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HBT Hidroxifenilbenzotiazol 
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Hm Hidrógeno meta 

Ho Hidrógeno orto 

Hp Hidrógeno para 

HTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

ICT Transferencia interna de carga 

IDA Indicator displacement assay 

ILCT Transferencia de carga inter- ligante  

ITC Transferencia de carga intramolecular fotoinducida 

J Constante de acoplamiento 

Kass Constante de asociación  
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Man Manosa 

MES Ácido 2-(N-morfolin)-1-etansulfónico 
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ML Complejo metal-ligante 1:1 

ML2 Complejo metal-ligante 1:2 

MLCT Transferencia de carga de metal a ligante  

MOPS  Ácido 3-morfolinpropan-1-sulfónico 

N Forma normal en el edo. fundamental 

N* Forma normal en el edo. excitado 

NC No calculada 

nm Nanómetros 

OTf- Anión triflato  

PET Photoinduced electron transfer 

PPA Ácido polifosfórico  
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RMN Resonancia magnética nuclear 
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S0* En el edo. excitado 
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S1* En el edo. excitado 

SDS Sal de dodecilsulfato de sodio  

Sucr Sucrosa 

T Forma tautomérica en el edo. fundamental 

T* Forma tautomérica en el edo. Excitado 

t.a. Temperatura ambiente 

TBET Energía de transferencia a través de enlace  

TD-DFT Time-dependent density-functional theory 
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Temp. Temperatura 
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TMS Tetrametilsilano 
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1 Introducción: aspectos de la luminiscencia 

 

La luminiscencia es la emisión de fotones del ultravioleta, visible o infrarrojo de 

especies electrónicamente excitadas. La palabra luminiscencia, la cual viene del 

latín (lumen=luz) fue introducida como luminescenz por el físico e historiador de la 

ciencia Eilhardt Wiedemann en 1888, para describir “todo aquel fenómeno de luz 

que no está condicionado únicamente por el aumento de la temperatura”, a 

diferencia de la incandescencia. La luminiscencia es “luz fría” mientras que 

incandescencia es “luz caliente”. Los distintos tipos de luminiscencia son 

clasificados de acuerdo al modo de excitación.1 

 

Fenómeno Modo de excitación 

Fotoluminiscencia (fluorescencia, 
fosforescencia, fluorescencia 
retardada) 

Absorción de luz (fotones) 

Radioluminiscencia Radiación ionizante (rayos X, ) 
Cátodoluminiscencia Rayos catódicos (haces de electrones) 
Electroluminiscencia Campo eléctrico  

Termoluminiscencia 
Calentamiento después del 
almacenamiento previo de energía 
(irradiación radiactiva)   

Quimioluminiscencia Proceso químico (por ej. oxidación) 
Bioluminiscencia Proceso bioquímico  
Triboluminiscencia Fuerzas electrostáticas y friccionales 
Sonoluminiscencia  Ultrasonidos  

Tabla 1. Distintos tipos de luminiscencia  

 

La fluorescencia y fosforescencia son casos particulares de la luminiscencia (tabla 

1). El modo de excitación es la absorción de un fotón, lo que conduce a las especies 

absorbidas a un estado electrónicamente excitado. La emisión de fotones 

acompañada de la desexcitación es conocida como fotoluminiscencia 

(fluorescencia, fosforescencia y fluorescencia retardada), la cual es uno de los 

posibles efectos físicos resultantes de la interacción de la luz con la materia (figura 

1).  
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Figura 1. Posiciones de la fluorescencia y fosforescencia en el marco de las interacciones luz-materia 

 

El término fosforescencia viene del griego =luz (caso genitivo: fotón) y 

=llevar. Por lo tanto, fosfor significa “lo que lleva luz”. El término fosfor ha sido 

ciertamente asignado desde la edad media a materiales que brillan en la oscuridad 

después de ser expuestos a la luz. Existen muchos ejemplos de minerales 

reportados a lo largo del tiempo que exhiben esta propiedad, por mencionar uno, la 

piedra de Boloña, descubierta por un zapatero en Boloña en 1602, Vincenzo 

Cascariolo.  

Antes de que se introdujera el término fluorescencia, en 1565 el físico Nicolás 

Monardes describió el fascinante y peculiar color azul de una infusión de madera 

conocida como Lignina Nephriticum. Esta madera fue investigada por varios 

científicos como Boyle, pero el fenómeno no fue entendido.  Contrario a la definición 

de fosforescencia, el termino fluorescencia no es tan obvio. Es extraño a primera 

vista que contenga flúor, el cual como elemento no es conocido por tener 

fluorescencia. Éste término fue introducido por Sir George Gabriel Stokes, a 

mediados del siglo XIX, quien publicó un artículo conocido como “Sobre la 

refrangibilidad de la luz” en 1852. El demostró que el fenómeno era la emisión de la 

luz tras la absorción de la misma. Stokes también declaró que la luz emitida es 

siempre de mayor longitud de onda que la luz de excitación, esto se conoce como 

la ley de Stokes. En su artículo el llamó al fenómeno observado “reflexión dispersiva” 

pero no estaba satisfecho con el nombre y estaba más inclinado a llamarlo 

fluorescencia, de la fluorita, así como el análogo del término opalescencia es 
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derivado del nombre del mineral, esto fue retomando la idea de David Brewster en 

1833, quien reportó que un haz de luz blanca que pasa a través de un extracto 

alcohólico de hojas (clorofila) parece ser rojo cuando se observaba desde un lado, 

y señaló la similitud con la luz azul que viene de un haz de luz que pasa a través de 

cristales de fluorita.  La mayoría de variedades de fluorita (minerales que contienen 

fluoruro de calcio), ciertamente exhiben la propiedad arriba descrita. Muchos 

minerales de espato son conocidos por ser coloridos debido a la presencia de 

pequeñas cantidades de impurezas (europio, itrio y disprosio, por ejemplo), lo que 

explica las propiedades fluorescentes ya que la fluorita por sí sola no fluoresce.  

 

1.1 Fluorescencia y otros tipos de desexcitación de moléculas 

excitadas 

Una vez que una molécula es excitada por la absorción de un fotón, puede regresar 

al estado basal con emisión de la fluorescencia, pero generalmente otras formas de 

desexcitación ocurren, por ejemplo, conversión interna, cruce intersistemas 

(posiblemente seguido de la emisión de la fosforescencia), transferencia de carga 

interna y cambio conformacional (figura 2).  
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Figura 2. Posibles formas de desexcitación de moléculas excitadas. 

 

Las interacciones en el estado excitado con otras moléculas pueden además 

competir con la transferencia de electrón, transferencia de protón o transferencia de 

energía, por mencionar algunas.  

 

Estas formas de desexcitación pueden competir con la emisión de la fluorescencia 

si tienen lugar en una escala de tiempo comparable con el tiempo promedio (vida 

útil), durante el cual las moléculas permanecen en el estado excitado. Debe 

resaltarse que algunos procesos del estado excitado (cambio conformacional, 

transferencia de electrón, transferencia de protón, transferencia de energía, 

formación de excímero y exciplex) pueden conducir a otras especies fluorescentes 

cuya emisión puede superponerse a la de la molécula inicialmente excitada. Dicha 

emisión debe distinguirse de la fluorescencia “primaria” que surge de la molécula 

excitada. 
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Una ventaja de la fluorescencia como herramienta de investigación para estudiar la 

estructura y la dinámica de la materia o sistemas vivos, es su alta sensibilidad, la 

especificidad de las características de la fluorescencia debido al microambiente de 

la molécula que emite y la capacidad de ésta última para proporcionar información 

espacial y temporal. Los parámetros que afectan las características de fluorescencia 

de una molécula se muestran en la figura 3.2 

 
Figura 3. Distintos parámetros que influyen en la emisión de la fluorescencia.  

1.2 Transferencia intramolecular de protón en el estado excitado 

(ESIPT) 

La característica óptica más importante de las moléculas estudiadas como 

receptores en este trabajo es la transferencia intramolecular de protón en el estado 

excitado (ESIPT). En general, las moléculas pueden exhibir fluorescencia de tipo 

ESIPT si sus estructuras incorporan una interacción de tipo puente de hidrógeno 

entre un donador de puente de hidrógeno (grupos -OH y -NH2) y un aceptor de 

puente de hidrógeno (grupos =N- y C=O). Algunos ejemplos representativos de 

fluoróforos que presentan ESIPT se muestran en la figura 4. 
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Figura 4. Ejemplos de fluoróforos que presentan fluorescencia ESIPT  

ESIPT es un proceso fotoquímico único, con un estado electrónico fundamental que 

típicamente existe en forma enol (E) (figura 5). Tras la fotoexcitación, la carga 

electrónica de dichas moléculas se redistribuye, resultando en una mayor acidez 

para el grupo donador de puente de hidrógeno y un aumento de la basicidad para 

el grupo aceptor de puente de hidrógeno dentro de la forma E. Como resultado, 

ocurre una rápida fototautomerización (kESIPT > 1012 s-1) de la forma enol a la forma 

ceto (K), con la forma enol (E*) en el estado excitado convirtiéndose rápidamente a 

la forma ceto (K*) en el estado excitado. Posterior al decaimiento radiativo a su 

estado electrónico fundamental, sucede una transferencia de protón inversa (RPT 

por sus siglas en inglés, reverse protón transfer), para producir la forma E original 

(figura 5).3 
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Figura 5. Tautomería ceto-enol del 2-(2-hidroxifenil)benzotiazol en el estado electrónico fundamental y 

el estado electrónico excitado3 

 

Los sensores fluorescentes que presentan ESIPT, son muy atractivos por sus 

propiedades coordinantes debido a la presencia de grupos donadores y los grandes 

desplazamientos de Stokes.4 Estudios recientes demuestran que es una 

aproximación efectiva para realizar reconocimiento de tipo ratiométrica a través de 

la modulación del proceso ESIPT.5  

 

2 Antecedentes 

El diseño de sensores fluorescentes es de gran importancia debido a su alta 

demanda en química analítica, bioquímica clínica, medicina, medio ambiente, etc. 

Existe una gran variedad de sensores moleculares fluorescentes para aplicaciones 

particulares y muchos de ellos están disponibles comercialmente, sin embargo, 

siempre existe la necesidad de sensores con una mejor selectividad y una mínima 

perturbación del ambiente. En este trabajo se estudió la detección fluorescente de 

dos tipos de analitos: polioles y algunos iones metálicos, de transición entre otros. 

 

Entre polioles, la detección de azúcares y otros carbohidratos es importante debido 

a que están involucrados en varios procesos biológicos, ya que los carbohidratos 
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son transportadores de energía en la naturaleza y son esenciales para la 

supervivencia celular;6 por ejemplo, se encuentran en rutas metabólicas de 

organismos vivos, además como producto de la fotosíntesis. Los carbohidratos 

representan la clase más prolífica de compuestos orgánicos que se pueden 

encontrar en la superficie de la tierra. Así mismo, la afectación del transporte de 

glucosa se ha correlacionado con ciertas enfermedades como la glucosuria renal,7 

fibrosis quística8 y diabetes.9  

 

La detección de cationes metálicos es de gran interés para muchos científicos, ya 

que metales como sodio, potasio, magnesio y calcio están involucrados en procesos 

biológicos, como en la transmisión de impulsos nerviosos, contracción muscular, 

regulación de la actividad en células, etc. Además, varios iones metálicos 

pertenecen a metaloenzimas. Asimismo, la toxicidad del aluminio ha sido estudiada 

durante mucho tiempo y existe controversia sobre su posible implicación en la 

enfermedad de Alzheimer.10 En oceanografía, se ha demostrado que algunos 

nutrientes requeridos para la supervivencia de microorganismos en el mar, 

contienen zinc, hierro, y manganeso como cofactores enzimáticos. Es bien conocido 

que el mercurio, plomo y cadmio son tóxicos para organismos y su detección 

temprana en el ambiente es deseable. Por otro lado, se sabe que, los compuestos 

de organoestaño son altamente contaminantes en ecosistemas marinos y de agua 

dulce,11 provocando malformaciones en ostras por mencionar un ejemplo.12  

El Zn(II), como el segundo metal de transición más abundante en el cuerpo humano, 

juega un rol fundamental en una variedad de procesos biológicos incluyendo la 

transcripción de genes, transmisión de señales y reproducción de mamíferos.13 

Algunos de los primeros estudios probaron que la interrupción de la concentración 

de Zn(II) en las células puede resultar en varios procesos patológicos como la 

enfermedad de Alzheimer, la epilepsia y la diarrea infantil.14 
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2.1 Sensores moleculares fluorescentes 

Una de las desventajas de la fluorometría es la fuerte dependencia de la intensidad 

de la señal de los parámetros instrumentales y la posible fotodegradación del 

fluoróforo, lo que conlleva grandes limitaciones en la aplicación práctica de éste 

método. Estos problemas son mayormente eliminados usando la técnica ratiometric, 

en la cual, en lugar de la intensidad de la fluorescencia absoluta, se mide la relación 

de las señales a dos longitudes de onda distintas, lo cual elimina la necesidad de 

tener la concentración exacta del receptor utilizada para la curva de calibración. El 

método ratiométrico es especialmente importante para muestras biológicas, por 

ejemplo, para el monitoreo intracelular de analitos cuando la concentración exacta 

del sensor es desconocida y el sensor podría estar involucrado en otro tipo de 

interacciones, las cuales podrían afectar la intensidad de la fluorescencia.15  

 

Existen distintos diseños de sensores moleculares fluorescentes, los cuales pueden 

clasificarse en cuatro: 

Tipo 1. Fluoróforos que conllevan a la extinción de la fluorescencia tras una colisión 

con un analito. Este método se emplea, por ejemplo, para la detección de cloruro 

en medios biológicos con alquilquinolinios como receptores.16  

Tipo 2. Fluoróforos que pueden unirse de manera reversible directamente con un 

analito. Si el analito es un protón, el término indicador de pH fluorescente por lo 

general es usado. Si el analito es un ion metálico, el término apropiado es agente 

quelante fluorescente. La fluorescencia puede extinguirse (tipo EAQ: extinción por 

el aumento de la quelatación), o crecer por la asociación (tipo AFQ: aumento de la 

fluorescencia por quelatación). 

Tipo 3. Fluoróforos unidos a un receptor (figura 6), con frecuencia mediante un 

espaciador. El diseño de dichos sensores, los cuales están basados en el 

reconocimiento de moléculas o iones por un receptor, requiere especial cuidado 

para cumplir con los criterios de afinidad y selectividad. Los cambios en las 

propiedades fotofísicas del fluoróforo tras la interacción con el analito unido, son 

debido a la perturbación por parte de los procesos fotoinducidos, como la 
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transferencia de electrón, la transferencia de carga, la transferencia de energía, la 

formación o desaparición de un excímero o exciplex. De igual manera la 

fluorescencia puede extinguirse o aumentar (EAQ o AFQ) 

 

 
Figura 6. Sensor molecular fluorescente de tipo 3, fluoróforo unido a una cavidad receptora. 

 

 

Tipo 4. El método del desplazamiento de indicador (Indicator displacement assay 

(IDA)).  

En un IDA, primero se permite que un indicador (ya sea un cromóforo o fluoróforo), 

se enlace de manera reversible a un receptor. Después, un analito que compita con 

éste se introduce en el sistema causando un desplazamiento del indicador desde 

anfitrión, que a su vez modula una señal óptica (figura 7).17  

 
Figura 7. Esquema del modelo de desplazamiento de indicador17 

 

2.1.1 Sensores tipo PET 

Los sensores fluorescentes de tipo PET (por sus siglas en inglés, photoinduced 

electron transfer, transferencia de electrones fotoinducida), consisten en un 

fluoróforo unido a –por ejemplo- a una amina vía un metileno como espaciador. La 

transferencia de electrones fotoinducida, la cual se lleva a cabo en los grupos amino 

de los hidrocarburos aromáticos, provoca la extinción de la fluorescencia de éste 

último. Cuando el grupo amino es protonado (o interacciona fuertemente con un 
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catión), la transferencia de electrón es impedida y se observa un gran aumento de 

la fluorescencia (figura 8b). En la figura 8a se ilustra el mecanismo en términos de 

orbitales moleculares. Tras la excitación de un fluoróforo, un electrón del orbital 

HOMO es promovido al orbital LUMO, el cual habilita la PET del orbital HOMO del 

donador a la del fluoróforo, causando una extinción de la fluorescencia de éste 

último. Tras la protonación (o la unión con un catión), el potencial redox del donador 

se eleva de modo que el orbital HOMO baja su energía más que la del fluoróforo, 

por consecuencia, la PET ya no es posible y se suprime la extinción de la 

fluorescencia. 

 
Figura 8. Mecanismo de sensor por transferencia de electrones fotoinducida (PET) 

 

2.2 Detección de moléculas neutras 

El reconocimiento de moléculas orgánicas neutras en disolución representa un 

mayor reto que el reconocimiento de especies iónicas, debido a que involucran 

interacciones (interacciones de van der Waals, puente de hidrógeno, etc.) que son 

más débiles que aquellas que existen en las especies cargadas, y los cambios 

electrónicos por complejación son menores. Los sacáridos son de particular interés, 

ya que juegan un papel importante en las rutas metabólicas de los organismos vivos. 

Es necesario detectar la presencia y medir la concentración de azucares 

biológicamente importantes (glucosa, fructosa, galactosa, etc.) en disolución 

 

D D
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acuosa. Las estructuras de sacáridos típicos se presentan en la figura 9, algunos de 

los cuales son objetos de estudio en este trabajo. 

 

         
D-(−)-arabinosa  D-(−)-fructosa         D-xilosa D-(+)-galactosa D-(+)-glucosa 

   
 

D-manitol D-manosa D-ribosa D-sorbitol 
Figura 9. Estructuras de algunos sacáridos 

 

El método empleado en este trabajo para la detección de sacáridos y otros polioles, 

está basado en la formación de sus ésteres cíclicos con el ácido fenilborónico18 

(figura 10). La ventaja principal de este enfoque es el uso de interacciones 

covalentes las cuales presentan mayor afinidad y selectividad que interacciones no-

covalentes, pero al igual que las interacciones no-covalentes son rápidas y 

reversibles. En la figura 10 (la cual considera 1,2-diol pero también se puede aplicar 

para 1,3-diol), se puede definir la constante de formación del complejo tetraédrico 

aniónico diol-boronato, como Ktet y la constante de formación del complejo trigonal 

diol-ácido borónico como Ktrig, donde se observa que Ktet > Ktrig (en ésteres cíclicos 

de 5 miembros con 1,2 dioles, ésta relación es válida, debido a que el ángulo O-B-

O en el ácido borónico es de 120o pero en el ciclo debe ser reducido a 

aproximadamente 110o y este debe crear una tensión en el éster trigonal donde el 

boro es todavía sp2, mientras que en el éster tetraédrico el boro es sp3 y el ángulo 

es 109.5° por lo que la tensión es menor). Por ésta razón la afinidad del ácido 

fenilborónico (pKa = 8.9) hacia polioles depende del pH aumentando en disoluciones 

básicas. 

https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjWqobxqufXAhXI1IMKHZwgBA8QjRwIBw&url=https://commons.wikimedia.org/wiki/File:D-Mannitol_structure.png&psig=AOvVaw1qA-49yq1iN5ytnnWxjQ06&ust=1512166904829956
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiF9YODrOfXAhUK0oMKHUJGAmYQjRwIBw&url=https://es.wikipedia.org/wiki/Ribosa&psig=AOvVaw3cZE7IgHW8OPwNapsikOpX&ust=1512167213027055
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Figura 10. El diol representa un fragmento cis-1,2-diol de azúcar o cualquier di- o poliol18 

  

La máxima afinidad de un poliol se observa cuando los grupos cis-OH están en la 

conformación periplanar. La mayor fracción de esta conformación la tiene la fructosa 

que se encuentra principalmente en la forma de furanosa y por ello forma el éster 

más estable. Al otro extremo está la glucosa que principalmente está en forma de 

piranosa con un ángulo diedro más grande entre los grupos OH, por lo que su éster 

es poco estable. Otros polioles en la figura 9 ocupan posiciones intermedias. 

Adicionalmente la figura 11 muestra las fracciones de la forma furanosa con la que 

interactúa el ácido fenilborónico. Como se ve la K observada con el ácido 

fenilborónico es proporcional a la fracción de la forma furanosa.19 
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Figura 11. Fracciones de la forma furanosa con la que tiene interacción el AFB 

 

En esta área se usan más frecuente receptores basados en IDA, el ejemplo más 

conocido es el reportado por B. Wang y colaboradores, el cual consiste en el uso 

del colorante alizarina roja S (ARS, 1) que se compleja con un ácido borónico (2) 

produciendo un gran aumento en la intensidad de la fluorescencia; posteriormente, 

al adicionar un cis-diol (3) se compleja con el ácido borónico (el ácido fenilborónico 

tiene muy baja fluorescencia por si solo) dando lugar a un complejo tetraédrico (4), 

desplazando así el ARS por competencia con éste (figura 12) 20  

 
Figura 12. Competencia entre la complejación de un ácido borónico con ARS y un cis-diol20,54 
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2.3 Síntesis, propiedades ópticas y de ácido-base de 3-

hidroxiquinolonas y 2-(2’-hidroxifenil)-benzimidazol 

Las 3-hidroxiquinolonas y el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol (productos finales de los 

esquemas 1 y 2, respectivamente) ambos son compuestos con propiedades ESIPT 

que fueron elegidos como objetos principales de éste estudio. Además de sus 

importantes propiedades ópticas y de coordinación son interesantes por sus 

propiedades medicinales. Por otra parte, los compuestos de tipo quinolona 

(naturales y sintéticos), poseen importantes propiedades biológicas, incluyendo 

actividades antimicrobianas y anticancerígenas.21 Las hidroxiquinolonas poseen 

características químicas atractivas, al ser análogos de los flavonoides muestran la 

transferencia de protón intramolecular en el estado excitado (ESIPT) así como un 

comportamiento de fluorescencia dual.22 

 

Los derivados de benzimidazol sustituidos han encontrado aplicaciones comerciales 

en medicina veterinaria como agentes antihelmínticos (desparasitantes), y como 

agentes antiterapéuticos para humanos tales como antiúlceras,23 

antihipertensores,24 antivirales25 y antihistamínicos solo por nombrar algunos. 

Además, los medicamentos que son capaces de marcar ADN son de gran interés 

debido a su potencial uso en quimioterapia, en este sentido, algunos de los 

derivados tanto sintéticos como naturales que contienen benzimidazol dentro de su 

estructura, son conocidos como potentes agentes anticancerígenos (figura 13), y su 

actividad está relacionada con su propiedad de interacción con la doble hélice del 

ADN.26 

 
Figura 13. Estructuras de dos agentes anticancerígenos que contienen el fragmento benzimidazol.  
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2.3.1 Síntesis química  

Se han estudiado las hidroxiflavonas durante muchos años debido a sus buenas 

propiedades quelantes con metales, un análogo de éstas son las 

hidroxiquinolinonas, las cuales han sido menos investigadas debido a que son 

colorantes relativamente nuevos, además de que tienen vías sintéticas más 

complejas. En este sentido, un paso muy importante fue el desarrollo de una ruta 

de síntesis relativamente sencilla que permitiera obtener los derivados de una 

estructura variable a partir de ácidos antranílicos, en acuerdo con el esquema 

general 1, donde X=Cl, Br.27 La primera etapa es la formación de la chalcona 

mediante la sustitución nucleofílica del halógeno de la bromoacetofenona, en la 

segunda etapa se usan condiciones de reflujo con N-metilpirrolidona o bien, se 

realiza la condensación del éster intermediario con ácido polifosfórico. 

 

Esquema 1. Ruta general de síntesis para la obtención de hidroxiquinolinonas27 
 

Existen dentro de la literatura distintos métodos de síntesis para los derivados de 

benzimidazol, por mencionar algunos, el de Henary et al.,28 quienes a partir de un 

salicílaldehído funcionalizado y o-fenilendiamina, obtienen un derivado de 

benzimidazol útil para la detección de cationes (esquema 2). Si en lugar de 

salicilaldehído se emplea el ácido salicílico, la reacción no requiere el oxidante 

(benzoquinona). Además, recientemente Kamal et al.26 ha reportado la síntesis de 

derivados de benzimidazol mediante la funcionalización con OH de un enlace inerte 

C-H con un catalizador de paladio, capaces de marcar ADN. 

 
Esquema 2. Método de síntesis para la obtención de un derivado de benzimidazol funcionalizado28  
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Por otro lado, se han reportado distintos métodos para la síntesis de ureas y tioureas 

con sustituyentes benzimidazolilo, los más utilizados parten de isocianatos e 

isotiocianatos –según sea el caso- como precursores. En este sentido, Holler y 

colaboradores propusieron distintas rutas para la formación de 

isocianato/isotiocianato, partiendo de la amina correspondiente, los cuales 

obtuvieron a partir de tres rutas distintas, la primera es a partir de disulfuro de 

carbono y Et3N e incluye 7 días de reacción a baja temperatura, la segunda es 

conocida como la síntesis de Jochims, que incluye diciclohexilcarbodiimida (DCC) 

a baja temperatura y el tiempo de reacción disminuye a 24 h, la última ruta es a 

partir de tiofosgéno. Los productos finales fueron propuestos como sondas 

fluorescentes para proteínas (esquema 3).29  

 
Esquema 3. Síntesis de isotiocianatoS por los métodos Kaluza (método A), Jochims (método B) y 

tiofosgéno (método C)29 

 

Wu y colaboradores reportaron con anterioridad la síntesis de un derivado del 

benzoxazol, el cual es un conocido análogo del benzimidazol, como sensor que 

puede detectar aniones tales como F-, CH3COO- y H2PO4-, esto mediante la 

modulación de la acidez de los donadores de protones y la inhibición del ESIPT 

mediante la complejación con aniones; sin embargo, no presentó buena 

sensibilidad.30 

 

En el caso particular de las ureas y tioureas, se reportó el uso de tioureas como 

sensores tipo PET para la detección de los aniones F-, CH3COO- y H2PO4-, mediante 

la formación de puente de hidrógeno con los NH de dichas tioureas, las cuales 

fueron sintetizadas a partir de  aminometil-antraceno y los derivados de isotiocianato 

correspondientes bajo condiciones suaves de reacción (esquema 4).31 
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Esquema 4. Síntesis de tiourea como sensor fluorescente tipo PET para la detección de aniones31 

 

2.3.2 Propiedades ópticas de los compuestos estudiados 

Los procesos de transferencia fotoinducida de protón y electrón son 

desencadenados por el cambio de propiedades redox y ácido-base de las moléculas 

tras la excitación electrónica. Las moléculas con fragmentos con la capacidad tanto 

de aceptar como donar electrones, usualmente conllevan a la transferencia de 

electrón intramolecular fotoinducida en el estado excitado, lo cual tiene aplicación 

en sensores luminiscentes, entre otros.32 

 

Las 2-aril-3-hidroxiquinolonas fueron propuestas como fluoróforos de emisión dual 

para pruebas ópticas de la polaridad y basicidad del medio.33 La emisión dual fue 

atribuida al ESIPT en acuerdo con la figura 13, donde las estructuras marcadas con 

símbolos N y T corresponden a E y K en el caso de hidroxibenzotiazol (ver figura 5). 

En este caso, en el estado fundamental la forma más estable es la forma ceto (K) la 

cual es considerada por los autores como “normal” (N) y la forma menos estable es 

enólica (E) a la que los autores llaman “tautomérica” (T). A la forma normal excitada 

N* le asignan la estructura zwitterionica, que no está justificada, mientras que las 

formas T y T* tienen que ser zwitteriones porque no existen estructuras resonantes 

que permitan anular las cargas después de la transferencia de protón. 
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Figura 13. Formas normal y tautomérica de la 2-fenil-3-hidroxi-quinolona en el estado fundamental y en 

el estado excitado (donde N y T corresponden al estado basal y N* y T* al estado excitado)48  

 

Lo espectros de emisión de los compuestos 3 y 4 empleados en nuestro estudio en 

diferentes disolventes se presentan en la figura 14.  

 
Figura 14. Espectros de emisión normalizados de las 2-aril-3-hidroxiquinolonas 3 (a) y 4 (b) en 

diferentes disolventes48 

 

La emisión de baja energía con el máximo alrededor de 540 nm pertenece a la forma 

T* más estable en el estado excitado y la emisión con el máximo alrededor de 420 

nm de mayor energía pertenece a la forma N*.  Los disolventes polares impiden la 
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transferencia de protón intramolecular y así favorecen la forma N* mientras que en 

disolventes como tolueno se observa principalmente la emisión de la forma T* 

(figura 13). El máximo de absorción de la luz por 2-aril-3-hidroxiquinolonas se ubica 

alrededor de 350 nm y es poco sensible al disolvente. 

 

Los 2-(2’-hidroxifenil)benzazoles son moléculas fluorescentes interesantes, las 

cuales presentan grandes desplazamientos de Stokes y tienen buena estabilidad 

fotofísica y térmica debido al mecanismo de transferencia de protón intramolecular 

en el estado excitado. Éstos compuestos han sido estudiados mucho más 

ampliamente que las hidroxiquinolonas,34 (en particular teóricamente35) como 

estabilizadores de polímeros frente a la luz UV, materiales ópticos no lineales36  

(NLO, por sus siglas en ingles) y han sido incorporados a materiales poliméricos 

orgánicos e inorgánicos con la finalidad de incrementar la eficiencia láser y la 

fotoestabilidad de dichos materiales, como alternativa a los láser de colorantes 

líquidos, lo cual es una ventaja desde el punto de vista económico.37 

 

Tal como los derivados de hidroxiquinolonas, el hidroxifenilbenzimidazol es una 

molécula que exhibe ESIPT en la escala de tiempo por debajo de los picosegundos, 

y ha sido estudiado en diferentes disolventes, así como en medios restringidos 

(complejos de inclusión).38,39 En el estado fundamental, la forma más estable de 

esta molécula es la forma enol (E), la cual presenta un grupo fenol ácido y un átomo 

de nitrógeno básico, y esta forma puede además adoptar las configuraciones tanto 

cis como trans (ver figura 5). En el primer estado excitado singlete, la redistribución 

de la carga electrónica conlleva un aumento en la acidez del grupo hidroxilo y la 

basicidad del fragmento benzimidazol, causando que el ESIPT tenga lugar entre los 

dos grupos que están conectados por un puente de hidrógeno preexistente (cis-

enol*).39 

 

Comparando con las 3-hidroxiquinolonas, el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol absorbe 

y emite luz a longitudes de onda más cortas: el máximo de absorción es a 314 nm 

y el de emisión 430-450 nm (forma ceto) y 370-390 nm (forma enólica). 
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2.3.3 Propiedades ácido-base y de coordinación de la 2-fenil-3-hidroxi-

quinolona y el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol 

Las figuras 15 y 16 presentan los procesos de disociación ácida para ambos 

fluoróforos (2-fenil-3-hidroxi-quinolona y el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol) y la tabla 

2 presenta las constantes de acidez correspondientes. Ésta información será de 

gran ayuda para interpretar las interacciones de los ligantes con metales y ácido 

fenilboronico en disolución. 

 
Figura 15. Equilibrio de disociación ácida para la 2-fenil-3-hidroxi-4-quinolona 

 

 
Figura 16. Equilibrio de disociación ácida para el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol 

 

Tabla 2. Constantes de acidez de las quinolonas 3 y 4 y del 2-(2’-

hidroxifenil)benzimidazol en medios acuosos 39,47 

 pKa1 pKa2 pK*a1 pK*a2 

1-metil-2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (4) 9.8 a)    

2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (3) 10.2    

2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (3) 9.1 a) 10.4 a   

2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol 5.4 8.7 6.8 2.2 
a) En presencia de 5 mM HTAB 
(Los errores reportados varían entre +0.1 y +0.05) 
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En el caso de la 3-hidroxiquinolona N-metilada 4 se observa sólo un proceso de 

disociación ácida del grupo fenólico; sin embargo, en el caso de 3 es posible 

además la disociación del grupo NH. Este último se observa solo en presencia del 

tensoactivo catiónico HTAB que facilita la disociación por su carga positiva bajando 

el valor del pKa1 e induciendo la segunda disociación (compare las dos primeras 

líneas en la tabla 2).39,47 

 

En el caso de 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol, el primer pKa corresponde a la 

disociación del nitrógeno protonado y el segundo pKa corresponde a la disociación 

del grupo fenólico al igual con hidroxiquinolona.40 De los valores de pKa es obvio 

que en una disolución neutra a pH 7 ambos fluoróforos se encuentran en la forma 

neutra.  

 

Para 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol además hay estimaciones de los valores de 

pK*a en el estado excitado (tabla 2, dos últimas columnas).39 Dentro de estos valores 

destaca la disminución de pKa del grupo fenólico en estado excitado por 6.5 

unidades logarítmicas. Las moléculas que incrementan su acidez en el estado 

excitado se conocen como fotoácidos, ya que tienden a ser desprotonadas tras la 

excitación en disolventes capaces de aceptar un protón o en presencia de especies 

básicas. Si una molécula tiene un grupo ácido y un grupo básico unidos por un 

puente de hidrógeno en el estado basal, puede ocurrir una rápida transferencia de 

protón en el estado excitado (ESIPT), del sitio ácido al básico. 

 

La complejación de ambos fluoróforos con iones metálicos es conocida, aunque no 

hay datos detallados respecto a la estabilidad y composición de las especies en 

disolución. Por otro lado, hay reportes de estructuras cristalinas de algunos 

complejos metálicos que permiten observar el modo de coordinación con ambos 

tipos de ligante (figura 17).41, 42, 43 
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Figura 17. (a) ORTEP (con un nivel de 50% de probabilidad) del complejo [Zn(pbm)2] (Hpbm=2-(2-

hidroxifenil)benzimidazol)41 (b) Estructura molecular del complejo (Et3NH) [Zn(qui)Cl2] con esquema de 
numeración de átomo. Los átomos no-H están descritos como elipsoides térmicos con un nivel de 

probabilidad de 50% (donde Hqui= 2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolinona)42 (c) Estructura molecular del 
complejo [Cu(qui)(ambpy)]NO3 con el esquema de numeración de átomos.  Los átomos no-H están 

descritos como elipsoides térmicos con un nivel de probabilidad de 50%. (Hqui=2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-
quinolinona, ambpy= bis(2-piridil)amina)43 

 

Como se esperaría, la coordinación ocurre mediante quelatación con grupos 

fenólico y el nitrógeno del benzimidazol en 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol y con los 

grupos 3-OH y 4-carbonilo en la 3-hidroxiquinolona. La estabilidad de los complejos 

metálicos observada a pH 7 es un poco mayor para 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol, 

por ejemplo con Zn(II) logKMLobs = 4.32 y 3.76 para 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol y  

el compuesto 3, respectivamente.28,47 Sin embargo, hay que tomar en cuenta el 

mayor pKa de 3 (Tabla 2) de tal manera que las constantes calculadas para la 

complejación con las formas desprotonadas de cada ligante empleando la ecuación 

(1) (ver sección 8.2, anexo I) derivado para el caso cuando pH < pKaHL, son logKML 
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= 6.02 y 6.96 respectivamente. La mayor estabilidad del complejo con 3 puede ser 

relacionada con la formación del típicamente más estable ciclo de 5 miembros.  

 

logKML = logKobs + pKaHL – pH    (1)  

 

Donde: 

ML= complejo metal ligante 1:1 

HL= ligante protonado 

Se toma el pH al que fue determinada la Kobs 
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3  Hipótesis 

Las 3-hidroxiquinolonas (las cuales son análogos estructurales de las 3-hidroxi-

flavonas) debido a que poseen propiedades de tipo ESIPT, pueden funcionar como 

mejores sensores fluorescentes para cationes metálicos que las hidroxiflavonas 

esto gracias a que tienen mayor afinidad a los cationes por la presencia del átomo 

donador de nitrógeno en su estructura. En el caso de que las 3-hidroxiquinolonas 

muestren la capacidad de formar complejos con ácidos borónicos (los cuales no se 

forman con hidroxiflavonas), esto podría ser aprovechado para el desarrollo de un 

nuevo sensor para la detección de carbohidratos.  

La incorporación de grupos funcionales como (tio)ureas (conocidos por su 

capacidad para reconocer especies aniónicas) en 3-hidroxiquinolonas u otros 

ligantes con ESIPT, por ejemplo, 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol, permitirá obtener 

receptores bifuncionales capaces detectar tanto cationes metálicos como aniones.  

 

4 Objetivos  

Objetivo general 

Caracterizar cuantitativamente las propiedades ópticas, de acidez y de 

coordinación, de las 3-hidroxiquinilonas como ligantes para ácidos borónicos y 

cationes metálicos de diferentes tipos, esto combinado con la modificación de su 

fluorescencia por interacción con dichos ácidos de Lewis con el propósito de 

emplearlos como receptores y sensores ópticos para iones metálicos y polioles 

aprovechando sus propiedades ESIPT. Diseñar receptores bifuncionales y realizar 

estudios preliminares para su interacción con especies catiónicas y aniónicas con 

moléculas con ESIPT como base.  

 

Objetivos particulares 

 Se sintetizarán, evaluaran y estudiaran, los derivados de 3-hidroxi-4-

quinolinona para su aplicación como nuevos sensores ópticos posiblemente 

ratiométricos para detección de metales [Al(III), Cu(II), Zn(II), Fe(III), 
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organoestaño] y polioles (en particular azúcares) de importancia para el 

monitoreo de cationes de diferentes tipos en medios acuosos y azucares en 

alimentos. 

 Se explorará la composición, la estabilidad y las propiedades fluorescentes 

de complejos metálicos con 3-hidroxi-4-quinolinona N-metilada en medio 

acuoso con el propósito de establecer la naturaleza de cambios en la 

fluorescencia inducida por complejación y las tendencias generales en la 

selectividad de complejación con este tipo de ligantes. 

 Se sintetizarán y explorarán nuevos receptores bifuncionales derivados de la 

3-hidroxiquinolona y el 2-(2’-hidroxifenil)benzimidazol, los cuales combinan 

fragmentos de (tio)urea capaces de reconocer aniones y ligantes con 

propiedades ópticas ESIPT para la detección simultánea de especies 

catiónicas y aniónicas en disolventes polares apróticos 
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5 Resultados y discusión 

 

En una publicación reciente, los compuestos fluorescentes que poseen propiedades 

tales como transferencia interna de carga (ICT), transferencia intramolecular de 

protón en el estado excitado (ESIPT), transferencia de energía de resonancia 

fluorescente (FRET), energía de transferencia a través de enlace (TBET) y la 

formación de monómero-excímero, fueron identificados como los más útiles para el 

desarrollo de sensores ratiometricos.6 

 

Uno de los fluoróforos que presenta ESIPT y se usa frecuentemente para el diseño 

de diferentes sensores ópticos es el flavonol 1.44 La complejación del flavonol con 

varios cationes en particular con Al(III), Zn(II) y Fe(III) ha sido ampliamente 

estudiada.45 Típicamente la unión de metales por flavonol involucra la quelación con 

grupos 3-hidroxi desprotonado y 4-carbonilo como se ilustra en la estructura 2. Sin 

embargo, la estabilidad de complejos metálicos de flavonol en medios acuosos es 

muy baja. De hecho todas las constantes de estabilidad con flavonol como ligante 

reportadas hasta la fecha fueron determinadas en disolventes orgánicos.46  

 

 
Figura 18. Flavonol (1) y sus aza-derivados 3-hidroxiquinolonas  

 

Recientemente se ha demostrado que las 2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolonas (3, 4) 

son químicamente parecidas al flavonol, pero son ligantes más poderosos debido a 

su aumento significativo en la carga negativa en el grupo 4-carbonilo,47 los cuales 

al mismo tiempo conservan alta fluorescencia y la propiedad ESIPT de flavonol.48
 

Estudios preliminares para la complejación de iones metálicos demostraron un 

comportamiento diferente para 3, el cual a veces conllevaba además de la 
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desprotonación de 3-OH, a la desprotonación del NH en la complejación, mientras 

para 4 la complejación está libre de ésta complicación (figura 18) 

 

5.1 Interacción de 3-hidroxiquinolonas con ácido fenilborónico y el 

efecto micelar 

 

La hidroxiquinolona 3 se sintetizó en presencia de una base, a partir del ácido 2-

aminobenzóico y 2-bromoacetofenona como se muestra en el esquema 5.27 

 
Esquema 5. Ruta de síntesis para las hidroxiquinolinonas 3 y 427 

 

Las 3-hidroxiquinolonas están relacionadas estructuralmente con las 3-

hidroxipiridonas49 y 3-hidroxiflavonas,50 y se coordinan fuertemente con iones 

metálicos, pero la complejación con ácidos borónicos nunca fue realizada para 

compuestos de este tipo. Ciertamente el compuesto 3 no interacciona con el ácido 

fenilborónico (AFB) en agua o una mezcla agua-disolvente orgánico en un intervalo 

de pH 7-10, como se puede ver en la figura 19. En los estudios por fluorescencia 

(figura 19a) y por espectrofotometría UV-vis (figura 19b), no se observa un gran 

cambio en los espectros tanto inicial como final de ambas titulaciones en presencia 

de AFB, sin embargo, en la presencia del HTAB, el ligante 3 forma un complejo muy 

estable con AFB en acuerdo con esquema en la figura 20. 
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Figura 19. (a) espectros de emisión ( excitación a 373 nm) de 40 M de 3 en H2O con 5% vol. de MeCN 

a pH 9.5 (b) espectros de absorción de 40 M de 3 en H2O con 5% vol. de MeCN a pH 9.5 en presencia 

del ácido fenilboronico añadió hasta 5 mM. 

 

 
Figura 20. Esquema de reacción propuesto para 3 en HTAB con AFB a pH 8. 

 

El curso de las titulaciones por fluorescencia y UV-Vis para 3 con AFB se muestra 

en la figura 21 y el ajuste de estos datos con HypSpec nos ayuda a calcular la 

constante de estabilidad observada Kobs = 1.0x104 M-1 (todos los errores relativos 

para los ajustes de K están por debajo de +10%) a pH 8.0 (todos los errores relativos 

para la medición del pH están de +0.01). Aun el ácido fenilborónico, el cual es un 

ácido de Lewis débil, se une con 3 en agua en presencia del tensoactivo catiónico, 

y el fuerte cambio de la fluorescencia de 3 inducido por la complejación con el ácido 

fenilborónico fue empleado para el desarrollo de un método radiométrico para la 

determinación cuantitativa de azúcares.51 
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Figura 21. (a) Espectros de UV-Vis para 80 M de 3 con 5 mM HTAB a pH 8 y concentración variable de 

AFB (0-1 mM). (b) Espectros de emisión (excitación a 377 nm) de 40 M de 3 en 5 mM HTAB a pH 8 y 
concentración variable de AFB (0-1 mM) en medio acuoso. Las flechas indican la dirección del cambio 

espectral por adición de AFB.  

 

Por otro lado, el compuesto metilado 4 no interactúa con el ácido fenilborónico aun 

en presencia del HTAB. Esta observación nos permite proponer que la forma 

reactiva de 3 es su forma tautomérica, la cual tiene estructura de catecol que es 

conocida por su alta afinidad con ácidos borónicos. Se propone que la reacción para 

3 con el AFB ocurre en acuerdo con la figura 22, la formación de este tautómero no 

es posible con el compuesto 4. 

 
Figura 22. Equilibrio de reacción para 3 con el AFB  

 

La formación de un éster aniónico como el producto de la reacción (figura 22), 

concuerda con la disminución de la constante observada a pH más bajo (Kobs = 

3.1103 M-1 a pH 7), debido al desplazamiento del equilibrio a la izquierda en un 

medio más ácido. 
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La observación de la reacción en la figura 22 únicamente en presencia de HTAB 

implica un muy fuerte efecto micelar sobre el equilibrio de complejación, la 

concentración utilizada es de 5 mM, ya que así aseguramos que nos encontramos 

por encima de la concentración micelar crítica (cmc, por abajo de 1 mM para 

HTAB).52 Este efecto puede atribuirse a una fuerte estabilización del éster aniónico 

por la carga positiva de las micelas del tensoactivo catiónico. La reacción no se 

observa en presencia de tensoactivos neutros o aniónicos tales como Tritón X-100 

o SDS respectivamente. 

 

Como se observa en la figura 21b, la interacción con ácido fenilborónico elimina el 

máximo de fluorescencia a 506 nm que pertenece a la emisión de la estructura 

tautomérica de 3 formada por ESIPT y aumenta la fluorescencia con el máximo a 

439 nm cercano al máximo de la forma normal a 410 nm (ver antecedentes). 

Evidentemente, la formación del éster elimina la posibilidad del ESIPT y deja sólo 

un máximo de emisión. Es importante resaltar que el cambio del espectro de emisión 

ocurre con la aparición de un punto isoemisivo a 474 nm que permite el diseño del 

método ratiometrico.  

 

Para hacer la comparación entre 3 y otro fluoróforo (el cual también cuenta con 

propiedades ESIPT), se realizó un estudio similar con el 2-(2’-

hidroxifenil)benzimidazol (HBI, figura 4). La figura 23 muestra el curso de la 

titulación fluorimétrica de HBI con AFB en 5 mM HTAB en medio acuoso a pH 7.4, 

que procede en acuerdo con la figura 24. En éste caso el producto es neutro y el 

efecto de la carga positiva micelar es irrelevante: la reacción se da de la misma 

manera que en agua y sin tensoactivo.  
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Figura 23. Espectros de fluorescencia (excitación a 330 nm) de 2.8 M HBI en 5 mM HTAB a pH 7.4 en 
medio acuoso y concentración variable de AFB (0 – 0.6 mM). Las flechas muestran la dirección de los 

cambios espectrales con el incremento de la concentración de AFB. 

 

 
Figura 24. Equilibrio tautomérico de HBI y su complejación con AFB  

 

El ajuste de estos datos permite calcular la constante de asociación observada Kobs 

= 1.9x104 M-1 a pH 7.4, por el orden de magnitud cercana a la de 3. También el tipo 

de cambio espectral es parecido (comparar figuras 21b y 23). Sin embargo, con el 

compuesto 3 la emisión se observa a longitudes de onda más largas, lo que 

presenta una ventaja por la menor interferencia de impurezas y mayor sensibilidad) 

para la detección a simple vista (compare el cambio de color en las figuras 23 y 25).  
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5.1.1 Titulaciones ratiométricas de 3 con polioles 

Las curvas de calibración para un método ratiométrico pueden construirse como la 

relación de emisión en un máximo (creciente o cayendo) y en el punto isoemisivo, 

o como relación de emisión en el máximo creciente y el máximo cayendo. El último 

método da una mayor pendiente de la curva de calibración y será usado en este 

trabajo.  

 

La figura 25a muestra el resultado de la titulación de la mezcla de 3+AFB con 

fructosa. Los cambios espectrales son los inversos de aquellos observados en la 

titulación de 3 con AFB y HTAB en medio acuoso (figura 21b), aunque la intensidad 

de la señal a 506 nm no se recupera por completo, aparentemente debido a la 

fotodestrucción parcial de 3 durante el experimento. Un comportamiento inverso 

similar también fue observado en la titulación por UV-Vis. La figura 25b muestra los 

cambios visuales en fluorescencia tras adiciones de AFB a 3 y la subsecuente 

titulación con fructosa. Evidentemente el cambio de color es fácilmente detectable, 

permitiéndonos tener una estimación de la concentración de fructosa a simple vista. 

 
Figura 25. (a) Titulación por fluorescencia de la mezcla de 40 M de 3 con 0.5 mM de AFB en HTAB 5 
mM a pH 8 con disoluciones de concentración variable de fructosa. La línea verde indica el espectro 

inicial de 3 libre y la línea azul es el espectro después de la adición de AFB (b) Cambios visuales en la 
fluorescencia en las adiciones de AFB y posteriormente fructosa. 

 

En la figura 26 se muestra el color observado de la luminiscencia en la celda de 

fluorescencia para el compuesto 3 libre. Posterior a la adición de AFB cambia a 

color azul pero al comenzar a añadir azúcar (siguiendo la idea de la figura 25, donde 

se añadió fructosa), el color de la fluorescencia regresa a verde.  
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Figura 26. Representación del cambio visual de la fluorescencia de la mezcla de 40 M de 3 con 0.5 mM 

de AFB en HTAB 5 mM a pH 8. El color verde indica el espectro inicial de 3 libre, el color azul es el 
color de la disolución después de la adición de AFB, luego de las adiciones de concentración variable 

de fructosa el color regresa a verde 

 

La figura 27 muestra las titulaciones ratiométricas de 3-AFB para una serie de 

polioles. Todas las curvas de calibración muestran intervalos dinámicos lineales 

inusualmente largos con una fuerte respuesta óptica: los valores de I506/I439 

incrementan hasta 10 veces, mientras que la señal de fluorescencia directa nunca 

cambia por un factor más allá de 1.5 en un intervalo lineal (figura 28).  

Los límites de detección (LD = 3/m, en una curva de calibración de un gráfico de 

señal “x” vs. la concentración del analito “c”. La relación entre “x” y “c” se puede 

obtener mediante una regresión lineal de los datos con la ecuación x=mc+i donde 

m es la pendiente de la curva de calibración)53 varían desde 1 mM para glucosa 

hasta 0.04 mM para sorbitol. 
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Figura 27. Curvas ratiométricas I506/I439 para la titulación del complejo AFB-3 con diferentes polioles 

(mismas condiciones empleadas que en la figura 25) 

 

La figura 28a muestra el perfil de la titulación del cual se ve que 3 permite una 

determinación cuantitativa de fructosa con un límite de detección de menos de 1 

mM con un incremento de la intensidad de la fluorescencia a 506 nm, pero con un 

intervalo dinámico muy corto de cero a 2.5 mM (círculos sólidos).  

Los círculos sin relleno muestran una respuesta tipo ratiometrica, la cual se define 

como la relación de la intensidad de la fluorescencia a 506 y 439 nm (I506/I439), lo 

que demuestra una mejora notable en las características analíticas del sistema: el 

intervalo lineal se extiende hasta 25 mM y la señal I506/I439 crece por un factor de 5 

(de 0.4 a 2.5) al final del intervalo lineal mientras que la intensidad de la 

fluorescencia absoluta a 506 nm crece sólo por un factor de 2.5 a concentraciones 

cercanas a la saturación. Efectos similares fueron observados para otros polioles 

como se ilustra para arabinosa (figura 28b) 
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Figura 28. Gráficos para las titulaciones para los complejos de AFB+ 3 a bajas concentraciones de 

a)fructosa y b) arabinosa  de la intensidad de la fluorescencia (círculos sólidos), o bien vs. la relación 
de las intensidades (círculos con fondo blanco) a 506 y 439 nm (I506/I439) vs la concentración del analito 

 

La selectividad de la determinación correlaciona muy bien con los órdenes 

conocidos de las afinidades para estos polioles con AFB (tabla 3).54  

Tabla 3. Constantes de asociación (Keq) del éster formado con AFB a pH 8 en 

buffer de fosfato 0.10 M 

 Keq (M-1) del complejo con AFB 
pH Fructosa Catecol Glucosa Galactosa Sorbitol 
8 310 2900 7.2 38 840 

Los valores son un promedio de las corridas por triplicado redondeado a dos cifras significativas  
 

La presencia de micelas de HTAB cargadas positivamente, pueden incrementar la 

afinidad a la carga negativa de los analitos. Por esta razón probamos la interacción 

del sensor con una serie de nucleótidos de adenosina aniónicos (AMP, ADP, ATP), 

en comparación con la adenosina neutra (figura 29).  

 

   
a) AMP b) ADP c) ATP 

Figura 29. Estructuras de nucleótidos aniónicos de adenosina utilizados para probar su interacción 
con AFB en presencia de HTAB, a) AMP b) ADP c) ATP  

-

-

- -

-

---

-

I506 /I43
9  

I506 /I43
9  

[Fructosa], M [Arabinosa], M 

a) b) 
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Los tres nucleótidos de la figura 29 tienen fragmentos de azúcar (ribosa), la cual es 

capaz de formar ésteres borónicos, además cuentan con cargas negativas que 

pueden ser atraídas por la carga positiva superficial de la micela de HTAB. Los 

nucleótidos no interactúan directamente con el complejo AFB-3. El esquema que 

describe mejor esta interacción es el mismo esquema de competencia IDA como en 

el caso de fructosa y otros carbohidratos (ver figura 26). Una representación 

esquemática de dicho modelo IDA con AMP se presenta en la figura 30. 

 
Figura 30. Representación de modelo IDA para 3-AFB en medio acuoso con HTAB a pH 8 con 

adiciones consecutivas de AMP  
 

Con ADP y ATP la interacción electrostática es mayor ya que tanto sus cargas 

negativas son mayores así como su señal es más fuerte, pero adenosina no tiene 

el grupo fosfato y no tiene carga y da una señal más baja. Éste efecto electrostático 

de HTAB es evidente si se compara la tendencia de estabilidad de los complejos de 

nucleótidos con ácido bórico en agua,55 (tabla 4) donde observamos que la 

no emite luz visible

emite luz verde emite luz azul

-

-

-

-

-

+  H2O  +  H+

-
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estabilidad intrínseca de los ésteres borónicos cae con un aumento de la carga 

negativa. Además es importante mencionar que las mediciones sin HTAB como 

“prueba” de su efecto son imposibles porque sin HTAB no hay interacción entre AFB 

y 3. 

 

Tabla 4. KA de algunos complejos borato-nucleótido a pH 10.355 

Nucleótido KA (Lmol-1) Nucleótido KA(Lmol-1) Nucleótido KA (Lmol-1) 

AMP 270+50 ADP 44+5 ATP No observado 

 

La figura 31 muestra los resultados de la titulación de 3 y AFB con cuatro distintos 

nucleótidos (en medio acuoso con HTAB a pH 8), de dichos resultados se concluye 

que la influencia del analito cargado negativamente es evidente  

 
Figura 31. Curvas de titulación utilizando agua como disolvente para de 40 M de 3 con 0.5 mM de AFB 
en HTAB 5 mM a pH 8 para ATP, ADP, AMP y adenosina, ATP induce precipitación por arriba de 2 mM. 

 

 

Para el caso de los azúcares de la figura 27, el sistema 3-AFB nos da una señal 

mayor para fructosa y eso puede ser aplicado para la determinación de fructosa, por 

ejemplo, en alimentos. La figura 32 ilustra la selectividad en la determinación de 10 

mM de fructosa en comparación con otros azúcares estudiados a la misma 

concentración. La última columna a la derecha muestra el efecto de compuestos 

típicos interferentes (para fructosa en alimentos) como maltosa, sacarosa, glucosa 

y almidón, que fueron adicionados todos juntos cada uno con un exceso de 10 veces 
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de fructosa. Evidentemente, las señales observadas están dentro del límite de error 

solamente para fructosa.  

 
Figura 32. Señales ratiométricas observadas como el incremento de la relación de la intensidad de la 

fluorescencia de las señales a 506 nm y 439 nm (I506/I439)) del complejo AFB-3 en presencia de 10 mM 
de diferentes sacáridos La última columna muestra una mezcla de 10 mM de fructosa con un exceso 

de maltosa, sucrosa, glucosa, y almidón. 

5.1.2 Interacción de 4 con micelas de HTAB 

A pesar del progreso que existe en el desarrollo de sondas fluorescentes 

ratiométricas para metales como zinc56 (por mencionar uno), existen muy pocas 

estructuras que son adecuadas para su construcción lo que limita el ajuste fino de 

sus propiedades fotofísicas y afinidades a los iones metálicos, lo que obstaculiza el 

desarrollo de este tipo de tecnología.  

El compuesto 3 resultó ser muy útil para el desarrollo de un método fluorimétrico 

ratiométrico de detección de sacáridos, esto gracias a la posibilidad de la 

tautomerización y subsecuente desprotonación del grupo NH por coordinación con 

el ácido borónico. Sin embargo, este mismo fenómeno complica la interacción de la 

3-hidroxiquinolona 3 con cationes metálicos (figura 33)47, debido a la formación de 

complejos con diferente grado de desprotonacion del ligante.  

 
Figura 33. Tipos de complejos de 3 y (LH2) y cationes metálicos, establecidos mediante titulaciones 

potenciométricas 
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Por esta razón el estudio de la complejación de 3-hidroxiquinolonas con metales fue 

realizado con el compuesto N-metilado 4, el cual se sintetizó siguiendo la ruta del 

esquema 5. Comparado con 3, el compuesto 4 tiene menor solubilidad en agua. 

Después de probar varios métodos para intentar aumentar su solubilidad (mezcla 

de disolventes orgánico, acuoso, tensoactivo aniónico, tensoactivo neutro) 

escogimos como el más óptimo la disolución micelar acuosa de HTAB (el cual es 

un tensoactivo catiónico con una concentración micelar crítica cmc = 1mM o menor 

dependiendo de las condiciones), y que nos permitió obtener mediciones más 

reproducibles. 

 

El espectro de emisión de 4 en agua a pH 7 tiene dos máximos de aproximadamente 

la misma intensidad a 421 y 501 nm (figura 34), los cuales pertenecen a los estados 

excitados de las formas tautoméricas neutral y zwitterionica (N y T en la figura 14), 

respectivamente. En presencia de HTAB, la emisión de la forma neutra (N*) es 

fuertemente reducida y la emisión de la forma zwitterionica (T*) incrementa con un 

desplazamiento del máximo hacia el rojo a 523 nm (figura 34a). Un espectro de 

emisión similar de 4 es observado en acetonitrilo.48 Por lo tanto, se puede concluir 

que 4 es incorporado en el interior hidrofóbico de las micelas de HTAB. 

  
Figura 34. (a) Espectro de emisión de 4 a una concentración de 40 M en agua a pH 7(línea negra) y en 

presencia de 5 mM HTAB (línea roja),  excitación de 340 nm. (b) Efecto de HTAB en el espectro de 
absorción de 4 a pH 5, el recuadro muestra la absorbancia vs perfil de conc. HTAB a 354 nm  
 Las flechas muestran la dirección de los cambios espectrales conforme al incremento de la 

conc. del tensoactivo. 
 

El medio micelar afecta también al espectro de absorción de 4 (figura 34b). Se 

observa que en el perfil de concentración, la absorbancia vs. HTAB se satura a una 
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concentración por alrededor de 5 mM y el ajuste de este perfil a isoterma de unión 

de 1:1 (recuadro derecho en la figura 34b), permite calcular la constante aparente 

de unión (1.2±0.1)×103 M-1 para la complejación de 4 con HTAB. Los cambios 

espectrales se observan aún por debajo de la concentración micelar crítica de 

HTAB. Lo que significa que las moléculas hidrofóbicas de 4 inducen la formación de 

las micelas a menores concentraciones del tensoactivo. Para el estudio de 

complejación con metales se realizaron experimentos a una concentración de HTAB 

5 mM donde alrededor del 90% de 4 es incorporado en las micelas. A estas 

condiciones el pKa de 4 es 9.8 (Tabla 2). 
 

5.1.3 Interacción de 4 con iones metálicos 

Las interacciones de la prueba de 4 con iones metálicos en un intervalo de pH 5-7, 

mostraron efectos insignificantes para Mg(II), Ca(II), Mn(II) para concentraciones de 

hasta 1 mM tanto para absorción como para fluorescencia de 4. Los cationes como 

Co(II), Ni(II) y Eu(III) extinguieron la fluorescencia por alrededor de un 90% a 

saturación, con constantes de estabilidad observadas de los complejos 1:1 (1:1obs) 

dadas en la tabla 5 (entradas 1-3). 

 

Tabla 5. Constantes de estabilidad de complejos metálicos de 4 en 5 mM 
HTAB acuoso.  

 Catión log1:1
obs log1:2

obs pH 
IML/IL 

a) 

IML2/IL
 

a) 
logK1 

logK1 
b) 

Maltol 

logK1 
b) 

Hdmpp 

1 Co2+ 3.25±0.04  7 0.23  6.05 5.1 6.6 
2 Ni2+ 3.49±0.03  7 0.11  6.29 5.4 6.9 
3 Eu3+ 4.32±0.05  7 0.06     
4 Cu2+ 6.39±0.03 12.05±0.03 7 0 0 9.19 7.7 10.6 
5 Zn2+ 2.20±0.06   6 18     
6 Zn2+ 3.72±0.02  7 24  7.57 5.6 7.2 
7 Zn2+ 4.77±0.02 9.58±0.04 8 19 5.9    
8 Me2Sn2+ 4.17±0.03 7.60±0.05 5 12 0    
9 Me2Sn2+ 3.72±0.02 8.38±0.06 7 51 0    
10 Pb2+ d) 5.11±0.01 9.53±0.01 7 0.05 0 7.91 6.83 c) 9.09 c) 
11 Al3+ e) 3.08±0.04  3 45     
12 Al3+ 4.20±0.03 8.16±0.06 4 44 0 9.9 8.3 12 
13 Al3+ 4.58±0.03 8.96±0.05 5 27 0    
14 Al3+ 6.16±0.06 11.47±0.08 6 5.6 0.42    
15 Al3+ 3.75±0.06 9.62±0.09 7 8.7 0.14    
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16 Ga3+ 4.19±0.03 11.51±0.05 5 24 0.24    
17 Be2+ 2.7±0.1  5 8.1     
18 Fe3+ 11.56+0.01 22.27+0.01       

a) La relación de las intensidades de la fluorescencia I a una longitud de onda correspondiente a la diferencia máxima en la 
fluorescencia entre L y ML o L y ML2 respectivamente.  
b) Constantes de unión de complejos de cationes de metales de transición de carga 2+ con maltol y Hdmpp  en agua, de ref.57 
c) En agua de ref.58 
d) log1:1

obs = 4.92±0.06 y log12
obs = 9.91±0.04 de los datos de UV-Vis. 

e) log1:1
obs = 3.03; 3.9 y 4.18 a pH 3, 4 y 5, respectivamente, de los datos de UV-Vis. 

 
En la Tabla 5 los símbolos 1:1obs y K1 tienen los mismos sentidos que KMLobs y KML 

respectivamente en la ecuación (1). Es decir, 1:1obs está calculada como una 

constante de estabilidad aparente del complejo 1:1, que es válida solo al pH de su 

determinación y K1 es una constante de estabilidad verdadera para asociación del 

catión metálico con ligante desprotonado.  

La constante 1:2obs es una constante observada, pero para la formación del 

complejo 1:2 en solo una etapa que corresponde a la ecuación M+2L  ML2. Al 

igual con 1:1obs es válida solo a pH de su determinación y en su cálculo se emplea 

la concentración total del ligante, es decir [LH]+[L-].  

En otras palabras, 1:1 formalmente corresponde a la ecuación M +L  ML  

𝛽1:1
𝑜𝑏𝑠 =

[𝑀𝐿]𝑛+

[𝑀𝑛+][𝐿]
 

pero en su cálculo [L] representa la concentración total del ligante, es decir  

[LH] + [L-].

Igualmente, 1:2 corresponde formalmente a la ecuación M+2LML2 

𝛽1:2
𝑜𝑏𝑠 =

[𝑀𝐿2]
𝑛+

[𝑀𝑛+][𝐿]2
 

pero en su cálculo [L] también representa la concentración total del ligante, es decir 

[LH] + [L-].  

Una completa extinción de la fluorescencia y una muy fuerte unión fue observada 

con los cationes Cu(II) y Fe(II/III) (figura 35). Los perfiles de las curvas de titulación 

indican la formación de los complejos ML2 y ML3 como las formas predominantes 

con Cu(II) y Fe(II), respectivamente (ver recuadros en las figuras 35a,b). El ajuste 

de los resultados para Cu (II) con el programa HypSpec mostró que se formaron 

dos complejos, con estequiometría 1:1 y 1:2 con las constantes de estabilidad dadas 
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en la tabla 4 y ambos complejos fueron no fluorescentes. La unión de Fe(II) fue muy 

fuerte para un ajuste confiable de los resultados a un pH fijo, por lo que fue analizado 

mediante mediciones a pH variado (figura 35b). Sorprendentemente, las titulaciones 

con los cationes Fe(II) y Fe(III) produjeron resultados idénticos. Un comportamiento 

similar fue observado para la interacción de iones de hierro con deferiprona59 y 

desferrioxamina B60 y fue atribuido a la rápida oxidación de Fe(II) a Fe(III) por el 

ligante. En nuestro caso no se observó consumo alguno del ligante en los 

experimentos con Fe(II), lo cual sugiere que otro oxidante, aparentemente el 

oxígeno atmosférico podría estar involucrado.  

En la figura 35b se muestran los resultados de la titulación espectrofotométrica UV-

vis de pH de una mezcla de cationes de hierro (resultados idénticos fueron 

obtenidos con ambas sales de Fe(II) y Fe(III)) y 4 en una relación molar 1:3. Las 

bandas de absorción en un intervalo de 450-700 nm pertenecen a los complejos de 

Fe(III) y el ajuste de estos resultados con HypSpec da constantes de estabilidad 

log110 = 11.65±0.01, log120 = 22.27±0.01 y log130 = 31.35±0.02 (estas constantes 

son “verdaderas”, no “observadas”, y corresponden a la unión del catión metálico 

con 1, 2 o 3 ligantes en forma desprotonada). De estos resultados se deduce que 

pFe = 15.1461 para 4 (lo que indica que la concentración de Felibre es igual a 10-15.14 

M en presencia de 10 M del ligante 4 a pH 7.4). Este valor es cercano a pFe = 16.6 

reportado para la 2-metil-3-hidroxi-4-quinolona (una molécula de señalización de 

tipo quorum sensing: proceso a través del cual las poblaciones unicelulares de 

bacterias provocan un comportamiento colectivo a través de un sistema de 

comunicación que depende de la liberación de pequeñas moléculas de señalización 

denominadas “moléculas de detección de quórum”62) en 50% DMSO,63 confirmando 

la fuerte habilidad de quelatación del hierro por parte de las 3-hidroxiquinolonas 

(figura 36). Ambos valores son significativamente más bajos que pFe 20.67 para 

1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridinona,64 mejor conocido como deferiprona, un fármaco 

quelante de hierro de uso médico. 
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Figura 35. (a) Espectros de emisión de una disolución 40 mM de 4 a pH 7 en presencia de 5 mM HTAB 

en agua con un incremento de la concentración de Cu(II) (4-40 M); excitación 374 nm. Las flechas 
muestran la dirección de los cambios espectrales conforme al incremento de la concentración de la 

concentración de Cu(II). El recuadro muestra el perfil de concentración de la intensidad de la 
fluorescencia vs. conc. de Cu(II) a 523 nm. (b) Espectros de absorción UV-Vis de una disolución 0.1 

mM Fe(II) o bien Fe(III) en presencia de 0.3 mM 4 a pH variable. El recuadro muestra el perfil de 
concentración de la intensidad de la fluorescencia a 523 nm vs. conc. Fe(II/III).

 
Figura 36. Estructura propuesta para el complejo con estequiometría 3:1, formado a partir de Fe(III) 

con la hidroxiquinolona 4  
Para Pb(II) se observó una extinción casi completa de la fluorescencia (figura 37). 

El ajuste de los resultados en HypSpec muestra la formación de los complejos 1:1 

y 1:2, con constantes de estabilidad dadas en la tabla 5. Es interesante que, a pesar 

de que el complejo 1:1 tiene una fluorescencia débil con un máximo de emisión a 

476 nm, el complejo 1:2 no presenta ningún tipo de fluorescencia. En la figura 37b 

no se ve un punto isosbéstico definido, lo que indica que el equilibrio no es de 1:1, 

por el contrario, es un equilibrio más complejo.  
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Figura 37. (a) Titulación por fluorescencia y (b) espectrofotométrica de una disolución 40 M y 20 M 

de 4, respectivamente con Pb(II) (4-272M y 4-196M respectivamente) a pH 7 en 5 mM HTAB. excitación 
374 nm. Las flechas muestran la dirección de los cambios espectrales conforme al incremento de la 

concentración del ion metálico. 

 

En contraste con Pb(II), la coordinación con Zn(II) induce un fuerte aumento de la 

fluorescencia de 4 con un punto isoemisivo en 424 nm (figura 38). Al mismo tiempo 

los cambios en los espectros de UV-Vis inducidos por la complejación de 4 son 

similares para ambos cationes (figuras 37b y 38b). En ambos casos el máximo de 

absorción a 359 nm disminuye y un nuevo máximo a una mayor longitud de onda 

aparece a 382 nm para Pb (II) y 376 nm para Zn (II). 

 

  
Figura 38. (a) Titulaciones por fluorescencia (excitación 374 nm) y (b) espectrofotométrica de una 

disolución acuosa 40 M y 20 M de 4 respectivamente en 5 mM de HTAB con Zn(II) (12-384M y 4-

494M respectivamente) a pH 7. Las flechas muestran la dirección de los cambios espectrales 
conforme al incremento de la concentración del ion metálico. 

 

El efecto de la fluorescencia en la coordinación de Zn(II) puede ser racionalizado en 

términos de la figura 39. El ligante libre tiene dos máximos de emisión, a 421 y 523 
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nm, los cuales se atribuyen a las dos formas tautoméricas A y B (N* y T*) de 4. En 

el estado basal la forma A tiene una menor energía y emite a una menor longitud 

de onda (421 nm), pero en el estado excitado el grupo OH se convierte en más ácido 

y esto conlleva a una transferencia de protón (ESIPT) con la formación de una forma 

tautomérica B, la cual emite a una mayor longitud de onda (523 nm).48 La unión con 

el ion metálico libera el protón del grupo OH y elimina la posibilidad de un equilibrio 

tautomérico en el complejo C, el cual tiene un único máximo de emisión a 479 nm. 

Los resultados para el ajuste de la titulación a pH 7 con HypSpec muestran la 

formación del complejo 1:1 con una constante de estabilidad observada dada en la 

tabla 5. 

 
Figura 39. ESIPT. Transferencia de protón intramolecular en el estado excitado A y bloqueo de ESIPT 

por medio de un ion metálico. Considerar que el Zn2+ se encuentra en medio acuoso y está coordinado 
con varias moléculas de H2O para completar su esfera de coordinación, omitidas en la estructura del 

complejo. 
 

Las titulaciones con Zn(II) en un intervalo de pH de 5 a 8 mostraron la disminución 

esperada de 1:1obs a menor pH (tabla 5, entradas 5-7), debido a la competencia con 
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el protón por el equilibrio de complejación (1). A pH 5 la interacción con Zn(II) a 

concentraciones mM es prácticamente indetectable, pero a pH 8 un segundo 

complejo de estequiometría 1:2 correspondiente a la ecuación (2) comienza a 

contribuir con la constante de estabilidad aparente 1:2obs (tabla 5, entrada 7). 

Evidentemente la mayor dependencia de la estabilidad observada del complejo 

ML2+ del pH es debido a la liberación de 2 protones acompañado de la unión con el 

metal es responsable de la aparición de este complejo únicamente a valores de pH 

lo suficientemente altos. En el caso de Pb(II), la intensidad de la fluorescencia de 

ML2 es significativamente menor que la de ML+ y ambos complejos son menos 

fluorescentes que el ligante libre (ver arriba), mientras que el complejo ZnL+ tiene 

un fuerte incremento de la fluorescencia, pero el complejo ZnL2 es menos 

fluorescente (Figura 40).  

HL + Mn+    ML(n-1)+ + H+    (1) 

2 HL + Mn+    ML2(n-2)+ + 2 H+   (2) 

 

  
Figura 40. Espectros de emisión de HL, ZnL+ y ZnL2 generados por HypSpec a pH 8, [L]total = 4x10-5 M 

 

La interacción de 4 con Me2Sn(IV) estuvo acompañada por cambios espectrales en 

fluorescencia similares a los observados con Zn(II) (figura 41a), y puede ser 

interpretada en términos de la figura 39. El perfil de la titulación en el máximo de 

emisión del complejo a 457 nm, ajusta bien para una isoterma de unión 1:1 (figura 

41c), pero los perfiles a otras longitudes de onda claramente muestran la formación 

de dos complejos (por ejemplo, la curva a 535 nm de la figura 41c). El ajuste con 

HypSpec nos ayuda a obtener las constantes de estabilidad respectivas (tabla 5, 
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entradas 8 y 9), así como los espectros de emisión calculados, los cuales se 

muestran en la figura 41b, donde se puede observar que el complejo ML es mucho 

más fluorescente que el ligante libre, en contraste a ML2 que no tiene fluorescencia.  

 
Figura 41. (a) Titulación por fluorescencia de una disolución acuosa 40 M de 4 para Me2SnCl2 (12-

384M) en 5 mM HTAB a pH 7, excitación 374 nm. Las flechas muestran la dirección de los cambios 

espectrales conforme al incremento de la concentración del ion metálico. (b) Espectro de emisión de 

HL y Me2SnL+ generados por HypSpec a pH 7; (c) Perfiles de concentración de titulación a 457 nm 

(escala de la derecha) a 535 nm (escala de la izquierda). 
 

Por otro lado, los cationes de Al(III) indujeron el mayor incremento de la intensidad 

de la fluorescencia y el visualmente detectable cambio del color de emisión (figura 

42). La existencia de dos complejos de estequiometría 1:1 y 1:2 es claramente vista 

en los resultados de la titulación a pH 6 (figura 42b). Las adiciones iniciales de bajas 

concentraciones de Al(III) dan lugar a la formación del complejo 1:2 que domina la 

extinción de la fluorescencia a 523 nm, pero conforme aumenta la concentración de 

Al(III) un nuevo máximo de emisión aparece a 450 nm.  
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Figura 42. Titulación por fluorescencia de una disolución acuosa 40 M de 4 con Al(III) (4-421M) en 5 

mM HTAB a pH 5, excitación 374 nm (a) y pH 6 (b). Las flechas muestran la dirección de los cambios 

espectrales conforme al incremento de la concentración del ion metálico. 
 

Así como en el caso de Sn(IV) y Zn(II), el complejo ML2+ tiene baja fluorescencia, 

pero en el caso del complejo ML2+, aumentó la intensidad de la fluorescencia. Los 

cambios espectrales en el espectro de absorción de UV-Vis son del mismo tipo que 

con las sales de Zn(II) and Pb(II) (figura 43). 

 
Figura 43. Titulación espectrofotométrica de una disolución acuosa 40 mM de 4 por Al(III) (4-421M) a 

pH 5 en 5 mM HTAB. Las flechas muestran la dirección de los cambios espectrales conforme al 
incremento de la concentración del ion metálico. 

 

Las constantes de estabilidad para Al(III) determinadas a distintos valores de pH 

fijos muestran tendencias complejas (tabla 5, entradas 10-14) debido a la formación 

de hidroxocomplejos con este catión por encima de pH 4. Las constantes 

individuales de estabilidad fueron determinadas por análisis de HypSpec de los 
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espectros de fluorescencia y UV-Vis de las mezclas ion-ligante a pH variable (figura 

44) usando las constantes de hidrólisis (formación de hidroxocomplejos) reportadas 

en la literatura para Al(III) log1,-1= -5.33, log1,-2= -10.9, log3,-4= -13.13, log13,-32= 

-107.41, log1,-4= -23.3 (los subíndices en x,y indican el número de cationes 

metálicos y el número de ligantes tipo hidroxido (OH-), que es negativo porque el 

proceso se presenta como desprotonación de agua en el hidroxocomplejo MxOHy) 

como parámetros fijos y asumiendo que las reacciones de complejación tienen lugar 

por coordinación del ligante desprotonado. Los valores resultantes de log110= 

9.99±0.01 y log120= 19.60±0.03 (UV-Vis) y log110= 9.74±0.01 y log120= 

19.83±0.03 (fluorescencia) dan las constantes de estabilidad promedias log110= 

9.9±0.1 y log120= 19.7±0.1. Tal como en el caso de hierro, estas constantes son 

“verdaderas” por decirlo de alguna forma. 

  
Figura 44. (a) Titulación por fluorescencia de una disolución acuosa a pH variable conc. 50 M de 4 en 

presencia de 50 M Al(III); (b) Titulación UV-Vis en disolución acuosa de pH variable conc. 50 M de 4 

en presencia de 400 M de Al(III) en 5 mM HTAB 

 

Si se calculan las constates observadas correspondientes empleando la ecuación 

(1) para el complejo 1:1 y la ecuación correspondiente para el complejo 1:2 (logKML2 

= logKobs + 2 pKaHL – 2 pH) estas coinciden muy bien con las constantes de 

estabilidad observadas, que fueron medidas para pH fijo. Por ejemplo, a pH 4 

calculadas con valores de constantes log1:1obs = 4.1 y log1:2obs = 8.1, mientras que 

los respectivos valores experimentales son 4.20 y 8.16 (tabla 5, entrada 12). 
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Las titulaciones a pH variable indican las tendencias opuestas en las constantes de 

estabilidad para Zn(II), y Me2Sn(IV) (figura 45). Esta inversión ocurre porque el 

Me2Sn2+ es un ácido de Lewis mucho más fuerte que Zn(II), con el primer y segundo 

valor de pKa de 3.17 y 5.25, respectivamente.65 Por lo tanto, a pH 7 el catión existe 

completamente en su forma dihidróxo Me2Sn(OH)2 y la disminución del pH lo 

convierte en un complejo monohidróxo Me2Sn(OH)+ más reactivo.  

 
Figura 45. Perfiles de pH para las constantes de estabilidad de los complejos 1:1 para 4 con Al(III), 
Zn(II) y Me2Sn(IV). La pendiente para Al(III) es de 0.84±0.17, la pendiente para Zn(II) es de 1.28±0.09. 

 

Se hicieron estudios con Be2+ y Ga3+ debido a que éstos suelen interferir con Al3+, 

particularmente Ga3+ se encuentra en la misma familia dentro de la tabla periódica 

y Be2+ se encuentra en diagonal con el Al3+ y por eso es conocido como un típico 

interferente.66 Ambos se comportan cualitativamente igual, pero cuantitativamente 

si se llega a la concentración 1 mM vemos que la intensidad de la fluorescencia 

sube aproximadamente dos veces y con Al3+ ya que con concentración de 0.1 mM 

sube mucho más por lo que no deben interferir. Los datos de la titulación para Be(II) 

y Ga(III) (figura 46) muestran que también estos cationes inducen un aumento de la 

fluorescencia, aunque el efecto de Be(II) es modesto (figura 46a). En el caso de 

Ga(III) hay dos pasos de complejación correspondientes a los complejos ML y ML2 

que corresponde a [Ga(III)]:[4]= 1:2, éstos complejos presentan una menor 

fluorescencia que la del ligante libre (figura 46b).  
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Figura 46. Titulaciones por fluorescencia de una disolución acuosa con 20 M de 4 y (a) 157-671 M 

Be(II) y (b) 4-775 M Ga(III) a pH 5 en 5 mM HTAB. Las flechas muestran la dirección de los cambios 

espectrales conforme al incremento de la concentración del ion metálico. 

 

Los resultados de la tabla 5 muestran que 4 se comporta como un ligante fuerte 

hacia diferentes metales tales como Eu(III), Pb(II), Al(III), Ga(III) y Sn(IV). Sería 

interesante comparar 4 y 1 como ligantes pero las constantes de estabilidad 

reportadas para complejos metálicos con 1 fueron medidas en disolventes 

orgánicos, generalmente en metanol o en mezclas acuosas/orgánicas,67 bajo 

condiciones de especiación desconocida de metales y no pueden ser comparadas 

con las que fueron realizadas en el presente estudio. Una comparación más 

significativa es posible con los ligantes 3-hidroxi-2-metil-4-pirona (mejor conocido 

como maltol) y 3-hidroxi-1,2-dimetil-4-piridinona (Hdpp), ya que son solubles en 

agua y estructuralmente similares. Las constantes de estabilidad disponibles para 

los complejos con estequiometría 1:1 con estos ligantes, están compiladas en la 

tabla 5. Estas constantes se refieren a la unión de un ion metálico en agua con un 

ligante aniónico desprotonado.  

 

Así mismo las respectivas constantes para 4 calculadas a partir de las constantes 

condicionales 1:1obs y el pKa conocido para 4 empleando la ecuación (1) (ver 

Antecedentes), se encuentran en la tabla 5, en la columna logK1. Evidentemente las 

constantes de estabilidad para 4 y sus diferentes iones metálicos correlacionan muy 
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bien para con las de maltol y Hdpp, ocupando una posición intermediaria entre el 

menos poderoso ligante maltol y el más poderoso ligante Hdpp (figura 47).  

 
Figura 47. Estructuras de maltol y Hdpp con sus respectivos valores de pKa. 

 

5.1.4  Efectos de la complejación en la fluorescencia de 4. 

Los efectos de coordinación de los metales descritos anteriormente en las 

propiedades ópticas de 4, en general siguen el patrón típico observado con 

diferentes metales y ligantes cromo/fluorogénicos.68 El máximo de absorción en UV-

vis se desplaza hacia longitudes de onda mayores de forma no selectiva debido a 

las interacciones electrostáticas de los cationes con los pares libres adyacentes al 

sistema  del ligante. Los cationes paramagnéticos inducen una mayor extinción de 

la fluorescencia, el catión pesado diamagnético Pb2+ también induce la extinción de 

la fluorescencia y los cationes diamagnéticos ligeros (Al3+, Zn2+, Sn4+) aumentan la 

fluorescencia actuando como se describe en el esquema 1 para Zn2+. Efectos 

similares son observados para 1 como ligante fluorescente aunque Pb2+ aumenta la 

fluorescencia de 1 en metanol.69 

 

Los resultados de este estudio resumidos en la tabla 5 señalan aspectos ignorados 

del efecto de coordinación del metal en la fluorescencia de los ligantes unidos; su 

fuerte dependencia en el número de ligantes unidos (ver columnas IML/IL and IML2/IL). 

Con todos los cationes excepto Cu2+ y Fe2+, los cuales extinguen por completo la 

fluorescencia en ambos complejos ML+ and ML2, se observa una más fuerte 

fluorescencia del complejo MLn-1 por sobre el complejo ML2n-2 y a veces sobre el 

ligante libre. Particularmente se observa una gran diferencia para Me2Sn2+, Al3+ y 

Ga3+. Estos cationes inducen un fuerte aumento en la intensidad de la fluorescencia 
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en los complejos ML comparando con ligante libre, pero una extinción de la misma 

para los complejos ML2n-2. 

 

Las observaciones ocasionales para este efecto se encuentran en la literatura. Así 

los complejos 1:1 de organoestaño con 1 son fuertemente fluorescentes, pero los 

complejos con dos moléculas de 1 tienen fluorescencia casi nula.70 El efecto es 

atribuido al hecho de que los complejos 1:1 son pentacoordinados, mientras que los 

complejos 1:2 son hexacoordinados, aunque no quedó claro por qué el número de 

coordinación era importante.  

 

Recientemente se ha reportado una mayor dependencia de la fluorescencia de los 

complejos Al3+ con ligantes derivados de 8-hidroxiquinolina en su estructura.71 La 

intensidad de la fluorescencia del complejo con un ligante trípode, donde el ion 

metálico se une a tres unidades de 8-hidroxiquinolina, es similar a la del ligante libre, 

pero la fluorescencia de un ligante que contiene una única unidad de 8-

hidroxiquinolina incrementa la fluorescencia por un factor de 100 en un complejo 

1:1. Se concluyó entonces que “la densidad de carga en el Al(III) es modulada por 

el número de grupos quelantes y sus cargas formales, lo que influye en la 

transferencia de carga intramolecular fotoinducida (ICT) hacia el fluoróforo, lo cual 

tiende a extinguir la emisión de la fluorescencia” 71 

 

Los resultados pertinentes pueden ser encontrados en estudios previos de 

fluorescencia de complejos de Al3+ con el flavonol 1, aunque son un poco confusos. 

En un estudio anterior se reportó la formación de una serie de complejos de 

estequiometría variable dependiendo de la acidez o basicidad del medio ajustado 

por adiciones de HClO4, KOAc o NaOH en metanol puro.72  

 

Los complejos de estequiometría 1:1, que en algunos casos son especies metálicas 

poliméricas (del tipo MnLn) son fluorescentes, pero los complejos del tipo ML2 

carecen de fluorescencia en acuerdo con nuestras observaciones para los 

complejos de 4 con Al(III). 
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En un estudio más reciente,73 únicamente el complejo ML2 fue observado en 

disoluciones neutra y básica de metanol, pero en una mezcla acuosa al 50% de 

metanol a pH 6 ambos complejos ML y ML2 fueron observados mediante titulaciones 

espectrofotométricas con altas constantes de estabilidad log1:1 = 5.17 y log1:2 = 

9.91.74 Las propiedades fluorescentes de los complejos no fueron medidas, pero en 

otro estudio realizado46 el complejo AlL2+ con 1 fue reportado como muy fluorescente 

en ambos medios, metanol y mezcla de agua-metanol. Finalmente, en el ligante 1 

con el grupo metóxido como sustituyente en el anillo de fenilo, en una mezcla 95% 

metanol-5% agua que contiene 0.01-10 mM HClO4 solamente AlL2+ es decir, 1:1 

que tiene una alta intensidad de la fluorescencia fue detectado.75 Interesantemente, 

en este estudio la estabilidad de los complejos de Zn(II), Cd(II) y Pb(II) aumentó 

fuertemente con la disminución en las concentraciones del ácido, esto en 

concordancia con el modo de unión de 2 (ver figura 19), reacción (1), pero la 

estabilidad del complejo de Al(III) fue independiente de [HClO4] lo que indica una 

posible complejación fuerte entre el metal y la forma neutra del ligante sin suponer 

una desprotonación concomitante. Este aspecto puede ser motivo de controversia 

debido a que en disoluciones de metanol, la desprotonación postulada 

generalmente no está confirmada, pero debido a la baja polaridad de las soluciones 

de metanol comparadas con agua, una complejación muy eficiente con el grupo OH 

puede ciertamente tomar lugar bajo ciertas condiciones y los complejos discutidos 

pueden contener el ligante 1 en forma neutra o aniónica.  

 

En ejemplos más recientes, complejos 1:2 no fluorescentes y complejos 1:1 

fluorescentes de Cu2+ con 1 en metanol han sido observados.76 Conforme a los 

resultados encontrados en el presente estudio, se puede suponer que la 

disminución de la fluorescencia de los complejos 1:2 en comparación con los 

complejos 1:1 es un fenómeno general para ligantes derivados de 3-hidroxipiranona 

y 3-hidroxipiridinona. El análisis mecánico cuántico detallado de este fenómeno (ver 

Anexo 7.1) empleando el método de Orbitales Naturales transitorios (Natural 

Transition Orbital analysis) de los estados basal y excitado de las especies LH, AlL2+ 

and AlL2+ muestra que la fluorescencia del complejo AlL2+ se apaga por el proceso 
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de transferencia interna de electrón que no existe en el complejo 1:1 AlL2+. El 

mecanismo de la extinción de fluorescencia elaborado con base en los resultados 

de este trabajo para el complejo ML2 de Al(III) y 4 debe ser válido para otros metales 

diamagnéticos ligeros y ligantes aromáticos O,O-quelatantes tales como 3-

hidroxipiranonas, 3-hidroxipiridinonas y 3-hidroxiquinolonas además para catecoles. 

Vale la pena mencionar que el efecto de la composición mostrado en este estudio 

es importante para el diseño de nuevos receptores porque con frecuencia se 

propone el uso de ligantes di- o tri-topicos para lograr la mayor afinidad al metal, 

pero tales ligantes pueden sufrir de la perdida de intensidad de fluorescencia en 

respuesta con la complejación con metal tal como ocurre con éste en complejos tipo 

ML2 descritos en este trabajo. 

 

5.2 Receptores urea y tiourea con fragmentos (2-hidroxifenil)-

benzimidazol para reconocimiento de iones metálicos y aniones  

 

Actualmente hay un gran interés por el desarrollo de sensores con funciones 

multiples (multiple-channel sensing) que permiten detectar más que un analito, 

típicamente varios cationes metálicos, empleando el mismo sensor.77 Es por eso 

que, en este trabajo intentamos avanzar en esta dirección construyendo nuevos 

sensores bifuncionales capaces de detectar tanto cationes metálicos como aniones. 

Los aniones juegan un rol fundamental en muchos fenómenos, incluidos procesos 

biológicos, tales como el transporte de hormonas, proteínas, biosíntesis, regulación 

de ADN y la actividad de enzimas.78 El reconocimiento y la detección de aniones es 

uno de los actuales objetivos del reconocimiento molecular.79 Los importantes roles 

que juegan los aniones han inspirado a los químicos a dedicar esfuerzos 

significativos hacia el diseño de quimiosensores prácticos para la detección de 

distintos aniones, tanto de manera cualitativa como cuantitativa. En todos los 

sistemas biológicos y/o ambientales, los cationes metálicos coexisten con las 

especies aniónicas; por ejemplo, las células de mamíferos contienen Zn(II)80 

Cu(II),81 Mg(II)82 y otros cationes junto con fosfatos de diferentes tipos (nucleótidos, 
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azúcares y proteínas fosforiladas, así como el fosfato inorgánico), cloruro y varios 

carboxilatos. Por eso la posibilidad de utilizar el mismo sensor para diferentes 

especies puede tener cierto interés práctico. 

 

Inicialmente intentamos obtener receptores bifuncionales en base de 3-

hidroxiquinolonas como centros de reconocimiento de cationes incorporando a ellas 

los sitios capaces de reconocer aniones. Sin embargo, resulto imposible modificar 

una hidroxiquinolona conservando intacto su centro de quelatación de metales. Fue 

por eso que se sintetizó un derivado del (2-hidroxifenil)benzimidazol con el que se 

obtuvieron resultados. El (2-hidroxifenil)benzimidazol a su vez  es conocido por 

tener propiedades tipo ESIPT al igual que la 3-hidroxiquinolona (ver Antecedentes), 

que se modifican de manera parecida por complejación con metales (figura 48, 

comparar con la figura 39). Con el propósito de obtener un receptor bifuncional 

capaz de reconocer tanto metales como aniones, dicho fragmento fue ligado a la 

urea 5 y a las tioureas 6 y 7, ya que las ureas aromáticas son poderosos receptores 

de aniones en medios apróticos.78 De estos tres receptores, la urea 5 es la menos 

ácida al tener oxígeno y la tiourea 7 es la más ácida (tiourea pKa= 21.1 y urea pKa= 

26.9 ambas en DMSO)83 al tener dentro de su estructura al azufre y el grupo NO2. 

 
Figura 48. Transferencia de protón intramolecualar en el estado excitado y bloqueo de ESIPT por 

medio de un ion metálico en 2-hidroxifenilbenzimidazol25 
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La síntesis de la urea 5 y las tioureas 6 y 7 se muestra en el esquema 6. En la 

primera etapa de la ruta seguida, fue obtenido un derivado de (2-

hidroxifenil)benzimidazol funcionalizado con el grupo amino que después fue 

tratado con isocianato o isotiocianato correspondiente, según sea el caso.  

 

 
Esquema 6. Síntesis de las urea/tioureas 5-7 derivadas del 2-hidroxifenilbenzimidazol  

 

5.2.1 Estudio de la tiourea 7 

En la primera etapa buscamos caracterizar las propiedades ácido-base de la tiourea 

7, por lo que se probaron distintos medios de reacción para ésta misma, esto debido 

a la baja solubilidad de la tiourea 7 en medio acuoso. El uso de solubilizantes 

“supramoleculares” tales como micelas de HTAB o ciclodextrinas en este caso no 

fue exitoso. Por otro lado, la solubilidad fue suficiente en un medio de reacción con 

una mezcla de agua con 40% metanol lo que permitió la medición de pH confiable, 

y posteriormente se calculó el pKa de la tiourea 7 en este medio, (figura 49a). Los 

pKa calculados, pKa1=4.80.1 y pKa2=8.90.1 (figura 49b) son cercanos a los pKa 

correspondientes de 2-hidroxifenilbenzimidazol (Tabla 2) y por analogía pueden 

atribuirse a la desprotonación de la especie protonada en el benzimidazol y al grupo 

fenólico respectivamente. Un débil efecto del grupo tiourea a pKa fenólico 

corresponde a pequeña constante de Hammet p = 0.07 de este grupo (el valor 
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reportado es para el grupo NHCSNHEt)84 y el efecto sobre pKa de benzimidazol 

debe ser débil por la larga distancia del sustituyente. Por arriba de pH 4.8 y debajo 

de pH 8.9 se encuentra la especie neutra y por arriba de pH 8.9 existe la especie 

aniónica monodesprotonada. 

  
Figura 49. (a) Espectros de UV-Vis de 7 en dependencia del pH (b) perfil de absorción a la longitud de 

onda 349 nm de pH para la tiourea 7 en mezcla agua + 40% (v/v) de metanol 

 

5.2.2 Reconocimiento de aniones con la tiourea 7 

 

Se hicieron pruebas de asociación de la tiourea 7 con distintos aniones (AcO-, F-, 

Cl-,H2PO4-) éstos con tetrabutilamonio, NBu4+ como contraión y Me4NOH en DMSO, 

un disolvente aprotico que no compite con el receptor por formar puentes de 

hidrogeno con aniones. Se empleo la espectroscopía UV-Vis y RMN 1H, puesto que 

la tiourea 7 no fluoresce (ya que contiene en su estructura el grupo NO2 que 

típicamente sirve como un apagador interno) no se hicieron pruebas de 

fluorescencia. Primero, se probó con el ion acetato (AcO-) mediante espectroscopia 

UV-Vis (figura 50a,b) que indica la existencia de dos procesos de reconocimiento a 

baja y alta concentración del acetato, reflejado claramente en el perfil de 

concentración del ion AcO- vs. absorbancia a 342 nm (fig. 50c). En el primero, a 

bajas concentraciones de AcO- la absorbancia crece fuertemente en el intervalo 

400-500 nm con un punto isosbéstico en 368 nm (figura 50a), lo que es 

característico para la desprotonación de los NH de la tiourea,85 y en el segundo a 
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más altas concentraciones hay un ligero cambio opuesto (Figura 50b) que 

probablemente refleja una interacción débil del acetato con grupos NH y OH del 

recpetor. El ajuste formal del perfil Absorbancia vs. Concentración de acetato para 

el primer proceso al hombro a 500 nm, que debe pertenecer a la forma despotonada, 

(Figura 50d), permite calcular la constante de equilibrio formal Kobs = (1.50.1)x104 

M-1.  

 
Figura 50. Titulación de tiourea 7 (2x10-5 M) en DMSO con (a) [AcO-] 0-2.4x10-4 M, (b) [AcO-] 3.2x10-4 – 

9.1x10-3 M, (c) perfil de absorbancia vs. la concentración de AcO- a 342 nm, (d) perfil de concentración 

a 500 nm  

 

Para aclarar más la situación, hemos hecho la titulación con (NMe4)OH, figura 51. 

También se observan dos procesos. A baja concentración de hidróxido (Fig. 51a), 

los cambios son muy parecidos a los de AcO-, pero a alta concentración de OH- 

crece otro máximo a 484 nm (Fig. 51b), característico para un anión de para-

nitrofeniltiourea.85 
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Figura 51. Titulación de 2x10-5 tiourea 7 en DMSO con una concentración variable de NMe4OH, desde 

(a) 0-1.6 x10-4 M, hasta (b) 2x10-4 – 4.2x10-4 M 

La similitud de los cambios espectrales en las figuras 50a y 51a indica que el acetato 

y el NMe4OH desprotonan al receptor, pero en el caso de acetato de manera 

incompleta. La desprotonación también es evidente en los espectros de RMN 1H de 

7 porque la adición de un equivalente de acetato (figura 52) elimina las señales de 

todos los protones de OH y NH y desplaza las señales de los protones aromáticos 

a campo alto.  

 
Figura 52. Apilado de espectros de RMN 1H para la [tiourea 7]= 10 mM con NBu4

+AcO- (10-30 mM) en 

DMSO-d6  
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Por el tipo de cambios que se presentan en UV-Vis se deduce que, las 

concentraciones bajas de hidróxido y de acetato no desprotonan por completo el 

grupo tiourea (el máximo a 500 nm aparece solo como el hombro), sin embargo, 

pueden desprotonar los grupos fenólico y benzimidazólico ya que desaparecen sus 

señales en el espectro RMN. Esto está en acuerdo cualitativamente con los valores 

de pKa de estos grupos en DMSO que crecen en el siguiente orden: benzimidazol 

(pKa 16.4) < fenol (pKa 18.0) < difenilurea (pKa 19.5).86 El crecimiento de la 

absorbancia arriba de 400 nm en presencia de acetato o bajas concentraciones de 

hidróxido que se ve como desprotonación incompleta del grupo tiourea en realidad 

puede ser el resultado de un equilibrio tautomérico entre las formas mono-

desprotonadas de 7 por grupos OH o NH (figura 53) generando una fracción de la 

forma desprotonada por el grupo tiourea cual es responsable por observación del 

hombro a 500 nm.  

 
Figura 53. Equilibrios tautoméricos en la forma desprotonada de 7. 

 

Para el ion fluoruro, el cual es mucho más básico que acetato en DMSO (el pKa de 

HF es 15.0 y de AcOH 12.6)86 observamos para la titulación por UV-Vis un 

comportamiento similar al hidróxido (figura 54a), el espectro con línea punteada en 

azul indica que la concentración de ion fluoruro y del receptor son las mismas 

[F]:[R]=1:1, y al final de la titulación se ve que la concentración del ion fluoruro es 8 

veces mayor que la concentración del receptor [F]:[R]=8:1. Cabe mencionar que es 

posible detectar fluoruro a una concentración tan baja como 5 M por el cambio de 

color (Figura 54b). 
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Figura 54. (a) Titulación de la [tiourea 7]= 2x10-5 M con NBu4

+F- (4-909 M) en DMSO, seguida por 

espectrofotometría UV-Vis y (b) perfil de absorbancia vs. concentración para la tiourea 7 a 485 nm (izquierda) y 441 
nm (derecha) con el ion fluoruro  

 

En el caso del muy poco básico ion cloruro (NBu4+Cl-) (pKa de HCl es 1.8) mediante 

la titulación por UV-Vis se observa un cambio espectral no significativo. Para las 

pruebas realizadas por RMN 1H, se observa que existe un desplazamiento de las 

señales de los NH que corresponden a la tiourea, para el NH1 el desplazamiento va 

de 10.13 hasta 10.58 ppm, y para el NH2 el desplazamiento va de 10.29 a 11.08 

ppm. La constante calculada K=42 M-1 sugiere la formación de un complejo por 

puentes de hidrógeno (figura 55).  

 
Figura 55. Apilado de espectros de RMN 1H para la [tiourea 7]= 10 mM con NBu4

+Cl- (10-30 mM) en 

DMSO-d6. 
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Una de las ventajas del estudio mediante RMN 1H es que nos proporciona 

información estructural. En el caso de los protones aromáticos, la asignación de los 

mismos se muestra en la figura 56. En la parte inferior (figura 56b) se muestra la 

parte del espectro que incluye a los protones que corresponden a los aromáticos de 

la tiourea 7 libre, es decir, sin complejar, donde se puede observar que los protones 

H7, H9 y H10 se encuentran dentro de un mismo conjunto de señales que está 

alrededor de 7.30 ppm. Cuando lo comparamos con el espectro superior (figura 

56a), el cual tiene un exceso del ion cloruro (2 equiv.), se observa que el conjunto 

de señales  se convierte en señales más definidas, es decir, en un multiplete en 

7.28 ppm para los protones H9 y H10 y un doble de dobles en 7.37 ppm que 

corresponde al protón señalado como H7 del fragmento hidroxifenilo, el 

desplazamiento de H7 a campo más bajo puede ser debido a la cercanía que existe 

entre el protón H7 con el puente de hidrógeno que se forma entre los NH de la tiourea 

con el ion cloruro. Las demás señales se conservan y solo los protones orto H3 y H4 

del grupo nitrofenilo se desplazan a campo bajo aún más fuertemente que H7 

indicando eventualmente su contribución en la complejación con cloruro mediante 

puentes de hidrógeno.  

 
Figura 56. Asignación de protones en los espectros de RMN 1H para la [tiourea 7]= 10 mM con DMSO-

d6 como disolvente para (a) la tiourea libre y (b) la tiourea con el ion NBu4
+Cl- 1:2 
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En cuanto al anión dihidrogenfosfato, el apilado de espectros de RMN 1H para la 

tiourea 7 y H2PO4
- muestra que la desprotonación es inmediata en el caso de los 

hidrógenos de los NH de la tiourea así como los protones del OH y NH 

pertenecientes al benzimidazol, ya que a partir de la adición de un equivalente del 

anión desaparecen las señales de los protones correspondientes a los NH de la 

tiourea (figura 57), en el caso de los protones aromáticos se observan 

desplazamientos de señales inespecificos. 

 
Figura 57. Espectros de la titulación seguida por RMN 1H para la [tiourea 9]= 10 mM con H2PO4

- (10-30 

mM) en DMSO-d6. 

 

5.2.3 Estudio de la tiourea 7 con Zn(II) mediante RMN 1H 

Las pruebas de complejación de 7 con cationes metálicos divalentes (Co, Ni, Cu, 

Zn, Cd, Pb, Hg) por espectroscopía de UV-Vis en 40% (v/v) MeOH acuoso a pH 7 

mostraron una interacción débil y la formación de precipitados. Se realizó un estudio 

de RMN 1H en DMSO-d6 para la tiourea 7 con la sal Zn(OTf)2. De donde se puede 

concluir que la interacción aun en medio no-acuoso es muy débil ya que el 

desplazamiento de los protones que corresponden al NH y OH del benzimidazol es 

insignificante. 
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También se observa que dada la débil interacción (debido a que se encuentra en 

DMSO como disolvente en forma de ligante neutro) solo se ven afectados los 

protones H8 y H11 con un desplazamiento casi nulo y un visible ensanchamiento de 

las señales de NH y OH del hidroxifenilbenzimidazol (figura 58). 

 
Figura 58. Espectros de la titulación seguida por RMN 1H de la [tiourea 7]= 10 mM con Zn(OTf)2 (5-15 

mM) en DMSO-d6 

 

5.2.4 Reconocimiento de iones metálicos y aniones para la tiourea 6 

Por otro lado, la tiourea 6 al no tener el fragmento NO2, presenta buenas 

propiedades de fluorescencia, por lo que se hicieron los estudios correspondientes. 

además de estudios por espectroscopía de RMN 1H de reconocimiento de aniones, 

todos con tetrabutilamonio como contraión.  

 

Para el caso particular del ion acetato, el cambio en el espectro UV-Vis es muy ligero 

y comprueba la ausencia de la desprotonación. En la figura 59a,b se muestran los 

espectros de emisión para la titulación de la tiourea 6 con NBu4+AcO-, donde se 

observa primero una disminución de la fluorescencia y posteriormente un aumento 

de fluorescencia en 500 nm. El ajuste de estos datos con HypSpec muestra la 

formación de complejos de estequiometria 1:1 y 1:2 con valores de K1 = 2.7x106 M-

1 y K2 = 6800 M-1 para la formación de complejos con uno y dos aniones de acetato. 
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Figura 59. Espectros de emisión para la titulación de [tiourea 6]= 2x10-5 M con NBu4

+AcO- en DMSO , (a) 

acetato 0-2.8 x10-4 M, (b) acetato 3.5 x10-4 – 7.42x10-3 M, (c) perfil de intensidad de emisión vs. 

concentración para la emisión a 500 nm.  
 

En la figura 60 se muestran los espectros de RMN 1H para la titulación de la tiourea 

6 con acetato donde se observa que las señales para los NH de la tiourea libre están 

en 9.70 y 9.64 ppm y posteriormente al tener un exceso del ion AcO- ambas señales 

se convierten en una sola señal que se ensancha con un desplazamiento químico 

de 12.11 ppm. El ensanchamiento de dichas señales se puede atribuir a que el 

equilibrio dinámico entre el receptor libre y acomplejado está en escala de tiempo 

intermedio para espectroscopia de RMN, es decir el tiempo de vida del complejo no 

es suficientemente largo para observar señales de las formas libre y acomplejada 

por separado con su ancho normal, pero tampoco es suficientemente corto para 

observar un señal promedio estrecho. 
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Figura 60. Espectros de la titulación seguida por RMN 1H para la [tiourea 6]= 10 mM con NBu4

+AcO- (5-

20 mM) en DMSO-d6. 

 

El desplazamiento de las señales a campo bajo indica la formación de un complejo 

por enlaces de hidrógeno (ver estructura en la figura 60) y el análisis numérico de 

los resultados da un valor de la constante de asociación de 260 M-1. Esta constante 

es mucho menor que las constantes estimadas de los datos obtenidos por 

fluorescencia. Además, las señales de los protones del grupo hidroxibenzimidazol 

desaparecen desde la primera adición del acetato. Esto indica que los cambios en 

fluorescencia no están asociados a la complejación del acetato por el grupo tiourea 

y reflejan la interacción con los grupos OH y NH del hidroxifenilbenzimidazol que 

probablemente interactúan con anión más fuertemente por ser más ácidos que NH 

de urea (ver arriba). 

 

La interacción de la tiourea 6 con el ión fluoruro fue acompañada por un fuerte 

aumento de la fluorescencia; sin embargo, mostró un perfil de concentración del 

anión inesperadamente complicado que no se ajusta a un modelo de interacción 

sencillo 1:1 y probablemente refleja una agregación del receptor inducida por 

fluoruro. 
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Otro de los aniones probados fue el H2PO4- donde en el estudio por RMN 1H se 

observa que hay un desplazamiento de los protones de los NH de la tiourea y un 

ensanchamiento conforme se aumenta la concentración de aniones H2PO4-, 

mientras que las señales de NH y OH del benzimidazol desaparecen casi desde la 

primer adición del anión H2PO4- (figura 61). 

 
Figura 61. Espectros de RMN 1H para la titulación de la [tiourea 6]= 10 mM con el anión H2PO4

- (5-20 

mM) en DMSO-d6 

 

En el apilado de espectros que incluye la parte de las señales de protones 

aromáticos no es posible ver con mucho detalle las señales que involucran a los 

protones que se asocian con el anión fosfato, por lo que se presentan en la figura 

62 una ampliación. Se puede observar que el desplazamiento que ocurre en los 

protones de los NH de la tiourea va desde 9.70 y 9.64 ppm a 12.07 y 11.15 ppm en 

la última adición que equivale a 2 equiv. del anión fosfato con respecto a la tiourea 

6. Por otro lado, en el caso de los protones que corresponden al OH y NH del 

benzimidazol, se observa que aun en la primera adición del anión fosfato (que 

equivale a 0.5 equiv. del anión con respecto a la tiourea 6) se ve un desplazamiento 

así como un ensanchamiento de la señal que va desde 13.20 y 13.10 ppm a 13.68 

ppm con un ensanchamiento de la señal y su posterior desaparición, lo que sugeriría 
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una desprotonación. El ajuste numérico de estos datos permite estimar la constante 

de asociación Kass= 920 M-1.  

 
Figura 62. Ampliación de los espectros de RMN 1H para las señales de NH1, NH2, NH y OH para la 

[tiourea 6]= 10 mM con el anión H2PO4
- (5-20 mM) en DMSO-d6  

 

Asimismo, para la titulación seguida por fluorescencia, en la figura 63 se ve que hay 

un aumento en la intensidad de la fluorescencia conforme incrementa la 

concentración de dihidrogenfosfato. El ajuste de este perfil da la constante de 

estabilidad K = 630 M-1 cercana a la constante determinada por RMN 1H. 
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Figura 63. Espectros de emisión para la titulación de la [tiourea 6]= 2x10-5 M con el anión 

dihidrogenfosfato (4-740M) 
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Se hizo el estudio de la titulación para la tiourea 6 con el ion metálico Zn(II), donde 

se observa que no hay desplazamiento alguno de las señales de los NH de la tiourea 

y tampoco para los NH y OH pertenecientes al benzimidazol, los cuales solo sufren 

un ensanchamiento, por lo que podría considerarse que la interacción entre Zn(II) y 

6 es débil (figura 64). 

 
Figura 64. Espectros de RMN 1H para la titulación de la [tiourea 6]= 10 mM con Zn(OTf)2 c en DMSO-d6  

 

Por otro lado, se realizó un estudio más detallado de la parte aromatica de los 

espectros, haciendo una comparación entre el espectro inicial (figura 65a) al que se 

le asignaron las señales para los protones de la tiourea 6 libre y la tiourea 6 con 1.5 

equiv. de Zn(II) (figura 65b), en donde estructuralmente se observa que los protones 

cercanos al sitio de complejación son los que más se ven afectados, es decir, los 

protones H6 y H9 del benzimidazol. 
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Figura 65. Asignación de señales de protón en (a) El espectro de RMN 1H para [tiourea 6]= 10 mM y (b) 

espectro de tiourea 6 con 1.5 equiv. de Zn(II) en DMSO-d6. 

La interacción débil con Zn(II) se confirmó posteriormente con su estudio por 

fluorescencia, donde se observó un efecto casi nulo para la complejación de la 

tiourea 6 con el Zn(II). Este mismo estudio de fluorescencia se hizo para otros iones 

metálicos con la tiourea 6 ya que cuenta con propiedades fluorescentes a diferencia 

de la tiourea 7. Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 6 con sus 

respectivas constantes de asociación Keq. 

 

Tabla 6. Efecto en la fluorescencia para distintos iones metálicos con la 

tiourea 6 y su Keq 

Mn+ 
Efecto en la 

fluorescencia 
Keq [M-1] 

Eu(III) Aumento por 10% NC 

Sn(IV) Disminución por 10% 6x103 

Cu(II) Apagamiento completo 8x103 

Zn(II) Sin efecto NC 

 

Adicionalmente se hicieron pruebas de manera conjunta de fluorescencia para el 

anión acetato con el ion Zn(II), esto debido a que, los experimentos realizados para 

la tiourea 6 únicamente con el ion metálico Zn(II) mostraron que no existía respuesta 
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alguna, pero, para el caso del anión acetato hubo un cambio en la intensidad de la 

fluorescencia. Como se observa en la figura 66, en presencia de acetato los cationes 

de Zn(II) producen un cambio en la intensidad de la fluorescencia de 6, sin embargo, 

el efecto es demasiado leve para permitir una estimación de la constante de 

asociación.  

 
Figura 66. Espectros de emisión para la titulación de la [tiourea 6]= 2x10-5 M + [AcO-]= 5x10-4 M y 

adiciones de Zn(OTf)2  
 

Lo mismo se hizo para Cu(II), donde se ve que conforme aumentan las adiciones 

de Cu(II) hay una disminución en la intensidad de la fluorescencia (figura 67).  
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Figura 67. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [tiourea 6]= 2x10-5 M y [NBu4

+AcO-]= 5x10-4 

M y adiciones consecutivas de Cu(OTf)2 (4-56 M) (b) perfiles de intensidad de la fluorescencia vs. 

concentración de Cu(II) con y sin acetato. 
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Los cambios en la fluorescencia de 6 inducidos por Cu(II) con y sin acetato son 

iguales, pero en presencia de acetato la interacción es mucho más fuerte (figura 

67b) con una constante de asociación Kass 9.2x105 M-1, cien veces mayor que sin 

acetato lo que podría sugerir que el AcO- influye en la interacción del Cu con el 

receptor tiourea 6, es decir, existe un efecto de cooperatividad positiva.  

 

5.2.5 Estudios para la interacción de la urea 5 con aniones 

Finalmente se hicieron pruebas para la urea 5, la cual es la menos ácida y al no 

contar con el fragmento NO2 tiene mejores propiedades fluorescentes.  

 

En el caso del ión fluoruro se observa saturación y un aumento de la fluorescencia 

(figura 68a) que se ajusta a una constante sobresaliente del orden de 107 M-1 (figura 

68b, la constante es demasiado grande para calcularla con precisión mejor de un 

orden de magnitud). 

 

 
Figura 68. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M y NBu4

+F- (4-234 M) en 

DMSO excitación 343 nm. (b) perfil de intensidad de la fluorescencia vs. concentración para la titulación  

 

De manera conjunta se realizó la titulación mediante la técnica de RMN 1H (figura 

69), donde podemos observar que al agregar medio equivalente del ion fluoruro, 

desaparecen los protones tanto del OH, como el de NH del benzimidazol, pero del 

lado de la urea existe un desplazamiento de los NH que va de 8.48 y 8.68 a 8.61 y 
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8.9 ppm indicando la formación de un complejo por enlaces de hidrógeno a alta 

concentración de fluoruro. El perfil del desplazamiento vs. concentración del fluoruro 

es lineal hasta la concentración de 13 mM, que significa la interacción débil. Es 

imposible calcular la constante de asociación de estos datos que no debe ser mayor 

de 10 M-1.  

 
Figura 69. Titulación seguida por RMN 1H para la [urea 5] = 10 mM con NBu4

+F- (5-20 mm) en DMSO-d6
 

 

Con la ayuda del programa MNova y haciendo la integración de las señales, se hizo 

la asignación de los protones aromáticos de la urea 5 libre, antes de la titulación y 

con 1 equivalente de anión fluoruro, donde se observa que, debido a la interacción 

que existe, todas señales aromáticas van a campo alto y algunas de las señales se 

separan, por ejemplo, H5 y H12 (figura 70). El desplazamiento al campo alto se 

interpreta como el efecto inductivo por parte del anion, que aumenta la carga 

negativa sobre anillos aromáticos y induce mayor protección de protones.85  
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Figura 70. Asignación de señales de protón en (a) espectro inicial de RMN 1H para [urea 5]= 10 mM sin 

asociarse y (b) espectro de urea 5 con 1.0 equiv. de NBu4
+F- en DMSO-d6. 

En el estudio de la titulación realizado por fluorescencia para la urea 5 y el 

NBu4+AcO- se observa un comportamiento parecido a lo de fluoruro (comparar 

figuras 71 y 68), pero con una constante de estabilidad K=6x103 M-1 mucho más 

baja. Además, se observa una disminución de fluorescencia a altas concentraciones 

de acetato probablemente por un proceso de apagamiento no especifico.  

 
Figura 71. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M, excitación 343 nm (b) perfil 
de intensidad de la fluorescencia vs. concentración para la titulación por fluorescencia para la urea 5 y 

NBu4
+AcO- (0.4 Mm - 4mM) en DMSO  
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De la figura 72 se observa un desplazamiento de los protones de los NH de la urea 

que va de 8.68 y 8.48, hasta 11.32 y 11.21 ppm, lo que indica que hay una 

asociación y la formación de puente de hidrógeno con el anión acetato. De igual 

manera H6 y H9 se vean afectados lo que sugiere que el ion AcO- también interactúa 

con el benzimidazol.  

 
 

Figura 72. Apilado de espectros para la titulación de RMN 1H para la [urea 5]= 10 mM con NBu4
+AcO- 

(10-30 mM) en DMSO-d6 
 

La constante de asociación calculada de los datos de RMN (Kass=700 M-1) es más 

baja que la constante calculada por fluorescencia, pero la diferencia no es tan 

grande como en el caso de F-.  

 

La Tabla 7 presenta un resumen de las constantes de estabilidad de los complejos 

de los receptores 5 – 7 con diferentes aniones obtenidas por dos diferentes técnicas: 

RMN 1H y fluorescencia. La interacción predominante con el receptor más ácido 7 

es la desprotonación y solo con un anión no-básico Cl- se forma un complejo por 

puentes de hidrógeno, pero de baja estabilidad. Por otro lado, los receptores 5 y 6 

no muestran afinidad detectable con Cl-, pero presentan alta (a veces muy alta), 

afinidad a los aniones más básicos. Las mediciones por RMN 1H basadas en el 

desplazamiento de señales de NH de (tio)urea siempre corresponden a la formación 

de complejos por puentes de hidrógeno con estos grupos funcionales. Las 
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mediciones por fluorescencia pueden reflejar esta misma interacción, pero además 

un cambio en la intensidad de fluorescencia puede ser el resultado de la interacción 

del anión con los otros dos grupos donadores de protones, es decir, el OH y NH de 

fenol y benzimidazol, que son más ácidos que el NH de la urea (ver arriba). Es 

razonable suponer que en los casos cuando las constantes de estabilidad 

determinadas por ambas técnicas son muy diferentes (F- con 5, AcO- con 6 y AcO- 

con 5) las constantes típicamente más grandes determinadas por fluorescencia 

reflejan las interacciones de aniones con estos grupos más ácidos. De los 

resultados por RMN 1H observamos que en todos estos casos las señales de OH y 

NH desaparecen en presencia de aniones.  

 

Tabla 7. Constantes de estabilidad (M-1) de complejos de receptores 5 – 7 
con aniones en DMSO determinados por fluorescencia y por RMN 1H 

  AcO- F- H2PO4- Cl- 

  fluorescencia RMN 1H fluorescencia RMN1H fluorescencia RMN1H fluorescencia RMN1H 
5 6.0x103 7.0x102 9.0x106 <10         
6 2.7x106 2.6x102   6.3x102 9.2x102   

7 desprotonación desprotonación desprotonación   42 
 

5.2.6 Estudio de la interacción de la urea 5 con distintos cationes metálicos  

Se estudió también la interacción del receptor más básico 5 con distintos cationes 

metálicos mediante fluorescencia, de donde podemos decir que no hubo mucho 

efecto, ya que el único que presentó una disminución de la fluorescencia fue el 

Cu(II), dichos estudios se realizaron en DMSO (tabla 8).  

 

Tabla 8. Constantes de estabilidad de complejos metálicos de 5 en DMSO 

Mn+ Efecto en la fluorescencia Keq 

Eu(III) Sin efecto NC 

Sn(IV) Sin efecto NC 

Cu(II) Disminución 1.1x104 

Zn(II) Sin efecto NC 
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Además, se hicieron estudios de cooperatividad para la urea usando 

simultáneamente cationes metálicos con el ion acetato. En todos los casos la 

adición del acetato (la concentración de NBu4+AcO- 0.5mM, es decir, 25 veces 

mayor que la de la [urea 5]= 0.02 mM) incrementó dramáticamente la interacción 

del catión metálico con 5, lo que se puede atribuir a la desprotonación del ligante 

con el anión, lo que facilita la coordinación del metal.  

 

En la figura 73 se demuestra el efecto de acetato a la interacción con Eu(CF3SO3)2.  

 
Figura 73. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M con AcO- 0.5 mM y 

aumento de la concentración de Eu(CF3SO3)2 (4 M-1 mM), en DMSO, excitación 343 nm (b) perfil de 
concentración para la titulación por fluorescencia para la urea 5 con el ion Eu(III)  

 

La complejación de 5 con Eu(III) procede con una constante de estabilidad 

relativamente grande 1.0x103 M-1 y extinción de la fluorescencia. También, con el 

ion Cu(II), conforme aumenta la concentración de Cu(CF3SO3)2 la intensidad de la 

fluorescencia comienza a disminuir hasta la extinción completa, y la constante de 

asociación calculada K= 2.0x106 M-1 es cien veces más grande que en ausencia del 

anión (figura 74 y Tabla 8). 
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Figura 74. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M con AcO- 0.5 mM y 

aumento de la concentración de Cu(CF3SO3)2 (4 - 83 M), en DMSO, excitación 343 nm (b) perfil de 
concentración para la titulación por fluorescencia para la urea 5 con el ion Cu(II)  

. 

 

Para iones metálicos como es el caso de Zn(CF3SO3)2 y Me2SnCl2 (figuras 75 y 76), 

con constantes de K=1.1x104 M-1 y K=1x103 M-1, respectivamente, se observa que 

posterior a la adición del ión metálico hay una disminución de la banda que está a 

470 nm que corresponde a la urea con AcO- y por otro lado un aumento de la banda 

que aparece a 425 nm. El espectro final a la saturación con el metal representa el 

espectro de emisión del complejo metal-5.  

 
Figura 75. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M con AcO- 0.5 mM y 

aumento de la concentración de Zn(CF3SO3)2 (4 - 83 M), en DMSO, excitación 343 nm (b) perfil de 
concentración para la titulación por fluorescencia para la urea 5 con el ion Zn(II), 



[90] 

 

 
Figura 76. (a) Espectros de emisión para la titulación de la [urea 5]= 2x10-5 M con AcO- 0.5 mM y 

aumento de la concentración de Me2Sn(IV) (4 - 825 M), en DMSO, excitación 343 nm (b) perfil de 
concentración para la titulación por fluorescencia para la urea 5 con el ion Me2Sn(IV). 

 

 

Los estudios de los receptores 5-7 todavía están en una etapa preliminar que no 

permite hacer conclusiones definitivas; sin embargo, ya en ésta etapa algunos 

aspectos de su funcionamiento están claros.  

 

El receptor 7 por su alta acidez no presenta interacción con metales y en su 

interacción con aniones básicos (acetato, fluoruro, fosfato) predomina el proceso de 

desprotonación. Puede servir como receptor para cloruro, pero en DMSO, que es 

un solvente polar, la afinidad hacia cloruro es muy baja. Con este receptor tiene 

sentido continuar los estudios de reconocimiento de aniones en un medio de menor 

polaridad, por ejemplo, acetonitrilo que fortalece las interacciones por puentes de 

hidrógeno y es menos favorable para la desprotonación.  

 

El receptor 6 se comporta de manera inesperadamente complicada. En algunos 

casos no se pueden atribuir los cambios espectrales inducidos por aniones y 

cationes a ningún modelo razonable. Además, no presenta buenas respuestas 

ópticas para poder funcionar como un sensor eficiente.  
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Por otro lado, el receptor 5 es el más prometedor como un sensor bifuncional, ya 

que presenta fuertes cambios en la fluorescencia tanto en presencia de aniones 

como de cationes metálicos junto con aniones. Por ejemplo, el análisis de la parte 

lineal inicial del perfil de concentración de F- en la Figura 68b indica que este anión 

puede detectarse a la concentración tan baja como 1x10-6 M por un aumento de 

fluorescencia a 462 nm. Asimismo la concentración del catión de Zn(II) puede 

medirse con un límite de detección de 0.6 M o 6x10-7 M (calculado como 3/m, 

donde  es la desviación estándar del blanco y m es la pendiente de la curva de 

calibración) con el mismo receptor 5 en presencia de 0.5 mM de acetato por su 

efecto en la intensidad de fluorescencia a 420 nm, figura 77.  
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Figura 77. La curva de calibración para la determinación de Zn(CF3SO3)2 en DMSO, con el receptor 5 en 

presencia de 0.5 mM de NBu4
+AcO- (la extensión de la parte inicial del perfil en la figura 70b) que sigue 

a la ecuación lineal I420 = (28900±400) + (2030±20)[Zn(II)] (M). 

 

La cooperatividad de las interacciones con cationes y aniones observada con el 

receptor 5 es interesante con respecto a la posibilidad del uso del receptor 5 para la 

construcción de una compuerta lógica, que es una de las direcciones novedosas en 

el uso de receptores moleculares.87 Por ejemplo, los resultados con el anión acetato 

y catión Zn(II) presentan un comportamiento de una de las compuertas básicas AND 

(figura 78). Los datos experimentales de la figura 75a muestran que a longitud de 

onda de 421 nm el receptor libre presenta fluorescencia baja, la cual no está 
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afectada por las adiciones de acetato y Zn(II) por separado, pero muestra un fuerte 

aumento al añadirlos juntos. En otras palabras, el sistema produce una señal solo 

cuando ambos componentes están presentes.  

 
Figura 78. Señales de emisión de salida para el receptor 5 como compuerta lógica AND; 0 significa 

ausencia del componente y 1 es la presencia de 0.5 mM del componente. El receptor se usa a 

concentración de 2x10-5 M en DMSO. 
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6 Conclusiones 

 

La 3-hidroxiquinolona 3 acuosa forma un complejo aniónico con el ácido 

fenilborónico promovido por un efecto micelar de un tensoactivo catiónico. El 

proceso está acompañado por un fuerte desplazamiento del máximo de 

fluorescencia de 3 gracias a eliminación de la posibilidad del ESIPT con la 

observación de un punto isoemisivo que permite el diseño del método ratiometrico 

de determinación de polioles por el método del desplazamiento de indicador. 

 

El método desarrollado tiene selectividad entre azúcares hacia fructosa y 

nucleótidos comparando con nucleósidos, y permite la estimación de la cantidad del 

azúcar a simple vista (naked eye) gracias al cambio de color de la emisión entre 

verde y azul. Además, una característica importante del nuevo sensor es un rango 

dinámico inusualmente amplio que incluye la variación de la concentración del 

analito hasta 2 órdenes de magnitud. Esta fuerte extensión del intervalo dinámico 

lineal en el método ratiométrico es una mejora útil, la cual parece haber sido 

ignorada hasta ahora ya que no existen antecedentes que demuestren lo contrario.  

 

La estabilidad de los complejos de 3-hidroxiquinolona N-metilada 4 con cationes 

metálicos es intermedia entre la de 3-hidroxipirona y 3-hidroxipiridinona que son 

ligantes conocidos de estructuras similares. La complejación de 4 con metales de 

transición [Cu(II), Fe(II/III), Ni(II), Co(II) y Cd(II)] así como Eu(III) y Pb(II) extingue la 

fluorescencia mientras que Zn(II) y metales del bloque p ligeros [Al(III), Ga(III), 

Be(II), Me2Sn(IV)] aumentan la fluorescencia. La intensidad de la fluorescencia con 

el último grupo de metales muestra una tendencia en la que, por lo general, solo los 

complejos ML presentan un aumento de la fluorescencia, pero los complejos de tipo 

ML2 tienen una fluorescencia menor que el ligante libre debido a la transferencia 

electrónica intramolecular entre ligantes coordinados, que es imposible en 

complejos ML.  
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Los estudios preliminares con nuevos receptores bifuncionales que contienen en 

sus estructuras el grupo 2-(2’-hidroxifenil)-benzimidazol, un fluoróforo con ESIPT, 

con la capacidad de complejación con metales, y un grupo diaril(tio)urea con 

capacidad de complejación de aniones, comprueban la posibilidad de la elaboración 

de nuevos sensores ópticos para la detección de cationes y aniones con el mismo 

sensor. Algunos de estos receptores tienen el compartimiento de compuertas 

lógicas.  
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7 Procedimiento experimental  

7.1 Aspectos generales 

Los disolventes empleados en todas las reacciones son grado reactivo. Los 

componentes de las disoluciones buffer (CHES, MOPS, MES, así como HTAB, 

HTAC, HTAH, SDS, TWEEN-20, TritonX-100), fueron usados como fueron 

suministrados, al igual que las materias primas. La concentración micelar critica 

CMC de HTAB fue determinada por la variación de la tensión superficial de 

aire/disolución acuosa de tensión superficial como función de la concentración de 

los tensoactivos.  

 

La purificación de todos los compuestos se llevó a cabo mediante cristalización o 

cromatografía flash con sílica gel 60 (0.40-0.63 mm, 230-400 mesh), también se 

utilizó alumina y disolventes grado técnico, el monitoreo de las reacciones se hizo 

por cromatografía en capa fina (TLC) sobre cromatofolios de sílica gel F254, y en 

caso de ser necesario de óxido de aluminio, utilizando como agente revelador luz 

UV. 

 

Los espectros de RMN 1H y 13C fueron obtenidos a 300 y 75 MHz, respectivamente, 

en un espectrómetro Varian Inova (300 MHz), Bruker Avance. La determinación se 

hizo con DMSO-d6 como disolvente. Los desplazamientos químicos (δ) se reportan 

en ppm. La multiplicidad de las señales en espectros de RMN 1H se indica con las 

abreviaturas (s) simple, (d) doblete, (t) triplete, (c) cuadruplete, (m) multiplete y (a) 

ancha. 

Las titulaciones y los espectros medidos por UV-Vis se realizaron en un 

espectrofotómetro de arreglo de diodos de Thermo Scientific Evolution diodearray, 

equipado con un recirculador a una temperatura constante de 25+0.1 °C. Las 

titulaciones y los espectros obtenidos por fluorescencia se hicieron en el equipo se 

midieron en un espectrofluorometro de HORIBA, FluoroMax. 

 

Todos los errores relativos para los ajustes de K están por debajo de +20% 
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Todos los errores relativos para la medición del pH son de +0.01 

7.2 Métodos de síntesis  

Para la obtención de los antranilatos precursores, así como para las 

hidroxiquinolonas 3 y 4 se siguió la ruta de síntesis reportada por Hradil y 

colaboradores.27 

 

 2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (3). 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  11.64(br. s, 1H, NH), 8.17 (d, J ¼ 7.8 Hz, 1H), 

7.81(d, J ¼ 7.1 Hz, 2H), 7.74 (d, J ¼ 8.4 Hz, 1H), 7.61–7.52 (m, 4H), 7.28(t, J ¼ 7.8 

Hz, 1H);  

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6)  170.5, 138.5, 138.3, 132.8, 132.1, 131.1, 129.7, 

129.7, 128.8, 124.9, 122.5, 122.3, 118.9. 

Anal. calc. para C15H11NO2 DMF: C 69.66,H 5.85,N 9.03; encontrado C 69.71, H 

5.23, N 9.34. 

MS (FAB, m/z) 237 [M]+ 

Pto. de fusión  276–279 °C 

 

1-metil-2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (4).  

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  8.15 (d, J ¼ 8.5 Hz, 2H),7.81(d, J ¼ 7 Hz, 2H), 7.72 

(d, J ¼ 8 Hz, 1H), 7.57(m, 4H), 7.27 (t, J ¼ 7 Hz,1H), 3.52 (s, 3H);  

RMN 13C (75 MHz; DMSO-d6)  187.3, 178.7, 169.2, 138.9, 138.8, 136.8, 132.4, 

131.23, 129.8, 129, 128.6, 125.1, 123.2, 22.1, 117.0, 37.0 
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Anal. calc. para C16H13NO2: C 76.48, H5. 21, N 5.57; encontrado: C 74. 24, H 6. 65, 

N5. 10.  

MS (FAB,m/z) 251 [M]+ 

Pto. de fusión  273–276 °C. 

 

Para la obtención del 4-amino-2-benzimidazol-1-fenol se siguió la ruta reportada por 

Barni y colaboradores.88 

 

Procedimiento general para la síntesis de ureas y tioureas.  

En un matraz de fondo redondo provisto de una barra magnética, a temperatura 

ambiente, en agitación y bajo atmosfera de nitrógeno, se colocó la 4-amino-2-

benzimidazol-1-fenol (0.21 mmol, 1 equiv.) con el isocianato/isotiocianato 

correspondiente (0.23 mmol, 1.1 equiv.) con THF como disolvente (previamente 

secado con malla molecular), al término de 18 horas se detuvo la agitación y el 

precipitado resultante se filtró a vacío y se cristalizó en MeOH. 

 

N
H

N
H

O
HO

N

NH
5 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-fenilurea 

(5)  

300 mg del benzimidazol (1.3 mmol, 1 equiv.) y 175 mg de fenilisocianato (1.46 

mmol,  1.1 equiv.). Se obtuvieron 234 mg de un sólido blanco con un rendimiento 

de 51%. 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  6.94-7.01 (m, 2H), 7.23-7.34 (m, 5H), 7.46-7.51 (m, 

2H), 7.66 (dd, J1= 33 Hz, J2=6 Hz, 2H), 8.48 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 12.83 (s, 1H), 

13.19 (s, 1H). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6)  112.32, 117.21, 117.31, 117.36, 117.95, 118.34, 

121.72, 122.81, 123.81, 124.15, 128.66, 128.98, 131.17, 139.92, 151.50, 152.99, 

153.54, 153.56. 
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EM-TOF: [m/z, (%)] = [345.13, (80)] [M] +, [346.13, (20)] [M+2]+,  [101.00, (50)] [M-

244+]  

Pto. de fusión: por arriba de 400 °C 

 

N
H

N
H

S
HO

N

NH
6 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-

feniltiourea (6) 

600 mg del benzimidazol (2.66 mmol, 1 equiv.) y 0.56 mL de fenilisotiocianato (2.93 

mmol, 1.1 equiv.). Se obtuvieron 416 mg de un sólido color salmón pálido con un 

rendimiento de 43%. 

rendimiento de 43%. 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  7.02-7.07 (m, 1H), 7.10-7.18 (m, 1H), 7.23-7.37(m, 

5H), 7.46-7.53 (m, 2H), 7.67 (dd, J1= 36 Hz, J2=6 Hz, 2H), 8.08 (d, J= 2.43 Hz, 

1H)9.68 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 13.14 (s, 1H), 13.24 (s, 1H). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) 111.65, 112.40, 117.23, 118.03, 122.52, 123.39, 

124.18, 124.27, 124.60, 128.44, 130.00, 130.67, 133.25, 139.56, 140.90, 151.37, 

155.94, 180.67. 

EM-TOF: [m/z, (%)] = [689.26, (39)] [2M] [345.13, (80)] [M+], [346.13, (20)] [M+2]+,  

[101.00, (50)] [M-259.44+]  

Pto. de fusión: descomposición a 310 °C  

 

 

N
H

N
H

S
HO

N

NH

NO2

7 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(4-

nitrofenil)tiourea (7) 
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300 mg del benzimidazol (1.3 mmol, 1 equiv.) y 0.28 mL de fenilisotiocianato (1.46 

mmol, 1.1 equiv.). Se obtuvieron 265 mg de un sólido amarillo, con un rendimiento 

de 50%. 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6)  7.06 (d, J=6.54 Hz, 1H) 7.22-7.35 (m, 3 H) 7.66 (dd, 

J1= 5.73 Hz, J2=38.43 ), 7.84-7.91 (m, 2H), 8.08 (d, J = 1.83 Hz, 1H), 8.24-8.18 (m, 

2H) 10.13 (s, NH), 10.29 (s, NH), 13.19 (m, NH,OH). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) 111.67, 112.43, 112.59, 117.44, 118.03, 122.05, 

122.60, 123.39, 124.00, 124.30, 126.44, 129.64, 130.21, 142.45, 146.43, 151.21, 

156.16, 180.34. 

EM-TOF: [m/z, (%)] = [406.09, (100)] [M+], [407.10, (26)] [M+2]+,  [371.01, (6)] 

[308.98, (10)] [292.99, (12)] [268.05, (22)] [226.09, (8)] 

Pto. de fusión: descomposición a 265 °C  
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Espectro de RMN 1H de 2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (3) 
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Espectro de RMN 1H de 1-metil-2-fenil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (4) 
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Espectros de RMN 1H y masas de 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-

fenilurea (5)  

 

 
  



[105] 

 

 
  



[106] 

 

Espectros de RMN 1H y masas de 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-

feniltiourea (6) 
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Espectro de RMN 1H de 1-(3-(1H-benzo-imidazol-2-il)-4-hidroxifenil)-3-(4-

nitrofenil)tiourea (7) 
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8 Apéndices 

 

8.1 Análisis mecánico cuántico de las propiedades fluorescentes de 

los complejos de Al3+ con el ligante 4. 

Por otro lado, en colaboración con nosotros el Dr. Arturo Jiménez realizó el análisis 

mecánico cuántico de las propiedades fluorescentes de los complejos de Al3+ con 

el ligante 4. 

Para tener una mejor idea de la naturaleza de este fenómeno, las propiedades 

electrónicas de los complejos 1:1 y 1:2 de Al3+ con el ligante 4 fueron analizadas 

teóricamente. Las estructuras calculadas para los complejos ML y ML2 en la figura 

79, fueron obtenidas a partir de la estructura cristalina de 4 reportada 

anteriormente47 y asumiendo que el modo de complejación del ion metálico es tal 

como para 2. La estructura calculada para AlL2+ puede compararse con las 

estructuras reportadas para los complejos de Al(III) con la misma composición, pero 

con HL = 1.73, 89. En lo que respecta al anillo de piridinona de 4, la complejación de 

los iones de Al(III) en el complejo 1:1 modifica fuertemente su geometría; se observó 

una estructura tipo pironio73 con distancias de enlace de C1–C2 =1.44 Å, C2–C3 

=1.43 Å, C3–C4 = 1.42 Å, C4–N5 =1.43 Å, N5–C6 =1.32 Å, C6–C1 =1.49 Å, lo cual 

sugiere una pequeña alternación de longitud de enlace (BLA por sus siglas en 

inglés: bond-length alternation, que se define como la diferencia entre enlaces 

cortos y largos en una molécula conjugada). Así, esta polarización molecular a 

través del ion metálico, concuerda con la conservación de la aromaticidad en la 

piridinona. Sin embargo, dichos BLAs observados en el complejo 1:1 no se 

preservan en el complejo 1:2, donde el anillo de piridinona cita para distancias de 

C1–C2 =1.43 Å, C2–C3 =1.39 Å, C3–C4 =1.43 Å, C4–N5 =1.40 Å, N5–C6 =1.44 Å, C6–

C1 =1.38 Å, lo que sugiere una mayor alternación de longitud de onda. Una 

alternación pequeña o igual a cero, indica un comportamiento aromático o una 

deslocalización π-electrón y alternancia más grande apunta a un carácter de enlace 

simple y doble separado. Este resultado además sugiere un proceso de 

desactivación radiativa menos efectivo en el complejo 1:2, comparado con el 
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complejo 1:1. Además, la redistribución electrónica en el complejo 1:2 permite una 

fuerte variación en el ángulo N-diedro en la quinolinona, inhibiendo así el canal de 

desactivación radiativa de AlL2+ por un proceso de conversión interna.  

 

Interesantemente, la geometría casi plana alrededor del átomo de nitrógeno en el 

ligante libre se conserva en el complejo ML (ángulos diedro entre CMe-N-CAr y CAr-

N-CAr 173.0 o y 175.3o respectivamente), pero en el complejo ML2 el átomo de 

nitrógeno se vuelve más piramidal con el ángulo diedro de 137.4°. Por lo tanto, la 

densidad de carga total del ion metálico Al(III) induce una fuerte polarización del 

ligante, alterando así el proceso de transferencia interna de carga (ICT) y la 

disminución del tiempo de vida de la fluorescencia en el complejo 1:2, como se 

sugirió previamente.71 

 

 
Figura 79. Estructura cristalina de 4 y estructuras simuladas de sus complejos con Al3+. 

 

TD-DFT provee un buen punto de referencia en la determinación de propiedades 

espectroscópicas debido a la descripción precisa de la energía potencial de 

superficies del estado basal y excitado. A pesar de eso, en la mayoría de los casos, 

los resultados convencionales de TD-DFT en una descripción de un estado excitado 

en términos de varias excitaciones electrónicas individuales de un orbital virtual 

ocupado. Por otro lado, todas las contribuciones de una excitación electrónica dada 

pueden ser clarificadas por un análisis de Transición Natural Orbital (TNO)90, el cual 

provee una representación de orbital compacto de la transición electrónica a través 

de una configuración única de una interacción hole y electrón en un estado 

particular. Consecuentemente, el proceso de transferencia de electrón fotoinducida 
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no está representado por un simple cambio en la ocupación orbital molecular 

elemental, pero en una distribución hole-electrón.  

 

La figura 80 muestra la distribución de TNO para 4 (HL), Al(L)2+ y Al(L)2+. Para el 

ligante HL el hole se distribuye alrededor de la parte de la hidroxiquinolinona, 

mientras que el electrón es principalmente distribuido alrededor de la unidad de 

fenilo con una contribución de la hidroxiquinolinona, confiriendo una distribución 

homogénea para la transición electrónica.  

 

Los parámetros para cada transición electrónica son mostrados en la figura 80, los 

cuales proveen los valores de la longitud de onda en nanómetros, la fuerza del 

oscilador (f) y el coeficiente TNO (w) representando la extensión a la cual la 

excitación electrónica puede ser escrita como una única excitación. Además, la 

banda de minima energía observada experimentalmente alrededor de 500 nm 

puede ser adscrita los niveles HOMO-LUMO por simple comparación con el 

espectro calculado de 4. Un patrón similar es observado para las configuraciones 

del HOMO-1–LUMO, pero en el caso de la configuración HOMO-LUMO+1 tanto 

como el hole y el electron, están localizados a través de la molécula dando lugar a 

una banda de absorción de mayor energía.  Una distribución de tipo hole-electron 

similar es observada para los complejos, sin embargo, en el caso ded [Al(L)] (figura 

80, entradas C-D) el hole TNO esta mayormente distribuido en el ion metálico Al y 

el ligante 4, mientras que el electron está distribuido únicamente en el ligante 4, 

confiriendo asi un carácter de transferencia de carga de metal a ligante (MLCT) a 

esta transición electrónica con una alta probabilidad de desactivación radiativa S1 

→ S0. Interesantemente, este efecto no se observa para [Al(L)2] (figura 80, entradas 

E-M) y únicamente se observa la contribución del metal para la transición de 

absorción, S0 → S1. La transición d emisión de baja energía  (S1 → S0) involucrea 

una fuerte redistribucion de electron con carácter transferencia de carga inter-ligante 

(ILCT) promoviendo una desactivación no radiativa.91 en el caso de las transiciones 

de absorcion, un claro proceso de MLCT ocurre con una polarización de electrón 

cuadrupolar del centro metálico a los ligantes como se muestra en la figura 80, 
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entrada E o una polarización dipolar como se muestra en las entradas F y G. Para 

las emisiones de transición de ILCT solo la polarización dipolar es observada para 

todas las configuraciones de hole-electron entre uno de los ligantes de todo el 

complejo y viceversa, figura 80, entradas H-M.  

 

 Hole Electron 

A)   HQ2 

S0 

E = 3.558 eV 

f = 0.069 

w = 0.93   
B)   HQ2 

S1 

E = 3.632 eV 

f = 0.173 

w = 0.98   
C) [Al(HQ2)] 

S0 

E = 3.230 eV 

f = 0.098 

w = 0.88   

D) [Al(HQ2)] 

S1 - MLCT 

E = 3.269 eV 

f = 0.121 

w = 0.96 
  

E) [Al(HQ2)2] 

S0 - MLCT 

E = 2.552 eV 

f = 0.056 

w = 0.99 
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F) [Al(HQ2)2] 

S0 - MLCT 

E = 3.222 eV 

f = 0.136 

w = 0.96 

  
G) [Al(HQ2)2] 

S0 - MLCT 

E = 3.807 eV 

f = 0.003 

w = 0.99 

  

H) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 1.889 eV 

f = 0.082 

w = 0.94   
I) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 2.050 eV 

f = 0.075 

w = 0.91 
  

J) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 2.361 eV 

f = 0.058 

w = 0.92 
  

K) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 2.376 eV 

f = 0.076 

w = 0.93   
L) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 2.889 eV 

f = 0.233 

w = 0.93   
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M) [Al(HQ2)2] 

S1 - ICT 

E = 2.783 eV 

f = 0.134 

w = 0.98 
  

Figura 80. Transición Natural de Orbitales (TNOs) calculada por B3LYP/6-31+G(d,p) por 4 (HL), y 
B3LYP/LANL2DZ para [Al(L)2+] y [Al(L)2

+].  La columna izquierda muestra el estado electrónico basal 
(S0) o excitado (S1), el valor de la energía en eV, la fuerza del oscilador (f), el eigen valor TNO (w) y la 

ocupación OM. 

 

Así, la figura 81 ilustra la propuesta del mecanismo de detección de la fluorescencia 

usando energías de transición TNO de 4 (HL) tras la coordinación con Al(III) con 

estequiometría 1:1 (AlL2+) y 1:2 (AlL2+). 

 
Figura 81. Representación esquemática del mecanismo de fluorescencia usando energías de 
transición TNO de 4 (HL) tras la coordinación Al3+ con estequiometría 1:1 (AlL2+) y 1:2 (AlL2

+) 

 

(A. Jiménez, personal communication, noviembre de 2019).  

h

Hole 

Electro

-3.66 

-0.10 

Hole 

Electro

h

-4.01 

-0.78 

Hole 

Electro

-5.13 

-2.57 

HL AlL2
+ AlL2+ 
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8.2 Ecuaciones empleadas 

Anexo I 

Se conoce la constante de disociación ácida del ligante 

𝐾𝑎 =
[𝐿−][𝐻+]

[𝐿𝐻]
…(1) 

Despejando [LH] de …(1) 

[𝐿𝐻] =
[𝐿−][𝐻+]

𝐾𝑎
…(1a) 

Ahora la constante de equilibrio de formación del complejo metal/ligante 1:1 a 

partir del catión metálico y el ligante desprotonado, se define como 

𝐾𝑀𝐿 =
[𝑀𝐿]

[𝑀][𝐿−]
…(2) 

Mientras que la KMLobs corresponde a la constante de estabilidad experimental que 

considera la concentración total del ligante  

𝐾𝑀𝐿
𝑜𝑏𝑠 =

[𝑀𝐿]

[𝑀]([𝐿−]+[𝐿𝐻])
 …(3) 

Sustituyendo [LH] de (1a) en la ecuación (3) 

𝐾𝑀𝐿
𝑜𝑏𝑠 =

[𝑀𝐿]

[𝑀]([𝐿−] +
[𝐿−][𝐻+]

𝐾𝑎
)
 

Simplificando (3) queda de la siguiente forma 

𝐾𝑀𝐿
𝑜𝑏𝑠 =

[𝑀𝐿]

[𝑀][𝐿−](1+
𝐻+

𝐾𝑎
)
…(3) 

Ahora se sustituye (2) en (3) 

𝐾𝑀𝐿
𝑜𝑏𝑠 =

𝐾𝑀𝐿

1+
[𝐻+]

𝐾𝑎

…(4) 

En condiciones cuando el ligante se encuentra principalmente en forma protonada, 

se cumple la relación pH<pKa y [H+]/Ka >> 1 y la ecuación (4) se transforma en 

𝐾𝑀𝐿 = 𝐾𝑀𝐿
𝑜𝑏𝑠

[𝐻+]

𝐾𝑎
 

Aplicando las leyes de los logaritmos tenemos la siguiente expresión 

logKML = logKobs + pKaHL – pH  
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Ecuación de ajuste de las curvas de titulación en condiciones de alto exceso 

del titulante 

y =(A+B*C*x)/(1+C*x) 

Donde:  

y = Absorbancia (o fluorescencia) observada 

A= Absorbancia (o fluorescencia) inicial  

B= Absorbancia (o fluorescencia) final  

C= Constante de estabilidad 

x = concentración total del ligante (titulante) 

Esta ecuación se emplea cunado cumplen condiciones x >> concentración del 

receptor 

 

Ecuación de ajuste de las curvas de titulación en condiciones sin exceso del 

titulante 

y = A+0.5*B*(C+x+1/K-((C+x+1/K)^2-4*C*x)^0.5) 

Donde:  

y = Absorbancia (o fluorescencia) observada 

A= Absorbancia (o fluorescencia) inicial  

B= f-0, la diferencia en absortividad molar de complejo y receptor libre 

C= Concentración total del receptor  

K= la constante de estabilidad 

x = concentración total del ligante (titulante) 

Cálculo de la concentración de cada adición del analito en una titulación 

𝑐𝑜𝑛𝑐.𝑓=
(𝑐𝑜𝑛𝑐.𝑖∗ 𝑣𝑜𝑙𝑎𝑡)

(𝑣𝑜𝑙𝑎𝑡 + 𝑣𝑜𝑙𝑐𝑒𝑙)
 

Donde:  

conc.f: concentración del analito titulante en la celda 

conc.i: concentración de la disolución stock inicial del analito 

volat: volumen de analito titulante añadido 

volcel: volumen inicial en la celda antes de adiciones del analito titulante) 
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a b s t r a c t

2-Phenyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone possessing dual fluorescence due to excited-state intramolecular
proton transfer (ESIPT) forms stable complex with phenylboronic acid with blue shifted emission
maximum in micellar medium of a cationic surfactant even though the compound lacks required for
complexation with boronic acids cis-diol structure. No complexation is observed in the presence of
neutral or anionic surfactants. Titrations of this complex with polyols including sugars and nucleotides at
pH 8 displace free quinolone showing ratiometric response, which allows determination of polyols with
detection limits 0.05–1 mM and unusually wide linear dynamic ranges. Another ESIPT dye 2-(20-
hydroxyphenyl)�1H-benzimidazole also lacking cis-diol structure forms equally stable complex with
phenylboronic acid and allows ratiometric determination of polyols with similar characteristics. The
results of this study demonstrate that blocking ESIPT of signaling molecule by complexation of the
receptor with the proton donor group eliminates the low energy emission from tautomeric form but
strongly enhances the high energy emission typical for “normal” form of signaling molecule creating a
possibility of ratiometric sensing.

& 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Boronic acid�diol complexation is one of the most successful
approaches to recognition of saccharides and other polyols [1].
Among other sensing techniques the fluorometric detection is very
popular due to its high sensitivity [2]. However, some known dis-
advantages of fluorometry such as strong dependence of the signal
intensity on instrumental parameters and possible photodegrada-
tion of the fluorophore pose serious limitations on practical
applicability of these methods. These problems are largely elimi-
nated by using ratiometric technique where instead of absolute
fluorescence intensity one measures the ratio of the signals at two
wavelengths, which also eliminates the necessity to keep the exact
concentration of the receptor used for the calibration plot. The
ratiometric method is especially important for biological samples
e.g. for intracellular monitoring of analytes when the exact con-
centration of the sensor is unknown and the sensor may be
involved in several non-specific interactions affecting the absolute

fluorescence intensity [3,4]. In a recent review [5] the fluorescence
compounds possessing such features as internal charge transfer
(ICT), excited-state intramolecular proton transfer (ESIPT), fluores-
cence resonance energy transfer (FRET), throughbond energy
transfer (TBET), and monomer–excimer formation were identified
as most useful for development of ratiometric sensors.

The ratiometric boronic acid based sensors for polyols are rare
and in many cases are based on weak complexation induced sig-
nals. They involve a boronic acid fluorescent sensor obtained
by condensation of 3-nitronaphthalic anhydride with 3-
aminophenylboronic acid, [6] related system for catecholamine
sensing, [7] 6-aminoquinolinium boronic acid probes, [8] near-
infrared photonic crystal materials, [9] amphiphilic sensor con-
taining a pyrene unit (excimer based ratiometric method), [10]
fluorescent probe based on gold nanoclusters and alizarin red -
boronic acid complex [11]. In a search for more efficient systems
we explore here a possible use of complexes of phenylboronic acid
(PBA) with 2-phenyl-3-hydroxy-4-quinolones (1), recently repor-
ted ESIPT – based dual emission probes for solvent polarity [12], in
an indicator displacement mode. Although these compounds lack
classical cis-diol structure required for tight boronic acid
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complexation we found that cationic surfactants strongly promote
the formation of boronate complex with 1a accompanied with a
significant shift in the emission maximum, which is a prerequisite
for application of ratiometric technique. Previously we reported
optical, acid–base and coordination properties of 1 in water and
aqueous micellar solutions [13].

Independently we observed strong complexation of PBA with
2-(2’-hydroxyphenyl)-1H-benzimidazole (2), a compound with
known ESIPT properties already employed for ratiometric detec-
tion of metal ions [4,14]. The micellar effect on the complex sta-
bility in this case was small, but the optical properties of the
system were greatly improved in the micellar medium.

Fig. 1. (a) UV–visible spectra of 80 μM 1a in 5 mM HTAB at pH 8 and variable concentration of PBA (0–1 mM). (b) Fluorescence spectra (excitation at 377 nm) of 40 μM 1a in
5 mM HTAB at pH 8 and variable concentration of PBA (0–1 mM). Arrows show directions of the spectral changes on increase in PBA concentration.

+  H2O  +  H+

-

Scheme 1. Reaction between 1a and phenylboronic acid.
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Fig. 2. Equilibrium constants Kobs [M�1] for reaction of 1a with PBA at pH 8 and variable HTAB concentration.
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2. Experimental section

2.1. Materials and physical measurements

Commercially available starting materials, components of buf-
fer solutions (CHES, MOPS, MES), hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB), hexadecyltrimethylammonium chloride (HTAC),
hexadecyltrimethylammonium hydrogen sulfate (HTAH), sodium

dodecyl sulfate (SDS), TWEEN-20, Triton X-100, compound 2 and
flavonol (3) were used as supplied. The critical micelle con-
centration of HTAB was determined by variation of air/aqueous
solution surface tension as a function of surfactant concentrations.
Compounds 1a,b were synthetized as previously described [15].
Infrared spectra were determined on an FTIR/FIR spectrometer 400
Perkin-Elmer 1600 series. Elemental analyzes were carried out on
a Perkin-Elmer 2400 CHNS Elemental Analyzer. Melting points

emissionabsorption
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Emission maximum: 506 nm 410 nm 439 nm

-
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Scheme 2. Interrelation between emission maxima and structures of tautomeric forms and the boronate complex of 1a.

Fig. 3. Structures of 1a [25] (a) and its complex with PBA (b). PBA complex was optimized using DFT at the PBE0/G-31þG(d,p) level of theory.
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Fig. 4. (a) Fluorescence titration spectra of a mixture of 40 μM 1a with 0.5 mM PBA in 5 mM HTAB at pH 8 and variable concentration of fructose. Green line is the initial
spectrum of free 1a and blue line is the spectrum after addition of PBA. (b) Visual changes in fluorescence on additions of PBA and then fructose. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 5. Titration plots of PBA-1a complex at low fructose (a) and arabinose (b) concentrations as a fluorescence intensity (solid circles) or the ratio of intensities (open circles)
at 512 and 439 nm (I512/I439) vs. the analyte concentration.
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were measured on an Electrothermal 9200 apparatus. 1H and 13C
NMR spectra were recorded at room temperature on a 300 MHz
Varian unity spectrometer. Chemical shifts (ppm) are relative to
(CH3)4Si. Mass spectrometry (MS-FABþ) was obtained by using a
Thermo-Electron DFS. Fluorescence and UV–vis absorption spectra
were measured on a FluoroMax spectrofluorometer from HORIBA
Scientific and Thermo Scientific Evolution diode array UV–vis
spectrophotometer, respectively, equipped with a thermostated
cell compartment (recirculating water bath at 2570.1 °C).

2-Phenyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (1a). 1H NMR (300 MHz;
DMSO-d6; Me4Si): 11.64 (br. s, 1 H, NH), 8.17 (d, J ¼ 7.8 Hz, 1 H, H-5),
7.81 (d, J ¼ 7.1 Hz, 2 H, H-12), 7.74 (d, J ¼ 8.4 Hz, 1 H, H-8), 7.61–7.52
(m, 4 H, H-7, H-13, H-14), 7.28 (t, J ¼ 7.8 Hz, 1 H, H-6); 13C NMR
(75 MHz; DMSO-d6; Me4Si): 170.5, 138.5, 138.3, 132.8, 132.1, 131.1,
129.7, 129.7, 128.8, 124.9, 122.5, 122.3 and 118.9. IR (max/cm-1) 3197
(O–H stretching), 2922, 2850, 2808 (C–H stretching), 1645 (C-O
stretching). Anal. calc. for C15H11NO2 DMF: C 69.66, H 5.85, N 9.03;

found: C 69.71, H 5.23, N 9.34. MS (FAB, m/z) 237 [M]þ; m.p. 276–
279 C.

1-Methyl-2-phenyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (1b). 1H NMR
(300 MHz; DMSO-d6; Me4Si): 8.15 (d, J ¼ 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.81 (d,
J ¼ 7 Hz, 2 H, ArOH), 7.72 (d, J ¼ 8 Hz, 1 H, ArH), 7.57 (m, 4 H, ArH,
ArOH), 7.27 (t, J ¼ 7 Hz, 1 H, ArOH), 355 (s, 3 H, N–CH3); 13C NMR
(75 MHz; DMSO-d6; Me4Si): 169.7, 139.4, 139.3, 137.3, 132.8, 131.7,
130.3, 129.5, 129.0, 125.6, 123.65, 122.6, 117.5 and 37.5. IR (max/
cm�1) 3387 (O–H stretching), 2925, 2862, 2811 (C–H stretching),
1693 (C-O stretching). Anal. calc. for C16H13NO2: C 76.48, H 5.21, N
5.57; found: C 74.24, H 6.65, N 5.10. MS (FAB, m/z) 251 [M]þ; m.p.
273–276 C.

2.2. Spectrophotometric and fluorometric titrations

All titration experiments were performed at 25 °C and ionic
strength 0.05 M created by buffer. The majority of experiments
were performed in micellar medium of 5 mM HTAB. The critical
micelle concentration of HTAB under titration conditions
(0.82 mM) was a little bit smaller than in pure water (0.89 mM)
due to an ionic strength effect. An aliquot of 1 mM stock solution
of 1 or 2 in acetonitrile was added to a 50 mM MOPS, MES or CHES
aqueous buffered solution in appropriate pH intervals, allowing
equilibration for 15 min before titrations. The final content of
acetonitrile was always less than 0.5%. The program HypSpec
version 1.1.33 was used to calculate all equilibrium constants.

3. Results and discussion

3.1. Interaction of 3-hydroxyquinolones with phenylboronic acid and
the micellar effect

3-Hydroxyquinolones like structurally related 3-
hydroxypyridones [16] and 3-hydroxyflavones [17] strongly bind
metal ions, [13] but complexation with boric or boronic acids was
never observed for compounds of all these types, lacking classical
cis-diol structure required for formation of stable boronate esters.
Indeed compounds 1a,b do not interact with phenylboronic acid
(PBA) in water or water-organic mixtures in pH range 7-10,
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however in the presence of cationic surfactant hexadecyl-
trimethylamonium bromide (HTAB) 1a forms a remarkably stable
complex with PBA with observed stability constant Kobs ¼
1.0�104 M-1 at pH 8.0 (for comparison Kobs¼310 M�1 and
2.9�103 M�1 for such strong polyol ligands as fructose and
catechol respectively at the same pH) [18]. The course of spec-
trophotometric and fluorescence titrations of 1a by PBA is shown
in Fig. 1a,b. In accordance with reported pKa vales of 1a in micellar
HTAB solution (pKa1¼9.1 (OH) and pKa2¼10.4 (NH)) [13] at pH
8.0 the predominant form of the compound is the neutral species.
The interaction with PBA proceeds as a simple 1:1 reversible
reaction maintaining several isosbestic points in the UV–vis
titration and the fitting of the titration profile with HypSpec pro-
gram gives mentioned above stability constant. In the fluorescence
titration, the maximum at 506 nm belonging to emission from the
tautomeric form with proton transferred from 3-OH group to 4-
carbonyl group [12] disappears and a new maximum at 440 nm
close to maximum at 410 nm belonging to “normal” structure
appears. Such behavior agrees with binding of PBA through

esterification of the 3-OH group eliminating the possibility of
tautomeric equilibrium.

At the same time 1b does not interact with phenylboronic acid
even in the presence of HTAB. Also there is no interaction under
any conditions with flavonol 3 containing O instead of NH group.
This indicates that the presence of NH group is essential for the
complex formation. We believe that the key factor is the ability of
1a to generate a tautomeric form with a cis-diol structure via
proton transfer from NH group to 4-carbonyl group, which sub-
sequently binds the boronic acid in a usual manner (Scheme 1).

The deprotonation occurring during the reaction in the
Scheme 1 agrees also with the trend in Kobs as a function of pH
(Kobs ¼ 3.1�103 M�1 at pH 7 and 7.0�103 M-1 at pH 10, both
smaller than at intermediate pH 8), with expected for this type of
equilibrium optimum at pH between pKa values of 1a and PBA
[19]. The pKa ¼ 9.0070.01 for PBA in 5 mM HTAB was determined
by spectrophotometric titration (see Fig. S1 in Supplementary
Material). Titration of 1a with stronger 4-chlorophenylboronic and
4-nitrophenylboronic acids showed expectedly higher binding
constants 3.7�104 and 2.2�105 M�1 at pH 8, however the

350 400 450 500 550 600
0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity

 (c
ps

)

 (nm)

350 400 450 500 550 600
0

200000

400000

600000

800000

1000000

1200000

1400000

1600000

1800000

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity

, c
ps

 (nm)λλ

Fig. 9. Fluorescence spectra (excitation at 330 nm) of 2.8 μM 2 in water (a) and in 5 mM HTAB (b) at pH 7.4 and variable concentration of PBA (0–0.6 mM). Arrows show
directions of the spectral changes on increase in PBA concentration.

+  H2O

keto tautomer

enol tautomer

+

-

Scheme 3. Complex formation with PBA and tautomeric equilibria of 2.
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nitrophenylboronic acid induced only the quenching of 1a fluor-
escence at both emission maxima (see Fig. S2 in Supplementary
Material).

A strong promotional effect of HTAB on the reaction requires a
very efficient micellar stabilization of the reaction product. Neither
anionic (SDS) no neutral (Tween 20, Brij and Triton X-100) sur-
factants promote interaction of PBA with 1a. Testing HTAX sur-
factants with different counterions X ¼ Br, Cl, HSO�

4 showed the
independence of the micellar effect on the type of counterion at
5 mM surfactant concentration. We were able to estimate only an
upper limit of Kobs o 10 M�1 in the absence of HTAB and there-
fore the micellar effect certainly surpasses the factor of 103 which
is in the extreme upper zone of known micellar effects on reaction
rates and equilibria [20].

To get a deeper insight into this large effect the equilibrium
constants for the reaction in Scheme 1 were determined at vari-
able HTAB concentration, Fig. 2. The point at [HTAB] ¼ 0 is an
estimate of the upper limit of Kobs ¼ 10 M�1.

The theoretical profile has the form of Eq. (1) where K0 is the
equilibrium constant in water, KA, KB and KP are the binding con-
stants of reactants A and B, and the product P to the micelles and S
is the surfactant [21].

Kobs ¼ K0 1þKP S½ �ð Þ= 1þKA S½ �ð Þ 1þKB S½ �ð Þ� � ð1Þ
The Eq. (1) predicts that Kobs reaches the maximum at surfac-

tant concentration [S] ¼ 1/(KAKB)1/2. Indeed a maximum around
5 mM HTAB is observed. The fitting of the results to the Eq. (1) in
principle allows one to determine the binding constants of all
reaction components to the micelles; however the fitting with
three adjustable parameters is rather unreliable. For this reason
the binding of 1a to HTAB micelles was determined separately by
spectroscopic titration of 1a by HTAB. Figs. S3 and S4 (Supple-
mentary material) show the fluorescence and UV–vis spectra of 1a
at pH 8 at increased concentrations of HTAB and analysis of these
results allowed us to estimate the binding constant KA ¼ 400 M�1

for 1a.
With this value of KA used as a fixed parameter fitting of the

results in Fig. 2 to the equation (1) gives KB ¼ 140 M-1 for PBA and
KP¼1.1�106 M-1 for the reaction product. Theoretically predicted
optimum HTAB concentration as 1/(KAKB)1/2 ¼ 4.2 mM is very
close to the experimentally observed value. The KB value is within

the range of binding constants of neutral benzene derivatives to
HTAB micelles, e.g. the binding constant of phenol to HTAB is
263 M-1, [22] but KP is unprecedentedly large. Comparing it with
KA we see that addition of a phenylboronic group to 1a increases
its affinity to HTAB micelles by a factor of ca. 3000. Possible con-
tributions to stabilization of PBA-1a complex are hydrophobic and
cation-π interactions with aromatic groups as well as electrostatic
interaction of the negative charge of the boronate ester with
positively charged micelle. The last contribution together with
increased cation-π interactions between tetraalkylammonium
head groups of HTAB and aromatic fragments of negatively
charged PBA-1a complex [23] should be the most important since
micelles of non-ionic surfactants have no effect on the reaction
equilibrium.

3.2. The fluorescence behavior of 1a and its PBA complex

The fluorescence behavior of 1a and its PBA complex can be
rationalized in terms of Scheme 2. The high energy emission
maximum at 410 nm belongs to most stable in ground state
“normal” form A. In the excited state the 3-OH group becomes
more acidic and this favors proton transfer to 4-carbonyl oxygen
(ESIPT) affording tautomeric form B gaining the resonance stabi-
lization from para-NH group and emitting at 506 nm. The com-
plexation with PBA eliminates the possibility of tautomeric equi-
librium and the respective complex C emits at 439 nm.

To evaluate possible structural differences between free and
bound to PBA 1a the complex structure was simulated at PBE0/G-
31þG(d,p) level of theory, Fig. 3. The major difference is the
complete planarity of 1a in the complex in contrast to rotated by
55° phenyl group in free 1a [24]. This planarity allows a stronger
π-conjugation in the bound molecule, which is favorable for more
intense fluorescence.

The type of spectral changes in the fluorescence titration is
appropriate for a ratiometric method. There is a point at 477 nm
where the fluorescence intensity remains constant together with a
three-fold decrease in intensity at 506 nm and a ten-fold increase
in intensity at 439 nm. Noteworthy, deprotonation of 1a, which
also eliminates the possibility of tautomerism, is accompanied by
similar disappearance of the emission bond at 512 nm, but no new
bond at shorter wavelength is observed [13].

Fig. 10. Ratiometric (I453/I373) itration plots of PBA-2 complex by different polyols (2.8 μM 2, 0.2 mM PBA, 5 mM HTAB, pH 7.4).
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3.3. Ratiometric titrations of polyols

Fig. 4a shows the results of titration of the mixture of 1a and
PBA by fructose. The spectral changes are the reverse of those
observed in direct titration (Fig. 1), although the intensity of the
signal at 506 nm does not recuperate completely apparently
because of photobleaching of 1a during the titration experiment.
Similar reverse behavior was observed also in UV–vis titration.
Fig. 4b illustrates visual changes in fluorescence on additions of
PBA to 1a and subsequent titration with fructose. Evidently the
color change is easily detectable allowing a rough estimate of
fructose concentration just by “naked eye”.

Fig. 5a shows the titration profile from which it is evident that
the sensor allows one quantitative determination of fructose with
a detection limit less than 1 mM by increase in the fluorescence
intensity at 512 nm, but with a very short linear dynamic range
from 0 to 2.5 mM (solid circles). Open circles show the ratiometric
response defined as the ratio of fluorescence intensities at 506 and
349 nm (I506/I439), which demonstrates remarkable improvement
in analytical characteristics of the system: the linear range extends
now up to 25 mM and the signal I506/I439 grows by a factor of 5
(from 0.4 to 2.5) at the end of the linear range while the absolute
fluorescence intensity at 506 nm grows only by a factor of 2.5 at
concentrations close to saturation. Similar effects were observed
for other polyols as illustrated for arabinose in Fig. 5b.

Fig. 6 shows the results of ratiometric titrations of PBA-1a by a
series of polyols. All calibration plots show unusually wide linear
dynamic ranges with a strong optical response: the I512/I439 values
increase up to 10 times, while the direct fluorescence signal never
changes by a factor more than 1.5 in a linear range. Limits of
detection defined as 3σ/m vary from 1 mM for glucose to 0.04 mM
for sorbitol.

The selectivity of determination correlates very well with
known order of affinities of these polyols to PBA [18]. The presence
of positively charged micellar aggregates of HTAB may increase the
affinity to negatively charged analytes. For this reason we tested
interaction of the sensor with a series of adenosine nucleotides in
comparison with neutral adenosine. Fig. 7 shows the titration
results from which the influence of the analyte negative charge is
evident.

Among sugars the PBA-1a system gives the highest signal for
fructose and it can be applied for fructose determination e.g. in
foods. Fig. 8 illustrates the selectivity of determination of 10 mM
fructose in comparison with other sugars taken at the same con-
centration. The last right column shows the effect of typical
interfering compounds maltose, sucrose, glucose and starch,
added together each at 10-fold excess to fructose. Evidently the
observed signal is in limits of error close to that of fructose only.

3.4. Studies with 2-(2’-hydroxyphenyl)-1H-benzimidazole

Independently of studies with compounds 1a,b we tested the
interaction of PBA with another ESIPT dye 2. Detailed results for
PBA-2 interaction will be reported elsewhere together with rele-
vant data on other N,O-donor ligands. Here we discuss only the
analytical aspect of application of PBA-2 complex for ratiometric
detection of polyols.

The results of fluorometric titration of 2 by BPA in water are
shown in Fig. 9a. The fitting of these results gives the association
constant Kobs¼1.3�104 M�1 at pH 7.4. Titrations in the range of
pH from 6 to 8 where both components are predominantly in their
neutral forms give Kobs values independent of pH which means
that interaction of 2 with PBA is not accompanied by deprotona-
tion as in the case of 1a and proceeds with formation of a neutral
complex as shown in Scheme 3.

The emission spectrum in the absence of PBA shows an intense
maximum at 432 nm of keto tautomer resulting from ESIPT and a
weak band of enol tautomer predominating in the ground state at
353 nm [26]. Complexation with PBA eliminates the possibility of
tautomeric equilibrium and one observes a single maximum at
393 nm. Titration in the micellar solution of HTAB, Fig. 9b,
demonstrates somewhat stronger binding with Kobs¼1.9�104 M�1

at pH 7.4 andmore importantly a significantly red shifted to 453 nm
and strongly enhanced emission of the keto tautomer of 2, but blue
shifted to 373 nm emission of the PBA complex. This makes the
separation of maxima of free and bound dye much bigger which is
favorable for the ratiometric determination. Much smaller micellar
effect in the reaction with 2 as compared to that in the reaction
with 1a agrees with formation of a neutral complex in a former
case, which does not gain electrostatic stabilization from the posi-
tive charge of a cationic micelle.

The results of ratiometric titrations of PBA-2 complex by sev-
eral polyols are shown in Fig. 10. Like in case of 1a one observes
unusually wide linear range of determination of polyols, but
smaller slopes and therefore a lower sensitivity than with micellar
1a.

4. Conclusions

The unusually strong micellar effect on the association of PBA
with 3-hydroxyquinolone possessing fluorescence properties
(ESIPT) suitable for ratiometric methodology makes possible
design of a highly efficient new polyol optical sensor. In this
context it should be noted that an improvement of classical
boronic acid – Alizarin Red S system by cationic surfactants was
recently reported, although the micellar effect was not analyzed
quantitatively [27]. The important features of the new sensor are
unusually wide linear dynamic range and large relative change of
the ratiometric signal in the presence of polyol analytes. This
strong extension of the linear dynamic range in ratiometric
method is very much useful improvement, which seems to be
overlooked until now.
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A B S T R A C T

Aza-flavonols are compounds containing the 3-hydroxy-4(1H)-quinolone moiety, a unique scaffold with appli-
cations expanding from fluorescent probes and bioimaging to potential metal-related pharmaceutical drugs.
Compositions and stability constants of metal complexes of an aza-flavonol 1-methyl-2-phenyl-3-hydroxy-4(1H)-
quinolone (LH) in aqueous micellar medium of hexadecyltrimethylammonium bromide were established by
fluorescence and spectrophotometric titrations of LH in the presence of metal ions of different type at variable
pH. Strong binding with quenching of ligand fluorescence was observed for Cu2+, Fe2+/3+ and Pb2+ cations.
The complexation with Zn2+ induced strong fluorescence enhancement in ZnL+ complex and smaller en-
hancement in ZnL2 complex. Al3+, Ga3+ and Me2Sn2+ cations induced strong fluorescence enhancement in 1:1
ML complexes, but quenching in ML2 complexes. Together with the relevant literature data these results indicate
that the quenching effect in 1:2 complexes along with strong fluorescence enhancement in respective 1:1
complexes is a general phenomenon for 3-hydroxypyranone and 3-hydroxypyridinone ligands. The quantum
mechanical Natural Transition Orbital analysis of ground and excited states of LH, AlL2+ and AlL2+ species
reveals that the fluorescence of AlL2+ complex is quenched by an internal electron transfer process, which is
absent in the 1:1 AlL2+ complex. The results emphasize strong dependence of the coordination induced fluor-
escence changes on the complex composition.

1. Introduction

Complexation of flavonoids with metal ions has been studied ex-
tensively as a way of modification of their biological activity and for
analytical purposes; in particular, the complexation of flavonol (1) with
Al(III), Zn(II) and Fe(III) ions was studied in detail [1–3]. Typically
binding of metal ions by flavonol involves chelation with 3-hydroxy and
4-carbonyl groups as illustrated in the structure 2. Recently we de-
monstrated [4] that aza-analogs of flavonol 2-phenyl-3-hydroxy-4(1H)-
quinolones (3, 4) can serve as more powerful ligands due to a sig-
nificantly increased negative charge on the 4-carbonyl group as follows
also from calculated atomic charges −0.498 and −0.601 on the car-
bonyl oxygen of 1 and 4 respectively (Mulliken atomic charges at a

CAM-B3LYP/6-311G(d) level of theory using Gaussian09 code). Im-
portantly, 3-hydroxyquinolones conserve ESIPT properties of flavonol
[5] useful for sensing applications [6]. Recently the phenylboronic acid
complex of 3 was used for development of a ratiometric method of
quantitative determination of sugars [7] and the dibutyltin(IV) complex
of a 2-naphthyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone was successfully employed
as a dual-emissive fluorescent probe for monitoring of nuclear local
microviscosity [8]. Besides sensing applications the coordination
properties of 3-hydroxy-4-quinolones are of interest because they are
functional fragments of some important biological compounds such as
the quorum sensing molecules, known to bind intracellular Fe3+ [9,10],
and their metal complexes are considered as potentially metal-related
pharmaceutical drugs [11].

https://doi.org/10.1016/j.ica.2020.119471
Received 13 December 2019; Received in revised form 25 January 2020; Accepted 25 January 2020

⁎ Corresponding author.
E-mail addresses: arturo.jimenez@iquimica.unam.mx (A. Jiménez-Sánchez), iatsimirski46@comunidad.unam.mx (A.K. Yatsimirsky).

Inorganica Chimica Acta 505 (2020) 119471

Available online 28 January 2020
0020-1693/ © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

T

http://www.sciencedirect.com/science/journal/00201693
https://www.elsevier.com/locate/ica
https://doi.org/10.1016/j.ica.2020.119471
https://doi.org/10.1016/j.ica.2020.119471
mailto:arturo.jimenez@iquimica.unam.mx
mailto:iatsimirski46@comunidad.unam.mx
https://doi.org/10.1016/j.ica.2020.119471
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ica.2020.119471&domain=pdf


Preliminary studies of metal ion complexation showed that 3
sometimes underwent deprotonation of the NH group on metal binding,
but the N-methylated derivative 4 was free of this complication [4]. In
this paper we report a detailed study of complexation of 4 with metal
ions of different types in an aqueous medium aimed to explore simi-
larity in coordination properties of 3-hydroxyquinolones and flavonol
type ligands as well as the character of complexation-induced changes
in fluorescence of this ligand, understanding of which is important for
progressing sensor applications of 3-hydroxyquinolones.

Low solubility of 4 in water represents a serious obstacle for ex-
perimental measurements. Testing different approaches to improve its
solubility we found that using the cationic surfactant hexadecyl-
trimethylammonium bromide (HTAB) above its critical micelle con-
centration is superior to using aqueous-organic mixtures. Micellar so-
lutions provided better stability and they are known to have no effect
on pH reading of the glass electrode [12]. In addition, free metal ions
should not penetrate cationic micelles and therefore one can safely use
hydrolysis constants of metal ions determined in water for analysis of
pH-profiles of observed stability constants.

In contrast to previous studies with flavonol type ligands performed
in non-aqueous or organic-rich mixed aqueous media with uncontrolled
pH values and unknown speciation of metal complexes, we were able in
this study to perform fluorometric and spectrophotometric titrations in
a wide range of pH and to assign the fluorescence properties to in-
dividual complexes. This allowed us to discover that with many metal
ions the complexation induced changes in the fluorescence of free li-
gand were strongly dependent on the complex composition producing
the fluorescence enhancement in 1:1, but quenching in 1:2 metal-to-
ligand complexes. Such unexpected behavior occasionally was reported
previously (see Discussion section below), and the results of present
study demonstrate that this is a general phenomenon. A quantum me-
chanical interpretation of this effect is provided.

2. Experimental section

2.1. Materials and physical measurements

Commercially available starting materials, components of buffer
solutions (CHES, MOPS, MES), hexadecyltrimethylammonium bromide
(HTAB), inorganic salts used in complexation studies were used as
supplied. Compound 4 was synthetized as previously described [4]; 1H
and 13C NMR spectra of the prepared compound are shown in
Supplementary Material, Fig. 1S. Fluorescence and UV–vis absorption
spectra were measured on a FluoroMax spectrofluorometer from
HORIBA Scientific and Thermo Scientific Evolution diode array UV–vis
spectrophotometer, respectively, equipped with a thermostated cell
compartment (recirculating water bath at 25.0 ± 0.1 °C).

2.2. Spectrophotometric and fluorometric titrations

All titration experiments were performed at 25 °C and ionic strength
0.05 M created by a buffer. An aliquot of a stock solution of 4 in
acetonitrile was added to a 50 mM MOPS, MES or CHES aqueous so-
lution in appropriate pH intervals, allowing the equilibration for 15 min
before titrations. The final content of acetonitrile was always less than
0.5% and the concentration of 4 was in the range of 0.01–0.1 mM. Two

types of titrations were performed: titration of a fixed concentration of
4 at fixed pH with variable concentration of a metal salt or titration of a
mixture of fixed amounts of a metal salt and the ligand 4 at variable pH.
The program HypSpec version 1.1.33 Protonic Software was used to
calculate all equilibrium constants.

2.3. Quantum chemical calculations

Quantum chemical calculations were performed in Gaussian09 [13]
by using density functional theory (DFT). All the structure optimiza-
tions were corroborated by a frequency analysis finding no imaginary
points at a B3LYP/G-31+G(d,p)/IEF-PCM (Water) level of theory for
the ligands and while the LANL2DZ pseudopotential were used for Al
(III) ion complexes to account for effective core potential effects. The
Cartesian coordinates for calculated structures are collected in Table 1S
(Supplementary Material) Ground and excited-state geometries and
natural transition orbitals were obtained by DFT to analyze the mole-
cular orbital distributions of the different absorption and emission
bands obtained with linear response.

3. Results and discussion

3.1. Interaction of 4 with surfactant micelles

The emission spectrum of 4 in water has two maxima of approxi-
mately similar intensity at 421 and 501 nm (Fig. 1a), which belong to
neutral and zwitterionic tautomeric forms (A and B in Scheme 1) re-
spectively [5]. In the presence of surfactant the emission of the neutral
form is strongly reduced and emission of the zwitterionic form increases
with red-shifting of the maximum to 523 nm (Fig. 1a). Similar emission
spectrum of 4 is observed in acetonitrile [5]. One may conclude
therefore that 4 is incorporated into the hydrophobic interior of HTAB
micelles.

The micellar medium affects also the absorption spectrum of 4,
Fig. 1b. The absorbance vs. HTAB concentration profile “saturates” at
concentrations above 5 mM and the fitting of this profile to a 1:1
binding isotherm (see inset in Fig. 1b) allows one to calculate the ap-
parent binding constant (1.2 ± 0.1) × 103 M−1 for complexation of 4
with HTAB. Spectral changes are observed already below critical mi-
celle concentration of HTAB (0.9 mM) which means that hydrophobic
molecules of 4 induce micelle formation at lower concentrations of
surfactant. Al further experiments were performed at 5 mM HTAB
where ca. 90% of 4 are incorporated in micelles. At these conditions
pKa of 4 is 9.8 [4].

3.2. Interactions of 4 with metal ions

Testing interactions of 4 with metal ions in the pH range 5–7
showed insignificant effects of Mg(II), Ca(II), Mn(II) at concentrations
up to 1 mM on absorption and fluorescence of 4. Cations of Co(II), Ni(II)
and Eu(III) quenched fluorescence by ca. 90% at saturation with ob-
served stability constants of 1:1 of complexes (β11obs) given in Table 1
(entries 1–3).

Complete quenching and very strong binding were observed with
Cu(II) and Fe(II/III) cations, Fig. 2. Shapes of titration plots indicate
formation of ML2 and ML3 complexes as predominant species with Cu
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(II) and Fe(II) respectively (see insets in Fig. 2a,b). Fitting of results for
Cu(II) with HypSpec program showed that in fact both 1:1 and 1:2
complexes were formed with stability constants given in Table 1 and
both complexes were non-fluorescent, but binding to Fe(II) was too
strong for reliable fitting of results at fixed pH and it was analyzed by
measurements at variable pH (see below). Surprisingly titrations with
Fe(II) and Fe(III) cations produced identical results. Similar behavior
was reported for interaction of Iron cations with deferiprone [16] and
desferrioxamine B [17] and was attributed to fast oxidation of Fe(II) to
Fe(III) by the ligand. We did not observe however any consumption of
the ligand in experiments with Fe(II), which means that another oxi-
dant, apparently the atmospheric oxygen should be involved.

Fig. 2b shows results of spectrophotometric pH-titration of a mix-
ture of Iron cations (identical results were obtained with both Fe(II) and
Fe(III) salts) and 4 in the molar ratio 1:3. The absorption bands in the
range 450–700 nm belong to Fe(III) complexes and fitting of these re-
sults with HypSpec gives stability constants log β110 = 11.65 ± 0.01,
log β120 = 22.27 ± 0.01 and log β130 = 31.35 ± 0.02. Fig. 2S

(Supplementary Material) shows calculated absorption spectra of in-
dividual complexes and the species distribution diagram for total con-
centrations employed in the titration experiment in Fig. 2b. It follows
from these results that pFe = 15.14 [18] for 4. This value is close to
pFe = 16.6 reported for 2-methyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (a
quorum sensing signal molecule) in 50% DMSO [9], confirming strong
Iron chelating ability of 3-hydroxyquinolones, although both values are
significantly lower than pFe 20.67 for 1,2-dimethyl-3-hydroxy-4-pyr-
idinone [19], a medically used iron chelating drug Deferiprone.

Also tight binding with nearly complete fluorescence quenching was
observed for Pb(II), Fig. 3. Fitting of the results to HypSpec shows
formation of both 1:1 and 1:2 complexes with stability constants given
in Table 1. Interestingly, although the 1:1 complex is still weakly
fluorescent with emission maximum at 476 nm, the 1:2 complex does
not have fluorescence at all.

In contrast to Pb(II), coordination of Zn(II) induces strong fluores-
cence enhancement of 4 with an isoemissive point at 424 nm Fig. 4. At
the same time the type of complexation-induced changes in UV–Vis

Scheme 1. ESIPT process for 4 and the effect of metal coordination.

Fig. 1. (a) Emission spectra of 40 μM 4 in water containing 5% vol. MeCN (black line) and in the presence of 5 mM HTAB (red line); excitation wavelength 340 nm.
(b) Effect of HTAB on the absorption spectrum of 4 at pH 5; inset shows the absorbance vs. HTAB concentration profile at 354 nm. Arrows show the directions of
spectral changes on increase in the surfactant concentration. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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spectrum of 4 is similar for both cations (Figs. 3b and 4b): in both cases
the absorption maximum at 359 nm is decreased and a new maximum
at longer wavelength, 382 nm for Pb(II) and 376 nm for Zn(II), appears.

The effect of Zn(II) coordination on fluorescence can be rationalized
in terms of Scheme 1 [20]. The free ligand has two emission maxima, at
421 nm and 523 nm attributed to two tautomeric forms A and B of 4. In
the ground state form A has lower energy and emits at shorter wave-
length, but in the excited state OH group becomes more acidic and this
leads to proton transfer (ESIPT) with formation of the tautomeric form
B which emits at longer wavelength. Binding of the metal ion releases
proton from OH group and eliminates a possibility of tautomeric
equilibrium in the complex C, which has a single emission maximum at
479 nm. The fitting of titration results in Fig. 4 with HypSpec shows
formation of a 1:1 complex with observed stability constant given in
Table 1.

Titrations with Zn(II) in pH interval from 5 to 8 showed the ex-
pected decrease of β11obs at lower pH (Table 1, entries 5–7) due to the
competition with proton in accordance with complexation equilibrium
(1). At pH 5 interaction with Zn(II) at mM concentrations is practically
undetectable, but at pH 8 a second complex of 1:2 stoichiometry

corresponding to Eq. (2) starts to contribute with the apparent stability
constant β12obs (Table 1, entry 7). This complex appears only at suffi-
ciently high pH values because its formation requires the liberation of 2
protons, Eq. (2). Like in the case of Pb(II), the fluorescence intensity of
ML2 is significantly lower than that of ML, Fig. 4a (inset).

HL + Mn+ ⇄ MLn−1 + H+ (1)

2 HL + Mn+ ⇄ ML2n−2 + 2 H+ (2)

Interaction of 4 with Me2Sn(IV) was accompanied by spectral
changes similar to those observed with Zn(II), Fig. 5a, and can be in-
terpreted in terms of the same Scheme 1. Fitting with HypSpec reveals
formation of two complexes ML and ML2 with the respective stability
constants given in Table 1 (entries 8, 9) and the calculated emission
spectra shown in Fig. 5b, from which one can see that complex ML is
much more fluorescent than the free ligand, but ML2 has no fluores-
cence.

Stability constants determined for Me2Sn(IV) at variable pH show
the opposite trend to those measured for Zn(II). The decrease in ob-
served β11obs and β12obs on increase in pH is a result of strong hydrolysis

Table 1
Stability constants of metal complexes of 4 in 5 mM aqueous HTAB.

Cation log β11obs log β12obs pH IML/ILa) IML2/ILa) logK1 logK1
b) Maltol logK1

b) Hdpp

1 Co2+ 3.25 ± 0.04 7 0.23 6.05 5.1 6.6
2 Ni2+ 3.49 ± 0.03 7 0.11 6.29 5.4 6.9
3 Eu3+ 4.32 ± 0.05 7 0.06
4 Cu2+ 6.39 ± 0.03 12.05 ± 0.03 7 0 0 9.19 7.7 10.6
5 Zn2+ 2.20 ± 0.06 6 18
6 Zn2+ 3.72 ± 0.02 7 24 7.57 5.6 7.2
7 Zn2+ 4.77 ± 0.02 9.58 ± 0.04 8 19 5.9
8 Me2Sn2+ 4.29 ± 0.01 8.28 ± 0.02 4 14.7 0
9 Me2Sn2+ 4.17 ± 0.03 7.60 ± 0.05 5 12 0
10 Pb2+d) 5.11 ± 0.01 9.53 ± 0.01 7 0.05 0 7.91 6.83c) 9.09c)

11 Al3+e) 3.08 ± 0.04 3 45
12 Al3+ 4.20 ± 0.03 8.16 ± 0.06 4 44 0 9.9 8.3 12
13 Al3+ 4.58 ± 0.03 8.96 ± 0.05 5 27 0
14 Al3+ 6.16 ± 0.06 11.47 ± 0.08 6 5.6 0.42
15 Al3+ 3.75 ± 0.06 9.62 ± 0.09 7 8.7 0.14
16 Ga3+ 4.19 ± 0.03 11.51 ± 0.05 5 24 0.24
17 Be2+ 2.7 ± 0.1 5 8.1

a) The ratio of fluorescence intensities I at a wavelength corresponding to maximum difference in the fluorescence between L and ML or L and ML2 respectively.
b) Binding constants to maltol and Hdpp in water, from Ref. [14].
c) In water from Ref. [15].
d) log β11obs = 4.92 ± 0.06 and log β12obs = 9.91 ± 0.04 from UV–Vis data.
e) log β11obs = 3.03; 3.9 and 4.18 at pH 3; 4 and 5 respectively from UV–Vis data.

Fig. 2. (a) Emission spectra of 40 mM 4 at pH 7 in the presence of 5 mM HTAB at increased concentrations of Cu(II); excitation wavelength 374 nm. Arrow shows the
direction of spectral changes on the increase in Cu(II) concentration. Inset shows the profile of fluorescence intensity vs. Cu(II) concentration at 523 nm. (b) UV–Vis
absorption spectra of 0.1 mM Fe(II/III) in the presence of 0.3 mM 4 at variable pH. Inset shows the profile of fluorescence at 523 nm vs. Fe(II/III) concentration.
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of this cation with reported values of pKa1 = 2.71 and pKa2 = 5.30
[21]. Thus at pH 4 the predominant form is the cation Me2Sn(OH)+ and
the actual complexation reaction proceeds in accordance with Eq. (3).
At higher pH 5 the ligand still is predominantly in the HL form, but at
this pH already 30% of Me2Sn(OH)+ is converted in the neutral Me2Sn
(OH)2 with the corresponding decrease in the observed stability con-
stant (cf. entries 8 and 9 in Table 1).

Me2Sn(OH)+ + HL ⇄ Me2Sn(L)+ + H2O (3)

Cations of Al(III) induced the largest increase in the fluorescence
intensity and visually detectable change of emission color, Fig. 6a. The
existence of two complexes of 1:1 and 1:2 stoichiometry is clearly seen
from results of titration at pH 6 (Fig. 6b): initial additions of low Al(III)
concentrations when 1:2 complex is dominating quench fluorescence at
523 nm, but at higher Al(III) concentrations a new emission maximum
appears at 450 nm. Like in the case of Sn(IV) and Zn(II) the complex
ML2 has low fluorescence, but the complex ML has the increased
fluorescence. Complexation induced changes in UV–Vis absorption
spectrum of 4 are of the same type as with Zn(II) and Pb(II), Fig. 3S
(Supplementary Material).

Stability constants for Al(III) determined at several fixed pH values
show complex trends (Table 1, entries 11–15) due to strong hydrolysis
of this cation at pH above 4. Individual stability constants were de-
termined by HypSpec analysis of UV–Vis and fluorescence spectra of
metal ion – ligand mixtures at variable pH (Fig. 4S, Supplementary

Material) using reported in literature hydrolysis constants of Al3+ (log
β1,-1 = −5.33, log β1,-2 = −10.9, log β3,-4 = −13.13 and log
β13,–32 = −107.41, log β1,-4 = −23.3) [22] as fixed parameters and
assuming that the complexation reactions take place in accordance with
Eqs. (1) and (2). The resulting values log β110 = 9.99 ± 0.01; log
β120 = 19.60 ± 0.03 (UV–Vis) and log β110 = 9.74 ± 0.01; log
β120 = 19.83 ± 0.03 (fluorescence) give the mean stability constants
logβ110 = 9.9 ± 0.1 and log β120 = 19.7 ± 0.1. They agree very well
with observed stability constants measured at fixed pH, e.g. at pH = 4
calculated with these constants values are log β11obs = 4.1 and log
β12obs = 8.1 while the respective experimental values are 4.20 and 8.16
(Table 1, entry 12).

Titration data for Be(II) and Ga(III) are shown in Fig. 5Sa,b
(Supplementary Material). These cations also induce fluorescence en-
hancement, although effect of Be(II) is rather modest. In case of Ga(III)
two complexation steps corresponding to ML and ML2 complexes are
clearly seen with ML complex possessing higher fluorescence, but ML2
complex possessing lower fluorescence than the free ligand (Table 1,
entries 16, 17).

An important question is how the presence of surfactant micelles
affects the complexation equilibria. Previously we were able to make
the measurements both in micellar HTAB solution and in water con-
taining just 5% vol. of MeCN with more soluble ligand 3 [4]. Un-
fortunately with 4 as a ligand reproducible results were obtained only
in the micellar medium. Expected effects of cationic micelles involve (1)

Fig. 3. (a) Fluorescence and (b) spectrophotometric titrations of 40 μM and 20 μM 4 respectively by Pb(II) at pH 7 in 5 mM HTAB. Excitation wavelength 374 nm.
Arrows show the directions of spectral changes on increase in the metal ion concentration.

Fig. 4. (a) Fluorescence and (b) spectrophotometric titrations of 40 μM 4 in 5 mM HTAB by Zn(II) at pH 7. Arrows show the directions of spectral changes on increase
in the metal ion concentration. Inset shows emission spectra of HL, ZnL+ and ZnL2 generated by HypSpec at pH 8.
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heightening of the local concentration of hydrophobic ligand in the
micellar phase, (2) decrease in the local concentration of metal ions in
the micellar phase due to their repulsion by positive micellar charge
and hydrophobic micellar microenvironment, (3) decrease in pKa of the
ligand induced by the positive micellar surface charge. The second and
the third effects are respectively unfavorable and favorable for the
complex formation and should to some extent compensate each other
while the first effect should favor formation of complexes of a higher
stoichiometry. In line with these expectations we observed with the
ligand 3 [4] similar stabilities of 1:1 ML complexes in water and mi-
cellar solution, but strongly increased stabilities of 1:2 ML2 complexes
in the micellar medium. For instance, with Zn2+ and Me2Sn2+ only 1:1
complexes were detected in water, but both 1:1 and 1:2 complexes in
micellar HTAB solutions [4]. Considering high degree of similarity in
structures of 3 and 4 we expect similar micellar effects with 4 as a
ligand.

Inspection of results in Table 1 shows that 4 behaves as a fairly

strong ligand toward different metal ions. It would be interesting to
compare 4 and 1 as the ligands, but reported stability constants of the
metal complexes of 1 were measured in organic solvents, usually in
methanol or in organic rich aqueous-organic mixtures [1], under con-
ditions of unknown metal speciation and cannot be meaningfully
compared with those determined in the present study. More meaningful
comparison is possible with water soluble structurally similar ligands 3-
hydroxy-2-methyl-4-pyrone (maltol) and 3-hydroxy-1,2-dimethyl-4-
pyridinone (Hdpp). Available stability constants for 1:1 complexes (K1)
with these ligands are compiled in Table 1. These constants refer to the
binding of an aqua metal ion with a deprotonated ligand anion. Re-
spective constants for 4 and several metal ions calculated from apparent
conditional constants β11obs and known pKa

HL of 4 assuming that the
complex formation reaction follows the Eq. (1) are also given in
Table 1, column logK1 (logK1 = log β11obs + pKa

HL – pH). Evidently
stability constants for 4 and different metal ions correlate very well
with those for maltol and Hdpp, occupying the intermediate position

Fig. 5. (a) Fluorescence titration of 20 μM 4 by Me2SnCl2 in 5 mM HTAB at pH 5. The arrows show the direction of spectral changes on increase in the metal ion
concentration. (b) Emission spectra of HL and Me2SnL+ generated by HypSpec at pH 5; the complex Me2SnL2 has no fluorescence.

Fig. 6. Fluorescence titration of 40 μM 4 by Al(III) in 5 mM HTAB at pH 5 (a) and pH 6 (b). Arrows show the directions of spectral changes on increase in the metal
ion concentration.
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between less powerful ligand maltol and more powerful Hdpp. The
relative affinity of anions maltol < 4 < Hdpp correlates well with
basicity of anions (pKa of neutral HL ligands 8.45; 9.8; 10.16 respec-
tively) and with atomic charges on the carbonyl oxygen: −0.613,
−0.601 and −0.702 respectively.

3.3. Complexation effects on fluorescence of 4

Described above effects of metal coordination on optical properties
of 4 in general follow typically observed pattern [23]: the absorption
maximum is shifted non-selectively due to electrostatic interactions of
cations with lone pairs adjacent to ligand’s π-system, paramagnetic
cations induce strong quenching, heavy diamagnetic cation Pb2+ also
induces quenching and light diamagnetic cations (Al3+, Zn2+, Sn4+)
enhance the fluorescence acting as outlined in Scheme 1 for Zn2+. Si-
milar effects are observed with 1 as a fluorescent ligand although Pb2+

enhances fluorescence of 1 in methanol [24].
Results of this study summarized in Table 1 point to usually over-

looked aspect of metal coordination effect on the fluorescence of bound
ligands: its strong dependence on the stoichiometry (see columns IML/IL
and IML2/IL). With all cations except Cu2+ and Fe2+, which quench
completely fluorescence in both ML and ML2 complexes, we observe
stronger fluorescence of ML complex than that of ML2 complex. Parti-
cularly large difference is observed for Me2Sn2+, Al3+ and Ga3+. These
cations induce strong fluorescence enhancement in ML complexes, but
quenching in ML2 complexes.

Occasional observations of such effect can be found in literature.
Thus 1:1 organotin complexes of 1 are strongly fluorescent, but com-
plexes with two molecules of 1 have nearly zero fluorescence [25]. The
effect was attributed to the fact that 1:1 complexes were penta-co-
ordinate while 1:2 complexes were hexa-coordinate although it re-
mained unclear why the coordination number was important.

More recently a strong dependence of fluorescence of Al3+ com-
plexes with ligands derived from 8-hydroxyquinoline on their stoi-
chiometry was reported [26]. The fluorescence intensity of the complex
with a tripod ligand where the metal ion is bound to three 8-hydro-
xyquinoline units is similar to that of the free ligand, but the fluores-
cence of a ligand containing a single 8-hydroxyquinoline unit increases
by a factor of 100 in a 1:1 complex with Al3+. It was concluded that
“The charge density on Al(III), tuned by the number of chelating groups
and by their formal charges, influences the photoinduced in-
tramolecular charge transfer (ICT) which tends to quench the fluores-
cence emission of the 8-hydroxyquinoline ligand” [26].

Relevant results can be found in previous studies on fluorescence of
Al3+ complexes of flavonol 1. In an earlier study formation of a series of
complexes of variable stoichiometry depending on acidity or basicity of
the medium in pure methanol was reported [27]. Complexes of ML type
were fluorescent, but complexes of ML2 type lacked fluorescence in line
with our observations for Al(III) complexes of 4. In a more recent study
[28] only ML2 complex was observed in neutral and basic methanol
solutions, but in 50% aqueous methanol at pH 6 both ML and ML2
complexes were observed by spectrophotometric titrations with very

high stability constants log β11 = 5.17 and log β12 = 9.91 [29].
Fluorescence properties of the complexes were not measured, but in ref.
[24] the complex AlL2 with 1 was reported as highly fluorescent both in
methanol and methanol-water. Finally, with methoxy-substituted in the
phenyl ring 1 as a ligand, in 95% methanol – 5% water containing
0.01–10 mM HClO4 only 1:1 AlL strongly fluorescent complex was

detected [30]. Interestingly, in this study stability of Zn(II), Cd(II) and
Pb(II) complexes strongly increased on decrease in acid concentrations
in accordance with binding mode 2, reaction (1), but stability of Al(III)
complex was independent of [HClO4] indicating strong complexation of
the neutral form of the ligand without always assumed concomitant
deprotonation. This aspect may be a reason for some controversy in the
reported data because in methanol solutions postulated deprotonation
usually is not confirmed, but due to lower polarity of methanol as
compared to water a fairly efficient complexation with OH group in-
deed can take place under certain conditions and discussed complexes
may contain either neutral or anionic 1 as a ligand.

In a most recent example a nonfluorescent 1:2 complex and a
fluorescent 1:1 complex of Cu2+ with 1 in methanol were observed
[31]. In light of results found in the present study we believe that de-
creased fluorescence of 1:2 complexes as compared to 1:1 complexes is
a general phenomenon for 3-hydroxypyranone and 3-hydro-
xypyridinone ligands.

3.4. Quantum mechanical analysis of fluorescence properties of Al3+

complexes of 4

To get a better insight into the nature of this phenomenon the
electronic properties of Al3+ 1:1 and 1:2 complexes with 4 were ana-
lyzed theoretically. The calculated structures of the complexes, ML and
ML2 in Scheme 2, were obtained starting from the crystal structure of 4
reported previously [4] and assuming the binding mode of the metal
ion as in 2. The calculated structure of AlL2+ can be compared with
reported structures of the Al(III) complex of the same composition, but
with HL = 1 [28,32]. Concerning the pyridinone ring of 4, Al(III) ions
complexation in the 1:1 complex strongly modifies its geometry; we
observed a pyronium-like structure [28] with bond distances of
C1–C2 = 1.44 Å, C2–C3 = 1.43 Å, C3–C4 = 1.42 Å, C4–N5 = 1.43 Å,
N5–C6 = 1.32 Å, C6–C1 = 1.49 Å, suggesting a small bond-length al-
ternation (BLA, defined as the difference between the long and short
bonds in a conjugated molecule). Thus this molecular polarization

Scheme 2. The crystal structure of 4 and simulated structures of its complexes
with Al3+.
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through metal ion coordination agrees with a conservation of ar-
omaticity in the pyridinone moiety. However, such BLAs observed in
the 1:1 complex are not preserved in the 1:2 complex, where the pyr-
idinone ring quote for distances of C1–C2 = 1.43 Å, C2–C3 = 1.39 Å,
C3–C4 = 1.43 Å, C4–N5 = 1.40 Å, N5–C6 = 1.44 Å, C6–C1 = 1.38 Å,
suggesting a larger bond-length alternation. A small or zero alternation
indicates an aromatic behavior or π-electron delocalization and a larger
alternation points to a separated single and double bond character. This
result also suggests the radiative deactivation process in the 1:2 com-
plex to be less effective compared to the 1:1 complex. Moreover, the
electronic redistribution in the 1:2 complex enables a strong variation
in the quinolinone N-dihedral angle, thus inhibiting the radiative de-
activation channel of AlL2+ by internal conversion processes. Inter-
estingly, the nearly planar geometry around nitrogen atom in the free
ligand is conserved in the ML complex (dihedral angles between CMe-N-
CAr and CAr-N-CAr 173.0o and 175.3° respectively), but in the ML2
complex nitrogen atom becomes more pyramidal with the dihedral
angle of 137.4°. Therefore, the total charge density on the Al(III) metal
ion induces a strong ligand polarization thus altering the ICT process
and decreasing the fluorescence lifetime in 1:2 complexes, as previously
suggested [26].

TD-DFT provides a good benchmark in the determination of spec-
troscopic properties due to the accurate description of ground and ex-
cited potential energy surfaces. In spite of that, in most of the cases,
conventional TD-DFT results in a description of an excited state in terms
of several single electronic excitations from an occupied to a virtual
orbital. On the other hand, all the contributions to a given electronic
excitation can be clarified by a Natural Transition Orbital (NTO) ana-
lysis [33], which provides a compact orbital representation of the
electronic transition through a single configuration of a hole and elec-
tron interaction in a particular state. Consequently, the photoinduced
electron transfer process is not depicted by a simple change in the

elementary molecular orbital occupancy, but in a hole-electron dis-
tribution.

Fig. 7 shows the NTO distribution for (HL), Al(L)2+ and Al(L)2+

forms of 4. For HL the hole is spread around the hydroxyquinolinone
moiety, while the electron is mainly spread in the phenyl subunit with a
contribution of hydroxyquinolinone, conferring a homogeneous dis-
tribution for this electronic transition. The parameters for each elec-
tronic transition are shown in Fig. 6S (Supplementary Material), pro-
viding the wavelength value in nanometers and showing the oscillator
strength (f) and the NTO coefficient (w) representing the extent to
which the electronic excitation can be written as a single excitation.
Moreover, the low-energy band experimentally observed near 500 nm
can be ascribed to the HOMO-LUMO levels by simple comparison with
the calculated spectrum of 4. A similar pattern is observed for the
HOMO-1–LUMO configurations, but in the case of the HOMO-LUMO+1
configuration both, the hole and electron are localized through the
molecule giving rise to the more energetic absorption band. Similar
ligand hole-electron distribution is observed for the complexes, however,
in the case of [Al(L)] (Fig. 6S, entries C-D) NTO hole is largely dis-
tributed in the Al metal ion and 4 ligand while the electron is distributed
solely in the 4 ligand, thus conferring a metal to ligand charge transfer
character (MLCT) to this electronic transition with a high S1 → S0 ra-
diative deactivation probability. This effect is not observed for [Al(L)2]
(Fig. 6S, entries E-M) and only metal contribution is observed for the
absorption transition, S0 → S1. The low energy emission transition
(S1 → S0) involves strong electron redistribution with inter-ligand
charge transfer (ILCT) character promoting a non-radiative deactiva-
tion [34]. In the case of absorption transitions, clear MLCT process
occur with quadrupolar electron polarization from the metal center to
the ligands as shown in Fig. 6S-E, or dipolar polarization as shown in
Fig. 6S, entries F and G. For the ILCT emission transitions only dipolar
polarization is observed for all the hole-electron configurations between

Fig. 7. Schematic representation of the fluorescence sensing mechanism using the NTO transition energies of 4 (HL) upon Al3+ ion coordination in 1:1 (AlL2+) and
1:2 (AlL2+) stoichiometry, see Fig. 5S (Supplementary Material) for details.
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one of the ligands to the whole complex or vice versa, Fig. 6S, entries H-
M. Then, Fig. 7 illustrates the fluorescence sensing mechanism using the
NTO transition energies of 4 (HL) modified upon Al(III) ion coordina-
tion in 1:1 (AlL2+) and 1:2 (AlL2+) complexes. It appears that the
AlL2+ complex is quenched by an internal photoinduced electron
transfer (PET) process. Such PET process is known for some hydro-
xyquinoline-derived fluorophores [35], where the electron redistribu-
tion upon photoexcitation leads to its internal transfer to the un-
occupied orbital level of the metal ion (see ligand 4 and 1:2 (AlL2+)
complex, Fig. 7). In the case of the 1:2 complex the ligand frontier
molecular orbitals are more stabilized by ca. 1.12 eV probably due to
the strong electron coupling (evidenced by the hole distribution which
is widespread from one ligand to the other), thus allowing the internal
electron transfer from the ligands to the metal center and preventing
the radiative deactivation for this complex (electron return to the
ground state, red solid-arrow in Fig. 7). Importantly, this process is not
favorable for the 1:1 AlL2+ complex where the energy of the ligand is
smaller by ca. 0.35 eV, Fig. 7, red dotted-arrow. Then, 1:1 metal ion
coordination leads to a fluorescent emission state S1, where the electron
distribution is similar to the free ligand and no internal electron transfer
occurs, however, in the case of the 1:2 stoichiometry the internal PET
process has a clear electron redistribution between the S0 and S1 states.
Here is important to remark that the NTO pair is equivalent to the
HOMO – LUMO distribution since these molecular orbitals have the
main contribution to the electronic transition (NTO coefficient
w > 0.9).

4. Conclusions

1-Methyl-2-phenyl-3-hydroxy-4(1H)-quinolone (LH) acts a powerful
ligand for many metal ions in aqueous micellar medium and potentially
may serve as a turn-on fluorescent sensor for biologically and en-
vironmentally important cations such as Al3+, Zn2+ and Me2Sn2+. The
major point of this study is the demonstration that for many metal ions,
the strong fluorescence enhancement observed in 1:1 ML complexes is
not conserved in higher 1:2 ML2 complexes. Moreover, ML2 complexes
of Al3+, Ga2+ and Me2Sn2+ are non-fluorescent or low fluorescent
although these cations induce very strong fluorescence enhancements
in ML complexes. An important implication of this phenomenon for
design of fluorescence sensors for metal ions, as it was noticed for the
first time by Bardez et al. [26], is that di- or tri-topic ligands designed
for increased affinity to the metal ion may suffer from the loss of the
turn-on fluorescence response to the metal binding. The quenching
mechanism elaborated in this work for ML2 complex of Al(III) and 4
should work equally well for other light diamagnetic metal ions and
aromatic O,O-chelate ligands of 3-hydroxypyranone, 3-hydro-
xypyridinone and 3-hydroxyquinolone type and probably also for ca-
techols.
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