results for the mixtures. Experi-
mental details and procedure for the electrode calibration have been
previously described [33]. The program Hyperquad 2008 [34, 35] was
used to calculate all equilibrium constants.

'H NMR titrations

To a 5 mM solution of the receptor 1 or 2 in DMSO-d, were added por-
tions of concentrated solution of tetrabutylammonium salts of ani-
ons (AcO- or CI") in the same solvent and the mixture was incubated
for 2 min after each addition before recording the spectrum. The
observed equilibrium constants of the complex formation (K) were
calculated from the profiles of the chemical shift 8 versus salt con-
centration by fitting to the HypNMR program. The signals of B-OH or
NH protons in the receptor were used for the fitting.
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