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Abstract

ortho-aminomethylphenylboronic acids are used in receptors for carbohydrates, diols, anions,
etc. The acid (2-(((anthracen-9-ylmethyl)(methyl)amino)methyl)phenyl)boronic acid 1 has been
used as a model for multiple sensors, however the postulates of its operation have not been able
to fully explain the turn-on effect of fluorescence in the presence of monosaccharides and the
performance by the nitrogen atom in this type of sensors. To explain this signaling mechanism,
spectroscopic studies of 1 were carried out in mixtures of acetonitrile-water and methanol-water
solvents, as well as their analogues 2 (which absence the boronic group) and 3 (which has the
nitrogen blocked). In the empirical study were taken considered the structure of different diols,
the effects that the pH may have, as well as the solvent. pH changes in 2 show the influence of the
nitrogen electron pair to induce PET, while the experiments with 3 show an inverse pH profile,
while the experiments with fructose show that despite the existence of "loose bolt” this cannot be
the main effect of receptor 1 as a sensor. The study of 1 with different proportions of water in
methanol shows an inverse behavior to the profile proposed by the "loose bolt" theory, being that
in methanol there is a partial quenching of fluorescence. These experiments demonstrate the
importance of the hydrogen bond -B(OH)s™--HN*- which can modulate fluorescence depending on
whether the anion is derived an ester or a boronic acid. If the hydrogen bond is strong, as is the
case with free receptor 1, this will make the pair of nitrogen electrons more available, allowing a
quenching the fluorescence by a photoinduced electron transfer (PET). Whereas, if the hydrogen
bond is weak, as is the case with boronic esters, the pair of electrons remains fixed in the N*-H
bond, which is perceived as a fluorescence turn-on.

Considering the importance of hydrogen bonds in the previous signaling mechanism, we were
decided to study 1 as a receptor for different anions in aprotic media, researching its behavior by
fluorescence, *H and !B NMR titrations in DMSO. Carboxylate, phosphate, and sulfate anions form
hydrogen bonds complexes with the -B(OH), group producing strong turn-off fluorescence
responses attributed to the enhanced photoinduced electron transfer (PET) resulted from the
removal of intramolecular hydrogen bonding, between boronic acid and the amino groups of 1.
The logarithms of the binding constants for most anions correlate linearly with the pK, of their
conjugate acids, except for sulfate and hydrogenoxalate showing strong positive deviations. The
abnormally strong binding of the monobasic oxalate is attributed to the formation of the covalent
cyclic ester. In the HOOC-R-COO" dicarboxylic acid monoanion series, the malonic acid monoanion
induces a strong opposite activating effect, demonstrating the ability of 1 to act as a ditopic
receptor through simultaneous binding of basic groups and acids of the host with the boronic acid
and the amino group of the receptor respectively. The results of this study demonstrate the
possibility of a successful manipulation of the efficiency of the PET produced by the aminomethyl
group attached to the anthracene by guest hydrogen bonding, in addition to the known metal
coordination and protonation effects.

For as much as boronic acids can function as anion receptors by hydrogen bonds, or by direct
insertion into the boron atom, we were decided to research the reactivity of benzoxaborole (BOX)

1
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

with 11 mono- and di-charged anions have been studied by 'H and !B NMR titrations in
acetonitrile and DMSO. BOX has a donor atom in the ortho-position, but it is directly bonded to
the B(lll) atom, although BOX is a stronger Lewis acid and a poorer hydrogen bond donor because
it has only one group B-OH. This is the case however only with CN" and PhPOs* anions, which are
H-bonded to phenylboronic acid, but covalently bonded to BOX, and partially with SO4*, which
forms only the H-bonded complex with phenylboronic acid, but both H-bonded and covalent
complexes with BOX. Fluoride forms covalent complexes, but majority of anions (Br, Cl, AcO,
PhPOsH", (Ph0),PO;’) form H-bonded complexes with both BOX, even H,PO. prefers to interact by
hydrogen bonds than acid phenylboronic which prefers the Lewis-type binding mode. The
preferable type of BOX binding with anions such as acetate, chloride and sulfate are confirmed by
DFT calculations. Analysis of the trends in the affinity of the anion for BOX shows that steric
hindrance is much more important for covalent bonds than for hydrogen bonds and that the
higher basicity of the anion is favorable for both types of bonds. This opens a new path for the use
of bensoxaboroles as a recognition site for anions.

2

e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

Resumen

Los acidos o-aminometilfenilborénicos son utilizados como receptores para carbohidratos,
dioles, aniones, etc. El acido (2-(((antracen-9-ilmetil)(metil)Jamino)metil)fenil)borénico 1 se ha
utilizado como modelo de multiples sensores, sin embargo los postulados de su funcionamiento
no han logrado explicar completamente el efecto de “encendido” de la fluorescencia en presencia
de monosacdridos y mucho menos el papel que juega el atomo de nitrédgeno en este tipo de
sensores. Para poder explicar este mecanismo de sefialamiento se realizaron estudios
espectroscopicos de 1 en mezclas de disolventes acetonitrilo-agua y metanol-agua, asi como a sus
andlogos 2 (el cual carece del grupo bordnico) y 3 (que tiene el nitrégeno bloqueado). En el
estudio empirico se tomo en cuenta la estructura de diferentes dioles, los efectos que pueda tener
el pH, asi como el medio. Los cambios de pH en 2 muestran la influencia que tiene el par de
electrones del nitrégeno para inducir PET, mientras que los experimentos con 3 muestran un perfil
de pH inverso, mientras que los experimentos con fructosa muestran que a pesar de la existencia
de “loose bolt” este no puede ser el efecto principal del receptor 1 como sensor. El estudio de 1
con diferentes proporciones de agua en metanol muestra un comportamiento inverso al perfil
propuesto por la teoria de “loose bolt”, siendo que en metanol puro hay un apagamiento parcial
de la fluorescencia. Estos experimentos demuestran la importancia del enlace de hidrégeno -
B(OH)s--HN*- el cual se puede modular dependiendo si el anién es de un éster o un 4cido
bordnico. Si es enlace de hidrégeno es fuerte, como es el caso del receptor 1 libre, este dejara con
mayor disponibilidad el par de electrones del nitrogeno permitiendo un apagamiento por una
transferencia de electrén fotoinducida (PET). Mientras que, si el enlace de hidrégeno es débil,
como es el caso de los ésteres bordnicos, el par de electrones se queda fijo en el enlace N*-H, lo
que se percibe como un encendido de la fluorescencia.

Observando la importancia de los puentes de hidrégeno en el mecanismo de sefialamiento
anterior, se decidid probar a 1 como receptor de distintos aniones en medios apréticos,
estudiando su comportamiento por fluorescencia, RMN de *H y 'B. Se observd que los aniones
carboxilato, fosfato y sulfato forman complejos por enlaces de hidrogeno con el grupo -B(OH); que
produce una fuerte respuesta de apagado en la fluorescencia atribuida a un mejoramiento en PET
resultado de la eliminacién del enlace de hidrégeno intramolecular entre el acido bordnico y los
grupos amino de 1. Los logaritmos de las constantes de unién para la mayoria de los aniones se
correlacionan linealmente con el pK; de sus acidos conjugados, exceptuando el sulfato y el oxalato
monobasico muestran fuertes desviaciones positivas. La union andmalamente fuerte del oxalato
monobasico se atribuye a la formacién del éster ciclico covalente. En la serie de monoaniones de
acidos dicarboxilicos HOOC-R-COO", el monoanién del acido maldnico induce un fuerte efecto de
activacion opuesto, lo que demuestra la capacidad de 1 para actuar como receptor ditipico a
través de la union simultanea de grupos basicos y acidos del huésped con al acido bordnico y el
grupo amino del receptor respectivamente. Los resultados de este estudio demuestran la
posibilidad de una manipulacidn exitosa de la eficiencia del PET producido por el grupo
aminometilo unido al antraceno por el enlace de hidrégeno invitado, ademdas de los conocidos
efectos de coordinacion de metales y protonacion.

3
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Observando que los acidos borénicos pueden funcionar como receptor de aniones por puentes
de hidrégeno, o por insercidon directa al atomo de boro, se decidié probar la reactividad del
benzoxaborol (BOX) con 11 aniones mono-y dicargados, esto a partir de estudios por RMIN de 'H y
118, El BOX al tener un dtomo donador en posicién orto- pero que esta enlazado a su vez
directamente con el atomo de boro (lll), aunque BOX es un acido de Lewis mas fuerte y un
donante de enlaces de hidréogeno mads pobre porque posee solo un grupo B-OH, solo con CN" y
PhPO3% cambia su modo de unién de enlaces de hidrégeno con el cido fenilborénico a covalente
con BOX. Esto sucede parcialmente con S04%, ya que BOX forma complejos tanto de tipo Brgnsted
como de Lewis, con estabilidad similar. El fluoruro forma complejos de tipo Lewis, pero la mayoria
de los aniones (Br’, Cl, AcO’, PhPOsH") forman un complejo de tipo Brgnsted con BOX, incluso con
H,PO, prefiere interactuar por enlaces de hidrégeno a diferencia del acido fenilbordnico que
prefiere el modo de unién del tipo Lewis. El tipo preferible de unién de BOX con aniones como
acetato, cloruro y sulfato se confirman mediante cdlculos DFT. El analisis de las tendencias en la
afinidad del anién con BOX muestra que el impedimento estérico es mucho mds importante para
los enlaces covalentes que para los enlaces de hidrégeno y que la mayor basicidad del anidn es
favorable para ambos tipos de enlaces. Esto abre una nueva vertiente para el uso de
bensoxoboroles como sitio de reconocimiento para aniones.

4
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1 Introduccion

Los acidos bordnicos se usan ampliamente para el reconocimiento molecular de
carbohidratos y otras moléculas que contienen en sus estructuras fragmentos 1,2- o 1,3-
dioles, con los cuales se forman ésteres bordnicos ciclicos estables en medio acuoso.>?
(Esquema 1)

OH OH
R—B: + H,0 Ka Lo @
YOH = ? r-"woH a0
OH
HO R’ HO R’
+ Ktr| + Ktet
HO R” HO R™
OH
o R’ e
, 0
R_& +Ho Ka R + H0®
\ ‘——‘ )
o R R
R

Esquema 1. Formacion rapida y reversible de ésteres bordnicos ciclicos

Para la deteccidn de carbohidratos tipicamente se emplean acidos arilbordnicos debido
a su mayor estabilidad y acidez en comparacion de los alquilbordénicos, mayor facilidad de
modificacion quimica y posible uso del fragmento aromatico para generar la respuesta
dptica (absorbancia o fluorescencia) en el proceso de formacion de éster.3*

Entre numerosos disefios de receptores bordnicos propuestos a la fecha destacan
receptores del tipo A que involucran un fluoréforo (Fl) unido al acido bordnico mediante
un puente con un atomo donador ubicado en posicidn orto. El &tomo donador sirve por
dos propdsitos: por un lado, la interaccidon con el grupo bordnico que dependiendo del
medio y del tipo de grupo donador puede coordinarse al tomo de boro convirtiéndolo de
sp? a sp3, o formacién del enlace de hidrégeno como el aceptor del protén del grupo B-OH
sin cambio de hibridacion, o inducir ionizacion con la formacion de un par idnico
intramolecular por la insercion de una molécula de agua, y por otro lado inducir la
modificacion de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo por la transferencia de
electrén fotoinducida conocida como PET (Photoinduced Electron Transfer).>®

En el Esquema 1 tipicamente Ktet >> Kirig, €s decir el éster estable se forma cuando el
boro tiene una geometria tetraédrica (sp3) que normalmente requiere la adicién de
hidréxido, por lo que es necesario el uso de altos valores de pH. La coordinacion de

5
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nitrogeno en principio permite lograr tener al atomo de boro con una geometria
tetraédrica y asi permitir formacion de un éster en una disolucion con pH neutro. Por otro
lado, se sabe que la acidez de Lewis del boro incrementa al convertir el acido bordnico en
un éster trigonal ciclico.l”” Entonces se espera que la formacion del éster fortalezca la
interaccion B-N, eliminando el efecto PET y por lo tanto aumenta la fluorescencia del
receptor.

OH HO_ _

’
~t- [N

HO

El receptor prototipo 1 con antraceno como fluoréforo fue reportado por el grupo de
Shinkai’ y sirvi6 como una inspiracién para disefio de numerosos receptores de este tipo.
Sin embargo, los estudios mas recientes muestran que el mecanismo original de su
funcionamiento no puede ser correcto. El problema es que en medios proticos (agua,
metanol) los acidos orto-metilamino bordnicos se encuentran en forma zwitterionica,®° es
decir que en el caso de 1 su estructura real en disolucidén acuosa es 1%, y la formacion del
éster no puede afectar la fluorescencia por efectos PET, porque el nitrogeno ya se
encuentra protonado.

La mayor dificultad en la interpretacion del efecto de variacién de la fluorescencia
observado en la unién de polioles a 1 en disolucidnes acuosas neutras consiste en cémo
los equilibrios para la disociacion acida de 1 y las estructuras de sus formas idnicas se
acoplan con el equilibrio para la formacion del éster bordnico y de esta manera generar
cambios en la intensidad de fluorescencia (esquema 2)

6
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Muy Fluorescente

Esquema 2. Equilibrios de la disociacién acida de 1 junto con el equilibrio para la
formacion del éster de bordnico y los cambios en la intensidad de la fluorescencia.

Debido a la gran importancia de los receptores de este tipo, la interpretacion correcta
del funcionamiento del receptor 1 es necesaria para el disefo racional de nuevos
receptores. Por el momento hay varias hipdtesis propuestas.’®!3 La hipdtesis mas radical
es la propuesta por Anslyn y colaboradores donde proponen que el aumento de
fluorescencia de 1 en presencia de fructosa no esta asociado a la formacién de un éstery
se debe a la desagregacién de 1 que se encuentra agregado por efectos hidrofébicos.'! En
acuerdo con esto los autores observan un aumento de fluorescencia del receptor 2 sin el
grupo bordnico en presencia de fructosa a ciertas condiciones.

HO_ _OH
|
N ®N
O |
2 3

Sin embargo, el efecto no fue comprobado con otros azucares y fue observado en
condiciones poco prdcticas: en una disolucién de 33% metanol acuoso no amortiguada, a
pesar de que el control de pH es indispensable para el funcionamiento del receptor 1. La
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hipdtesis mds reciente propone que es irrelevante la presencia del dtomo donador,%13 y
el cambio de fluorescencia se debe a un mecanismo de “loose bolt” realizado por la
interaccion directa entre fluoréforo y boronato, pero esto contradice a los resultados
reportados con sistemas andlogos.'**® La importancia sobre el entendimiento del papel
gue juega el atomo de nitrégeno no ha sido estudiada desde la perspectiva de su papel
como base de Lewis, por lo que el uso de un analogo de 1 pero inactivando este par de
electrones, lo que se realiza en el receptor como 3, que podria ayudar a la elucidacién del
mecanismo de fluorescencia. Uno de los objetivos de esta tesis es el andlisis detallado de
los mecanismos formulados anteriormente y la elaboracion de una nueva version del
mecanismo basado en PET que permita la interpretacion mas adecuada del
comportamiento del receptor 1y sus analogos.

Otra darea de aplicaciones de acidos bordénicos como sensores, es su uso para
reconocimiento molecular de aniones. Los aniones tienen un enorme impacto en nuestra
vida. Dentro de nuestro propio cuerpo, el portador de nuestra informacion genética, el
ADN es anidnico, al igual que la mayoria de los sustratos y cofactores enzimaticos (por
ejemplo, ATP). Entre los haluros, el cloruro se encuentra en el liquido extracelular, y su
mala regulacién estd relacionada con enfermedades como la fibrosis quistica,'® el yoduro
es necesario para la biosintesis de hormonas en la glandula tiroides,!” mientras que el
fluoruro es parte esencial para la salud ésea, y el crecimiento de los dientes, lo que ha
llevado a la (a veces controvertida) fluoracion de los suministros de agua.'® En el caso de
otro tipo de aniones, estd bien establecido que el bicarbonato es vital para la regulacién
del pH en el cuerpo, mientras que el cianuro es altamente tdxico. Ciertos aniones tienen
un efecto adverso sobre el medio ambiente. a nuestro alrededor. El nitrato y el sulfato son
componentes clave en la produccién de lluvia 4cida.’® Uso excesivo de fosfatos y los
nitratos en los fertilizantes ha provocado la eutrofizacién de las vias fluviales.?® Incluso
actualmente en México se tiene una seria preocupacidon por el uso de glifosato como
herbicida en los cultivos.?! El pertecnetato (un subproducto del reprocesamiento de
combustible nuclear)??y perclorato (procedente de la fabricacién de explosivos)?® son dos
ejemplos mas de polucion antropogénica, mientras que el arseniato es sumamente nocivo
para el medio ambiente.?* En resumen, ha habido, y hay, una motivacion considerable
para investigar la unién y deteccion de especies anidnicas.
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Pentosa

Figura 1. El grupo fosfato en el ADN es lo que le da su caracter anidnico

Los acidos borénicos se utilizan a menudo como componentes de sensores de
aniones.?>?% Los receptores mas exitosos se han desarrollado para el fluoruro, que
demuestra una alta afinidad por el boro (lll) incluso en disolventes préticos,?’?° pero el
reconocimiento de otros aniones también atrae la atencidon. Recientemente, se han
empleado derivados del acido pirenilborénico para la construcciéon de una matriz
guimiosensorial para la deteccion por fluorescencia de un gran conjunto de aniones de
diferentes tipos (carboxilatos, fosfatos y fluoruro) en una disolucién de DMSO.3° Los
aniones anadidos produjeron efectos inespecificos de extincion o mejora de Ia
fluorescencia a pequefia escala.

Por otro lado, se ha demostrado que los acidos bordnicos reconocen aniones en
disolventes aprdticos como acidos de Lewis a través de la coordinacién directa de un
anién al centro de boro (lll) o como donantes de protones a través del enlace de
hidrogeno de un anién con el grupo B(OH),. El primer modo se observa con los aniones
fluoruro y fosfato, el segundo es caracteristico de los aniones carboxilato y haluro.3! El
modo de enlace de hidrégeno se aprovecho en el disefio de varios receptores de aniones
reportados recientemente3?33 y fue objeto de una investigacion tedrica en profundidad.3*

Los receptores del tipo A tienen un potencial todavia no explorado a funcionar como
sensores de aniones ya que la interaccidn del anidén con el acido bordnico puede afectar su
interaccion con el nitrogeno y posteriormente transmitirse en una sefial dptica por la
modificacion del PET con antraceno. Uno de los objetivos de la tesis demostrar la
posibilidad de detectar aniones mediante el receptor 1y elaboraciéon del mecanismo de su
funcionamiento.

9
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por r

en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”

2. Antecedentes

2.1 PET

La fotoquimica ha logrado reconocer que ciertas moléculas en fotoexcitacién se
convierten en poderosos donantes o aceptores de electrones que permiten
transferencia de electrones entre grupos quimicos o especies, que en su estado basal no
les fuera posible. Este fendmeno es conocido como transferencia de electrones
fotoinducida (PET), la cual ha atraido el interés de quimicos de muchos campos. Por
ejemplo, en quimica organica a través de PET se han descubierto vias novedosas para la

sintesis de nuevas moléculas,

molecular.37:38

Debido a que en el estado excitado se promueve un electrén a un orbital antienlazante
(a menudo el LUMO), lo que provoca que en este estado disminuya el potencial de
ionizacion (PI) significativamente en comparacién con el estado basal. Ademds, es mas
facil oxidar un estado excitado debido a que el electrén que se va a eliminar estd en un
orbital de mayor energia, por lo que se considera, que el estado excitado es un buen
donante. Por otra parte, hay acceso a una vacante en el orbital de menor energia del que
se extrajo el electréon excitado, por lo tanto, el estado excitado tiene una afinidad

electrdénica (EA) mas alta y por consecuencia, es un mejor aceptor que el estado basal.

Pl

| [
D

Figura 2. La viabilidad de PET estd dictada por las energias relativas de los electrones
donantes y aceptores. En esta imagen simplificada de orbitales, los electrones que ocupan

los orbitales pueden moverse a orbitales aceptores dependiendo de sus potenciales de

EA

D*

Pl
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Por lo tanto, una molécula en el estado excitado baja tanto su potencial oxidante como
el de reduccidn. Esto significa que en los estados excitados se pueden sufrir transferencias
de electrones, aceptando electrones de estados fundamentales que tienen un HOMO mas
alto, y transfiriendo electrones a estados fundamentales que tienen un LUMO mas bajo.
Ambos o alguno de los procesos conducen a la extincion de la fluorescencia. Esto se
muestra esquematicamente en la figura 2. En el inciso a, el estado excitado transfiere un
electréon al estado fundamental de otra molécula, mientras que en el inciso b, una
molécula en estado fundamental transfiere un electron al estado excitado. Ambos

escenarios son ejemplos de transferencias de electrones fotoinducidas.

211 Receptores basados en PET

PET ocupa un lugar importante entre otros mecanismos de modulacién de la sefial
fluorescente empleados para el disefio de sensores® y los sensores basados en PET son
temas de las revisiones periddicas.?®*! La figura 3 presenta uno de los disefios mas
populares de los receptores basados en PET llamado “receptor — espaciador — fluoréforo”
que esta al fondo del funcionamiento del sensor 1. Los receptores de este tipo responden

a la presencia de especies electrofilicos, tales como protones y cationes metalicos.

' Modo apagado . Modo encendido
- Espaciador Rece@ Fluoréforo Espaciador Receptor
A A
LUMO * LUMO hVpy,
—
PET

E E
% HOMO
HOMO—T— HOMO-T—
% HOMO
Receptor Receptor

z Fluoréforo .
Fluoréforo libre unido

Figura 3. El sistema receptor — espaciador — fluoroforo en estados “off” (apagado) y “on”
(encendido) con el diagrama de energias de orbitales de frontera.®® El simbolo

representa un acido de Lewis (protdn, catién metalico, tomo de boro).
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Tipicamente el orbital HOMO del receptor que produce PET apagando la fluorescencia
del sensor libre (modo apagado figura 3) pertenece a un par de electrones no compartidos
de un atomo de nitrégeno. Su protonacion o coordinacion disminuye la energia de orbital
por abajo del HOMO del fluoréforo eliminando la posibilidad de PET (modo encendido
figura 3) y asi permitiendo la emision de luz por el regreso del electron excitado del LUMO
a HOMO del fluordforo. Eliminacidn de PET por la protonacion de metilamino derivados
de antraceno y algunos otros fluoroforos con frecuencia se usan para determinacion de
pH. Un ejemplo tipico que también sirve como una ilustracion de la magnitud del efecto

PET esta presentado en la figura 4.
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Figura 4. Sensor de pH basado en el efecto PET.*?

2.2 Acidos borénicos orto-sustituidos

Hace 60 afios Lorand,?” y posteriormente Wulff,*34* comenzaron a estudiar los efectos
qgue tenian diferentes orto-sustituyentes en los acidos fenilborénicos al interactuar con
distintas especies de dioles. Ademads, se han encontrado aplicaciones muy interesantes de
este tipo de compuestos, como es el caso de los acidos orto-haloborénicos los cuales
pueden promover reacciones de acoplamiento de amidas a temperatura ambiente, e
incluso hacerlo de manera consecutiva catalizando de igual manera reacciones de
46,47 y

cicloadicidn de Diels-Alder.*> Otro ejemplo es su uso como agentes antimicrobianos

antifingicos*®4°,
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Figura 5. Modulacion de la longitud de onda en presencia de sacaridos en el acido (2-

((fenilamino)metil)fenilborénico®

Uno de sustituyentes mds atractivos es el grupo aminometilo en posicién orto con
respecto al dcido bordnico, ya que promueve la unién con dioles a pH neutro.>® Desde el
inicio de esta exploracion, muchos grupos han incorporado acidos o-
aminometilfenilbordnicos en una variedad de receptores quimicos con la intencién de
mejorar la afinidad, ajustar la selectividad, cambiar el rendimiento cuantico y/o modular la
longitud de onda de emisidn (figura 5).12°%>3 Mediante la exploraciéon de &cidos o-
aminometilfenilbordnicos unidos a diferentes grupos fluoréforos, se han sintetizado una
serie de sondas de fluorescencia usadas en la deteccion grafica de carbohidratos vy
glicoproteinas en superficies celulares.”>* Una de las aplicaciones practicas mds
relevantes es la de GlySure que ha desarrollado un sistema sensor de monitoreo continuo
de glucosa intravascular elaborado con fibra éptica totalmente funcional para el control

de la glucosa en pacientes en unidades de cuidados intensivos.>

2.2.1 Interacciones B-N en acidos bordnicos orto-amino sustituidos y sus derivados

En los estudios tempranos fue establecido que la cinética de interconversién de acido
bordnico a éster, es mayormente favorecida cuando el boro es tetraédrico, lo que ocurre
en medios acuosos basicos. Wulff>® ha demostrado que puede interactuar la piperidina y
quinuclidina con ésteres fenilboronicos ciclicos, formando interacciones B-N, mientras que

no se observa interaccidon en presencia de piridina y trietilamina. Ademas, se observd que
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este equilibrio de formacion y disociaciéon de los complejos es bastante rapido en

comparacion a la escala de tiempo de RMN, incluso a temperaturas bajas.

Un aspecto clave en el funcionamiento del receptor 1 es el tipo de la interaccidn
dominante entre los grupos de acido bordnico o su éster, y amino. Inicialmente para todos
los derivados del acido fenilbordnico con sustituyentes orto-metilamino, incluyendo 1, fue
considerado que el Unico tipo de interaccion es la formacién del enlace donador-aceptor
N-B. Sin embargo, en estudios mas recientes fue establecido que la situacidon es mucho
mas complicada y dependiendo del tipo de boronato (acido libre o éster) y medio (prético
0 aprotico) son posibles cuatro situaciones: el enlace donador-aceptor B-N, un enlace de
hidrégeno BOH-N, par idnico (puente de hidrégeno idnico) B(OH)s™ -~ *HN y una molécula

neutra sin interaccion entre By N (Figura 6).

HO

HO _© OH OH  (R=H o alquil)

\ RO
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Figura 6. Posibles estructuras de acidos bordnicos o sus ésteres con grupos orto-

metilamino

Algunos ejemplos de estas estructuras encontrados por difraccion de rayos X de

monocristales estan en la Figura 7.

14
e | Uis Ramdn Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores lecul b dos en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”

Figura 7. Estructuras representativas de acidos bordnicos o sus ésteres orto-amino
sustituidos, omitiendo hidrogenos y sefialando las distancias de interacciones no

covalentes en A.

Estructuras sin interaccion B-N son raras en fase sélida. Sin embargo, el éster
benzopinacolico del acido 2-(N,N-dimethyl-1-aminoethyl)-ferroceneboronico (A) con la
distancia B-N 3.524 A es un caso de molécula sin interaccién B-N.*7 La situacién tipica para
los ésteres del acido fenilboronico con sustituyentes orto-metilamino cristalizados de un
disolvente aprético es la formacion del enlace covalente B-N como es el caso (B).”® Sin
embargo, la cristalizacion de los ésteres bordnicos de metanol con frecuencia lleva a la
formacién de la especie zwitterionica como es el caso del éster catecdlico de 1 (C).>°
Estructuras cristalinas de los acidos fenilboronicos con sustituyentes orto-metilamino

tipicamente incluyen el puente de hidrégeno BOH--N como es el caso de 1 libre (D).>°

Especies de los mismos tipos existen en disolucion. Su identificaciéon estd basada
principalmente en los espectros de RMN !!B. En acuerdo con los desplazamientos
quimicos caracteristicos reportados para acidos borénicos son: alrededor de 30 ppm para
el boro trigonal,® alrededor de 10 ppm para el boro tetraédrico anidnico y alrededor de 15
ppm para el boro tetraédrico neutro, con enlace B-N. La presencia del puente de
hidrégeno BOH-N se manifiesta en el desplazamiento de la sefial de *H del grupo B(OH), a

campo bajo (ver seccién 2.4.2).
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Un andlisis de los datos reportados indica que para los ésteres de los acidos
fenilbordnicos con sustituyentes orto-metilamino forman principalmente en el estado
solido y en medios aproticos enlaces B-N, que se transforma a zwitterion en medios
proticos (MeOH, H,0) por un proceso de “insercion del disolvente” (adicion heterolitica
del fragmento RO-H a los atomos de B y N); para los acidos libres en el estado sélido la
forma principal es con el puente de hidrégeno BOH:-N que puede conservarse en
disolucién en medios aproticos, pero en medios proticos ocurre insercién con la formacién

de un zwitterion.
2.2.2 El mecanismo original de Shinkai-James del funcionamiento del receptor 1.

Teniendo en cuenta este conocimiento, y que al usar fluoréforos como el antraceno, el
cual es sensible a sufrir PET en presencia de aminas, Shinkai disend el receptor 1, el cual
sirvid como una inspiracion para disefo de numerosos receptores de este tipo. En
valoraciones de fluorescencia de 1, al incrementar el pH, se observa una disminucion de
30 veces en la emisidon de fluorescencia entre un pH de 6 a 7, y otra disminucién que
tiende a la extincidn a valores de pH superiores a 11. Por el contrario, en presencia de un
monosacarido, la primera disminucién de la fluorescencia es minima, mientras que se
produce un fuerte apagamiento a valores mayores de 11 en pH.%° Interpretando las
titulaciones, teniendo en cuenta la formacion de un enlace N-B, es légico asignar pKa1 (6—
7) a la desprotonacién del ion amonio, por lo tanto, el pKa2 (=11) corresponderia a la
hidroxilacion del boro y ruptura del enlace N-B. Este pK; esta en un intervalo ligeramente
superior al distintivo en acidos bordnicos (9-10). Continuando con el postulado del enlace
N-B, la desprotonacién del grupo amonio conduce a la liberacion del par de electrones de
nitrogeno (pKai1), que luego estd débilmente coordinado con el dtomo de boro (esquema
3) y, por lo tanto, apagara la emisidon del antraceno. La hidroxilacion del boro en el acido
bordnico solo aumenta la extincidon (pKa2). En presencia de un éster bordnico, estos al
tener una mayor acidez de Lewis, su interaccién con el par libre de la amina, a un pH
fisioldgico, serd mayor con respecto al acido boroénico, lo que no permitira PET y por lo

tanto tener una alta emision del antraceno.
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Esquema 3. Mecanismo por Shinkai para el funcionamiento de 1

Esta es la base de la propuesta de Shinkai para el funcionamiento del receptor 1, donde
la amina puede apagar la fluorescencia del receptor a través de PET, siendo fundamental
la interaccion boro-nitrégeno, la cual en realidad es débil o inexistente en medios proticos
si el acido bordnico se encuentra “libre”. Tras la complejacion con un monosacarido, la
fluorescencia del antraceno se regenera a medida que se forma el éster bordnico, dando
un efecto de encendido, lo cual tiene ventajas contra sensores con mecanismos de

apagado.
2.2.3 Switch de pK,

Shinkai propuso un primer mecanismo de funcionamiento para el receptor 1, sin
embargo, este presentaba un par de inconvenientes.'?®2 Wang observé en las estructuras
de rayos X de monocristal, que los acidos borodnicos en realidad tienen longitudes de
enlace N—B mas cortas que en los ésteres de bordnicos correspondientes, esto implicaria
que el enlace en el caso del acido es mas fuerte en comparacién con el éster, lo que
contradice el mecanismo propuesto hasta el momento, aunque la comparacidon no es
totalmente adecuada debido a que no es equivalente lo que pasa en disolucion a lo que

ocurre en estado sélido, sin embargo si nos da un aproximado de la estabilidad que pueda
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tener el enlace. Por otra parte, Franzen realizo estudios utilizando la teoria de funcionales
de la densidad (DFT),%! y de esta manera encontrd los cambios relativos en la fuerza del
enlace N-B tanto en su forma “libre” como en forma del éster, concluyendo que los
cambios no eran lo suficientemente significativos para modular los cambios drasticos en la
fluorescencia, cuando 1 interactua con los dioles. Viendo el ciclo termodinamico de la
asociacion de dioles con acidos bordnicos (Esquema 1), es bien sabido que la acidez del
éster es mayor que la de su forma “libre” (generalmente hasta dos unidades de pKa
menor) por lo que notaron que la protonacién de la amina era una explicacion mas
probable a la extincion del PET en los ésteres bordnicos derivados de monosacaridos,
citando el hecho de que un enlace N-H en el ion amonio es mucho mas fuerte que un
enlace N-B. Esta propuesta de Wang se ha llegado a conocer como mecanismo de “switch
de pKy” o “hidrdlisis/solvdlisis” (esquema 4).1% La nocidn es que el enlace N-B existe en el
acido bordnico, mientras que en el éster de boronato se forma una especie zwitterionica
donde la amina se encuentra protanada. Para los propdsitos de este tratado, notamos que
el producto en el esquema 4 tiene una molécula disolvente insertada entre el nitrégeno

de la amina y el boro, lo que resultd ser un postulado estructural importante introducido
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Esquema 4. Mecanismo de “switch de pK,” para el funcionamiento de 1
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Wang!?6! también sefiald otros problemas que eran inconsistentes con el postulado de
modulacion de la fuerza del enlace N-B. Primero, la intensidad de emision de 1
acomplejado con azlcar es casi independiente del azucar (fructosa, glucosa, melibiosa,
leucrosa),®? aunque el pK, si varia en funcién del aztcar que se utilice. Esto concuerda con
lo documentado con acido fenilborénico, donde la reduccion del pKa del complejo
depende del azlcar que se agregue a la disolucion.'>%? A partir de estas observaciones,
Wang sefialé ademads que los azucares que forman la union tridentada con el boro no
deberian modular la fluorescencia, ya que el tercer &tomo donador romperia el enlace N-
B, mientras que en el mecanismo de hidrdlisis seguiria mostrando un cambio de
fluorescencia, porque el tercer atomo donador simplemente tomaria el lugar del grupo
hidroxilo en el éster de boronato. Experimentalmente, los azlcares tridentados como la
fructosa dan cambios de fluorescencia muy grandes de una manera muy similar que los

monosacaridos con solo dos puntos de union.5?

2.3 Enlace N-B vs Zwitterion

A partir de datos experimentales realizados a 1 por diferentes grupos de investigacion,
han revelado las emisiones que tiene el receptor libre y los distintos ésteres borénicos
ciclicos correspondientes, esto gracias a valoraciones de pH. Tomando en cuenta las
evidencias recogidas con la ayuda de RMN de !B, y fluorescencia, podremos racionalizar
la existencia del enlace N-B o la presencia de la especie zwitterionica y de esta manera

poder diferenciar entre los mecanismos propuestos hasta el momento.5%2

2.3.1 Analisis Fotofisico

Analizando los perfiles de pH realizados en medios proticos y con elevadas constantes
dieléctricas (mezclas agua-metanol), se observa que la fluorescencia de 1, al cambiar el pH
de bajo a alto, se observan grandes descensos de emision (mas de diez veces menor)
entre valores de pH de 6 a 7, y se produce otro descenso mas pequefo, aungue con
tendencia a la totalidad por encima de 11 en la escala de pH. Mientras que, en presencia
de un monosacarido, el primer descenso de fluorescencia es menor y se observa a un

valor de pH menor, mientras que se produce una gran disminucion a pH alto.®°
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Figura 8. Valoraciones de pH de 1 (1 uM) en 2:1 H,0:CH3OH y NaCl 50 mM solos
(circulo amarillo) y en presencia de 50 mM de cada uno de los siguientes carbohidratos: d-
manosa (azul diamante), d-galactosa (cuadrado rojo), I-sorbosa (triangulo naranja), d-
glucosa (cruz verde), inositol (mas marrdn) y d-fructosa (guion morado); datos tomados de
la ref. 63.

Observando las titulaciones de pH, y tomando en cuenta los dos postulados
mecanisticos hasta el momento se puede realizar un analisis detallado. Teniendo en
cuenta la formacién de un enlace N-B, el pKisl (entre 6 y 7) corresponde a la
desprotonacion del ion amonio, que se reduce en comparacion con el pK, de una
alquilamina tipica (entre 7 y 9),%* debido al enlace covalente dativo resultante con el boro
(esquema 3). Esta disminucién del pKa es andloga a lo observado para iones de amonio en
presencia de metales debido a la estabilidad del complejo de coordinacidon con enlace
amina-metal.®® Por lo tanto, el pKa; corresponde a la hidroxilacién del boro y la ruptura del

enlace N-B. Este pK; esta en un intervalo tipico para los acidos bordnicos (entre 9 y 10).

Hay que tomar en cuenta que la hidroxilacion de un acido bordnico conlleva un proceso
de solvélisis del agua, por lo tanto, es una reaccion de disociacion del agua coordinada al
atomo de boro funcionando como acido de Brgnsted con un valor de pKa asociado (figura
9). Continuando con el postulado del enlace N-B, la desprotonacién del grupo amonio

conduce a la liberacidon del par solitario de nitrégeno (pKasl), que posteriormente se
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coordina débilmente con el atomo de boro (esquema 4) y, por lo tanto, apagara la emision
del antraceno. La hidroxilacién del boro en el dacido bordnico solo aumenta la

disponibilidad de este par de electrones para apagar la fluorescencia (pKa2).

R R R’
0 H -
| _ R O\e /? /H\\‘
Vo 1‘0_5 I
@‘7':'—',

Figura 9. Proceso de solvdlisis realizado por 1

Ahora tomando en cuenta la adicién de un azucar, que conduce a la formacidn de éster
bordnico (esquema 4), la desprotonacién del amonio (pKal), reemplaza el enlace N-H con
un enlace covalente dativo N-B, lo que afecta a la capacidad del nitrégeno para participar
en PET (rango de pH intermedio de la figura 8). Sin embargo, la hidroxilacién del boro en
el éster bordnico libera el par solitario de la amina, lo que conduce a la extincién de la

emisidn de antraceno (rango de pH alto de la figura 8).

Examinando ahora las titulaciones de pH y contrastandolas con el mecanismo de
“switch de pK;” propuesto (esquema 4). En ausencia de un monosacarido, el pKail
corresponderia a la desprotonacion de la amina para formar un enlace N-B, mientras que
pKa2 es la hidroxilacién del boro. Esto es exactamente lo mismo que lo mencionado por
Shinkai. Sin embargo, en el caso del éster bordnico, la propuesta es muy diferente. A
medida que aumenta el pH, el azlcar se une y en lugar de la formacion del enlace N-B,
este se hidroliza formando un compuesto zwitterionico lo que es equivalente a la
insercion de un disolvente. Esto quiere decir que 1 en presencia de un diol se invierte el
primer y segundo pKa, correspondiendo ahora a la hidroxilacion del enlace N-B vy la
desprotonaciéon del ion amonio, respectivamente. Debe considerarse que el pK;
correspondiente a la desprotonacién del ion amonio, en este caso tendrd un valor
ligeramente elevado con respecto a un amonio tipico por su proximidad al centro negativo
de boro y la estabilidad que tendria el complejo zwitterionico. Por lo tanto, este

postulado mecanistico se denomind "switch de pKa" por el intercambio en los procesos.
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2.3.2 Evidencias por RMN de !B

Una prueba importante que Wang usé para respaldar el mecanismo de hidrélisis del
enlace N-B, (esquema 4) fueron las titulaciones de pH por RMN !B que realizo Anslyn con
anterioridad a acidos o-aminometilboronicos,® donde la amina era secundaria o terciaria,
debido a que la RMN !B es sensible a la hibridacién del &tomo de boro, se aseguré que el
primer pK, es la desprotonacion del amonio con la formacion concomitante de un enlace
N-B. El objetivo de los experimentos de Anslyn era determinar si los pKas de las aminas
secundarias y terciarias proximas a los acidos bordnicos eran similares o no, esto debido a
la posibilidad de que la desprotonacidon de una amina secundaria pudiera conducir a un
enlace N-B covalente estdndar en lugar de un enlace covalente dativo N-B. Encontré que
valores de pKs son casi idénticos para los acidos o-aminometilfenilborénicos que
involucran aminas tanto terciarias, como secundarias, lo que descarta un enlace N-B

covalente formal apoya la teoria de la formacién de enlaces dativos N-B.

Para distinguir entre el enlace N-B y el mecanismo de “switch de pK,”, el grupo de
Anslyn realizé una serie de estudios cristalograficos y de RMN !B. Para esto se tomd como
modelo a la molécula 4, (figura 10) del cual se examinaron los espectros de RMN !B de
valoraciones con catecol, hidrobenzoina y dacido a-hidroxiisobutirico.®® Para esto fue
necesario purificar y cristalizar los ésteres bordnicos correspondientes de 4 y el analisis
cristalografico por rayos X de monocristal se correlacionaron con los cambios de

desplazamiento quimico en valoraciones de 4.
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Figura 10. Compuesto 4 y los sus complejos con porocatecol, asi como sus

desplazamientos quimicos por RMN 1B
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Un boro trigonal de encuentra en RMN de B en un intervalo de 28 a 30 ppm, mientras
que las sefiales de un boro sp3 con enlace N-B aparecen alrededor de 14 a 15 ppm, y el
desplazamiento quimico de un anién boronato (R-B(OH)s") se encuentra tipicamente entre
8 y 10 ppm (figura 10). La conclusion fue la formacién del compuesto zwitterionico
observable en medios préticos para el caso de 4, asi como de los ésteres de borénicos
sintetizados. Sin embargo, se observd una pequefia cantidad de formacion de enlaces N-B
(menor al 5 %) al usar catecol, lo que significa que los enlaces N-B y la insercién del
disolvente pueden coexistir en equilibrio, sin embargo, la existencia del primero es

insignificante en comparacién con la especie zwitterionica.

Ademas, resultados computacionales de Larkin y James llevaron a unas conclusiones
similares.1%°2 Descubrieron que las especies con insercidn de disolvente tienen menos
energia que las especies con enlace dativo N-B. Es importante destacar que todas las
pruebas apuntan a que el producto de la insercidn de disolventes es la especie dominante
en medios proéticos tanto para los acidos bordnicos como para sus ésteres

|H

correspondientes. Con esta evidencia, ni el mecanismo de enlace N-B ni el “switch de pK,”
pueden ser operativos. Por lo tanto, aunque tengan ldgica las interpretaciones de los
perfiles de fluorescencia y puedan ser considerados como correctos, los postulados
ilustrados no involucran la especie zwitteridon para 1 en su forma “libre”, por lo que estas

hipdtesis no pueden ser correctas en medios proticos.

2.3.3 Insercidn del disolvente y Mecanismo de formacion de ésteres boronico de 1

Tomando en cuenta el equilibrio entre la especie de 1 no cargada y su forma
zwitterionica 1%, y sabiendo que el nitrogeno funciona como promotor para la insercion de
moléculas de disolvente y de esta manera bajar el pK, del boronato, es légico pensar que
el grupo amonio pueda desempefar un papel clave en el mecanismo de formacién de
ésteres boronicos en 1% Para la formacion de estos ésteres, el disolvente insertado
primero debe ser expulsado, luego reemplazado por un grupo -OH del diol o
monosacarido, seguido de la rotacion del boronato, y posteriores reemplazos graduales
de disolventes insertados, lo que lleva a un huésped completamente unido. El primer
reemplazo de disolvente insertado por el huésped es intermolecular, haciendo probable
gue sea lento en relacion con los pasos subsiguientes que son intramoleculares, ya que el

diol o el sacarido quelan al &tomo de boro.
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La liberacién de un disolvente insertado daria lugar a la especie 1 no cargada en la
figura 11b Esto podria ocurrir en dos pasos: la desprotonacion del amonio y pérdida del
hidréxido/alcoxido en el centro de boro, en cualquier orden, para esto se requiere la
pérdida de un grupo saliente muy pobre a pH neutro. Alternativamente, el disolvente
podria perderse en un solo paso por simple descomplejamiento del boro y del amonio
(ruta 'catalisis acida general'). Esto implicaria formar un acido o-aminometilfenilbordnico
en un estado de alta energia 1 el no poseer los estados de protonacion preferidos de acido
borénico y amina al pH operativo. Curiosamente, la cuestién de la pérdida gradual o en un
solo paso del disolvente insertado depende del estado de ionizacion del disolvente
insertado en 1% Si el disolvente estda completamente desprotonado cuando se inserta,
forma un anidén de éster boronato zwitteridnico y un cation de amonio, su salida en un
solo paso como especie neutra requiere que ocurra una transferencia de protones
simultdneamente con la salida (posiblemente promovida por el ion amonio). Si el
disolvente no estd ionizado cuando se inserta, simplemente puede salir sin transferencia
de protones (figura 11a). La primera posibilidad, la protonacion concertada y la salida del
grupo saliente, es un ejemplo de catalisis acida general intramolecular y puede analizarse

mediante experimentos cldsicos como por efectos isotdpicos.

Cualquiera de las alternativas para la pérdida de disolvente genera intermediarios de
alta energia con los cuales el huésped que contiene un diol reacciona posteriormente,
este mecanismo deberia mostrar una cinética de saturacién, similar que en una reaccion
Sn1. &7

Alternativamente, un mecanismo en el que el 1%, el cual tiene el disolvente insertado,
reacciona directamente con el huésped deberd mostraria una cinética de segundo orden

(como con una reaccion Sn2).
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Figura 11. a Mecanismo de formacién para ésteres derivados de acidos o-
aminometilfenilbordnico, b Procesos probables para fijacién de moléculas de disolvente

en acidos o-aminometilfenilbordnico

Se estudio la cinética de la reaccion de 1 con fructosa, tanto a bajas como a altas
concentraciones de fructosa.®®® A concentraciones bajas de fructosa, la cinética parecia
de segundo orden, por lo tanto, la reaccidn parecia analoga a un mecanismo Sy2, excepto
de que la ordenada al origen fue distinta de cero, lo que indica que la kobs involucra una

reaccion en equilibrio.®

Sin embargo, a altas concentraciones de fructosa se encontraron saturacion en las
sefales de fluorescencia lo que indica que la reacciéon cambia de primer orden a orden
cero con respecto a la concentracién de fructosa. Los datos cinéticos muestran la
existencia de un mecanismo que implica un paso determinante anterior a la reaccién con
el huésped, a partir de esto se propuso que el primer paso corresponde la pérdida del
disolvente insertado para generar 1 (Fig. 11a). El mecanismo es perfectamente analogo a
una reaccion Sny1, donde el grupo saliente en el acido bordnico es un disolvente insertado.
Pero, debido a que el grupo saliente es el mismo disolvente, se necesita de un exceso muy

grande de monosacarido para llegan a una cinética de saturacion.

Esto tiene perfecto sentido, dado que el paso inverso que compite con la primera

insercion de invitado es la insercion de una molécula de disolvente, esta reinsercidon
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competitiva del disolvente es analoga al efecto del ion comdn en los mecanismos Sn1,>
donde el "ion comun" es el disolvente. Al ajustar los datos cinéticos, se estimoé que la

fructosa es alrededor de 1000 veces mejor como nucledfilo con respecto al disolvente.

También se abordd la cuestion de si el disolvente insertado esta significativamente
ionizado o se retiene simplemente coordinado. La pérdida general del disolvente,
catalizada por el ion amonio implica el movimiento de un protdén vy, por lo tanto, deberia
tener un efecto isotdpico, mientras que las otras posibilidades casi no tendrian efecto
isotopico. Teniendo en cuenta esto, se descubrido un efecto isotdpico de 1.42 para la
reaccion de 1 con fructosa.®® Este valor es mas pequefio de lo esperado, pero es
claramente un efecto sustancial. El efecto del isotdpico es evidencia de que un paso del
mecanismo es la catdlisis dcida general para la expulsidon del disolvente insertado. Cabe
sefalar que, si la expulsion es generalmente catalizada por acido, entonces la reaccién

inversa, la insercidon de disolvente, tiene un mecanismo de catalisis basica general.

En resumen, el grupo o-aminometil desempefa las funciones de: aumentar la
termodindmica de la unién de las especies de diol a pH neutro al reducir el pK, de los
acidos borodnicos a un intervalo fisiolégico, y acelerar la unién del azucar mediante una

catdlisis acida general intermolecular.

2.4 Mecanismo de agregacion y desagregacion

Una vez asignados los valores de pK,, y sabiendo que la especie zwitterionica es la
principal en los medios proticos, en lugar del enlace N-B, y cdmo el grupo o-aminometilo
afecta la termodinamica y la cinética, surge un problema importante ¢Qué se encarga de

modular la fluorescencia cuando ocurre la unién del aztcar?

Para entender la(s) funcion(es) del grupo o-aminometilo en la modulacién de la
emision de sensores basados en acidos bordnicos, Anslyn y colaboradores realizaron un
estudio fotofisico detallado del compuesto 1.1 Los datos de titulacion de pH originales de
Shinkai y James® revelaron una gran activacién de emision (cerca de 30 veces) en una
titulacion de pH con fructosa en una disolucion de 2:1 agua/metanol con NaCl 50 mM.
Anslyn observo que la emisidn se puede activar gradualmente si se sonica la muestra sin la
necesidad de agregar fructosa, ademas al aumentar la ventana de los espectros de
emisién de 1 a 600 nm y dejar incubar las disoluciénes realizadas, se encontrdé una amplia

emision sin estructura reconocida de 460 a 600 nm (figura 12, linea azul). Para confirmar
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la presencia de un excimero, se realizé la medicidon de un espectro de excitacion en una
longitud de onda donde absorbe el excimero, pero el mondmero de antraceno no (figura
12, linea morada). Tras la irradiacion o la sonicacion, este pico disminuye, mientras que la
emision altamente estructurada de antraceno (mondmero) aumenta al mismo tiempo. Al
profundizar en la literatura, quedd claro que este pico de emisién esta asociado con un
excimero conocido de antraceno.”®’? Por lo tanto, 1 se puede estar agregando en las

condiciones utilizadas para las titulaciones de pH originales (agua/metanol 2:1 con NaCl 50

mM; Fig. 8).
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Figura 12. Espectro de emision y excitacion para 1 en agua/metanol 2:1 con NaCl 50
mM y mecanismo de agregacidon-desagregacion propuesto por Anslyn. La linea roja
corresponde al espectro de excitacién de 1 mondmero, la azul a la emisién de la mezcla
mondmero y excimero, por uUltimo, las lineas verde y morada a los espectros de excitacion

y emision del excimero respectivamente

Para descifrar el grado en que la uniéon de fructosa influye en la emision, del compuesto
1 se tituld con fructosa en metanol puro. Aunque la espectroscopia de RMN !B confirmé
la unidn de fructosa, se observaron cambios muy pequefios en la activacién de emision en
este disolvente, y no se observd excimero en ausencia de azucar. Ademas, un compuesto
gue carece de acido bordnico 2 activé la fluorescencia tras la adicion de fructosa de una
manera casi idéntica a 1 en la disolucién de NaCl metanol/agua. Cabe aclarar que en todas
las mediciones realizadas por Anslyn, no se menciona el uso de ningun buffer lo que no
asegura el control del pH. Esto llevo a la interpretacion de que la gran mayoria de la

activacion en la emision no estaba relacionada con la unién de la fructosa, sino mas bien
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con un fendmeno de desagregacion que ocurre como resultado de la adicién de fructosa a

la disolucion.

Sin embargo, en estos ultimos estudios hubo consistentemente un aumento de dos a
tres veces en la fluorescencia de 1 tras la unidn de fructosa, que nunca se logré al sonicar
al receptor libre. Esto puede significar que del aumento de casi 30 veces en la
fluorescencia, aproximadamente un aumento de 10 a 15 veces se debe al proceso de
agregacidon-desagregacion, mientras que el resto, debe estar correlacionado a la unién con

fructosa.

2.5 “Loose bolt”

Hasta el momento, se han postulado diferentes mecanismos de fluorescencia para
acidos o-aminometilfenilborénicos con fluordforos adjuntos, en respuesta a la unién de
sacaridos en medios acuosos, como N-B, 'switch de pKa' y agregacidn-desagregacion. Sin
embargo, ninguna de las hipdtesis es consistente con todos los datos de los sensores

basados en acido bordnico del tipo general A (ver Introduccidn).

Un comportamiento que Ila mayoria de los sensores de acido o-
aminometilfenilbordnico para azucares suelen mostrar un encendido de emisién en el
intervalo de dos a cinco veces.’>’37% Para entender bien el mecanismo se estudié una
serie de sensores con este comportamiento, pero que contuvieran grupos hidrofilicos los
cuales son solubles en agua y metanol (5, 6, 7), evitando de esta manera procesos de
agregacion. Esto permitid correlacionar las funciones del acido borénico, el éster de
boronato y el grupo o-aminometilo en la fotofisico, revelando asi el mecanismo de
activacion de la fluorescencia. Este estudio se centré en el uso de 5, el cual previamente
habia demostrado que podria usarse como sensor de peroxinitrito después de unirse a la
fructosa.”’ Este presento un comportamiento de fluorescencia similar que 1 en su perfil de
pH, por lo que el grupo o-metilamino realizaba un efecto similar con el acido bordnico, asi
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como con sus complejos con fructosa, con la diferencia que en el rango de pH entre 7 y 10

hubo un aumento de fluorescencia aproximado de tres veces en presencia de fructosa.

La espectroscopia de RMN de B revel6 que el compuesto 5 se insertd con disolvente
en medios préticos, con y sin union a fructosa. Un compuesto analogo a 5 sin el grupo
acido bordnico no mostrd ninguna respuesta frente a la fructosa en condiciones acuosas.
Ademas, no se observo ningln excimero. Estos datos respaldaron el criterio de disefio de
gue no hubo agregacion en esta especie de acido borénico. Para seguir esclareciendo el
mecanismo se utilizé a los compuestos 6 y 7. El compuesto 6 pretende imitar todas las
caracteristicas del 1 incluyendo a un grupo de amonio solubilizante, mientras que 7 es
analogo a 6 pero usando al pireno como fluoréforo. Los compuestos 5, 6 y 7 en medios
acuosos mostraron una activacion de dos a cinco veces en su emisidn al unirse con
fructosa, pero no se observaron cambios de emisidén al formar complejos con fructosa
cuando el medio es metanol. Sin embargo, la espectroscopia de RMN de B mostré que la

fructosa formaba el éster bordnico incluso en metanol.

Sintetizando, al convertir los grupos —B(OMe); en ésteres con azlcar, no hay respuesta
de emisién, pero cuando los grupos —B(OH); se convierten a los ésteres correspondientes,
la emision si se activa. Es sabido que las vibraciones del enlace O-H en el agua, apagan la
fluorescencia de los fluoréforos al aceptar la energia en los estados vibracionales
excitados (figura 13).”2 Esta es una forma de conversidn interna que reduce el rendimiento

cuantico.

o

o
HO_ | 02 o
-~
HO g — HO
® \H HO OH I

Figura 13. Efecto de “loose bolt” en 1 propuesto por Anslyn

Una prueba para demostrar este fendmeno es convertir los grupos —OH en —0D,”880 y3
que debido a sus frecuencias de vibracidon son mas bajas, por lo tanto, son aceptores de
energia menos eficientes. Se observé que las emisiones de 5 en D;0 por si solas son tan
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altas como las emisiones en metanol. Ademas, tras la adicidon de fructosa, no se encontré
ningln aumento extra en la emision. Tal mecanismo de conversion interna cominmente
se conoce como el efecto “loose bolt” 818 Esta ultima propuesta indica que por
conversion interna la energia electrénica se “fuga” a través de las vibraciones del grupo —
B(OH)s~en metanol.® Posteriormente cuando se cambian los grupos B-OH por B-OMe, las
vibraciones -B(OH)s™ se detienen, activando asi la fluorescencia, y lo mismo ocurre cuando

se une un azucatr.

La hipdtesis de “loose bolt” propone que es irrelevante la presencia del atomo donador
y el cambio de fluorescencia se debe a la interaccion directa entre fluoréforo y boronato,
pero esto contradice a los resultados reportados con receptores del mismo disefio general
tipo A (ver Introduccién) que carecen del atomo de nitrégeno en el puente que conecta al
acido bordnico con el fluoroforo.'*'> El comportamiento general y el mecanismo de
sefalamiento con estos receptores es completamente diferente a los que se observan con

1y 2 que claramente indica el papel importante que tiene el atomo de nitrégeno.

2.6 Acidos fenilborénicos como receptores de aniones

El reconocimiento de aniones es un area ampliamente desarrollada de la quimica
supramolecular que atrae mucho interés tanto en aspectos fundamentales como
aplicados.?” Los acidos bordnicos se utilizan a menudo como componentes de los sensores
de aniones, debido a que pueden funcionar como &acidos de Lewis y de esta manera
interactuar con bases como F-, CN™ y aminas, lo que permite aplicaciones de deteccién

para estas especies.

Los receptores de mayor éxito se han desarrollado para el ion fluoruro, lo que
demuestra una gran afinidad por el centro B(lll) incluso en disolventes préticos,>%89 g
pesar de ello a llamado la atencidon el reconocimiento de otros aniones a partir de

moléculas derivadas del acido fenilbordnico.

A OH O—H
Q. Lewis Bronsted 2
H "OH o—H

Esquema 5. Modos de unidon a aniones esperados con el acido fenilbordnico en

disolventes aproticos
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No obstante, se ha estudiado recientemente que los acidos bordnicos reconocen
aniones en disolventes apréticos, ya sea a través de la coordinacion directa del anién con
el centro B(lll) o mediante enlaces de hidrégeno con el grupo B(OH); (esquema 5).°2 En
este estudio se observd una marcada selectividad por el acetato, esto como resultado de
la complementariedad entre los dtomos de oxigeno del carboxilato y dos hidroxilos del
grupo B(OH),. Sorprendentemente, el H,PO4~, forma un aducto covalente de tipo Lewis
con los acidos bordnicos, posiblemente porque los aniones fosfato tienen un cardcter mas
duro. El anidn fluoruro al ser muy duro e isoelectrénico con OH™ forma el aducto
covalente preferentemente, aunque también hay alguna evidencia de enlaces de
hidrogeno con este anidon. Ademas, se estudiaron distintos acidos fenilboronicos
sustituidos y su afinidad con acetato, observando un diagrama de Hammett no lineal
(figura 14), lo que indica un caracter complejo de los efectos electrénicos en las
propiedades de unién por enlace de hidrégeno con los acidos borénicos. Cabe mencionar,
que las constantes de estabilidad medidas para el acido fenilborénico y aniones como el
acetato o el cloruro en DMSO, son mayores que las reportadas para donantes de protones

bidentados similares, como la fenilurea o la isoftalamida en el mismo medio.?3°*

J\ 3.8 4-NO, .’
0700
HO_ __OH H z 36
H H
| | < A
o K o. _O fb 34 4-CF, [/ 3-NO,
+ AcO A o i
—
X 3.2
Y 4-OMe H
3.04 ———
X - el m__ .. M
Y 4-Cl 3-CF,
2.8+
T T T T T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
(o)

Figura 14. Grafico de Hammett para las constantes de estabilidad de complejos con

enlaces de hidrégeno de acidos borénicos sustituidos con aniones acetato en DMSO.

La mayoria de los sensores de aniones basados en acidos bordnicos informados
funcionan a través del enlace coordinado, debido a que estan disefiados para la deteccién
de fluoruro (figura 15),°>°¢ a pesar de ello, recientemente también se aprovechd sus
propiedades como acido de Brgnsted en el disefio de receptores para aniones.?>?® El tipo
de unién del anién es esencial para las aplicaciones de los acidos bordnicos en catalisis,®’

ademas que ha sido objeto de andlisis computacional.®® El tipo de acidez preferible, Lewis
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o Brgnsted, se investigd recientemente para los heterociclos naftoides que contienen
boranol.®® Ademds, los resultados relacionados con la selectividad del reconocimiento de
aniones por parte de los acidos bordnicos son de gran interés para el estudio de
interacciones por enlaces de hidrégeno entre los acidos borénicos con otras bases de

Lewis de diversos tipos.

a X b AN

(o] / (o] | P (o]

o
N N
N\H H”N N\H H”N
HO__ _OH
| |
PN Ho~ " ~on OH OH

HO

CF, d CF,
o )k
HO I :L Ji ] HO J: :L Ji ]
I
H H OH H H

Figura 15. Ejemplos de sensores para aniones basados en acidos fenilbordnicos. %>

OH

El uso de los acidos bordnicos para deteccidn de aniones esta aun en su etapa inicial.
Recientemente, en un primer intento de crear un sistema “prdctico” se han empleado
derivados del acido pirenilborénico para la construcciéon de una matriz quimiosensorial
para la deteccién por fluorescencia de un gran conjunto de aniones en disoluciénes de
DMSO(figura 16).3° Los aniones afiadidos produjeron efectos inespecificos de extincién o
mejora de la fluorescencia a pequena escala, subrayando el problema principal en esta
area: la ausencia de un mecanismo especifico para el sefialamiento de la interaccion de

aniones con acidos boroénicos.

~.-OH o o 0@ o o o
e g ol
o o o

OH
0 _o
O‘ 2 Q OLIOH  ho 7 o] _oH
S S ! TSI
0 o ) ol

Figura 16. Estructura del acido pirenilbordnico y aniones objetivo.

HO

32
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

2.7 Benzoxaborol (BOX)

El benzoxaborol (BOX) es un andamio heterociclico de boro versatil (fig. 17) que ha
encontrado en los ultimos 10 afios un amplio espectro de aplicaciones en la quimica
médicinal.1%%191 Los benzoxaboroles fueron obtenidos por primera vez por Torssell en
1957.19 De manera similar a los acidos fenilbordnicos y sus ésteres de diol, los
benzoxaboroles tienden a comportarse como acidos de Lewis en lugar de acidos de
Brgnsted, adicionalmente los benzoxaboroles generalmente muestran una mayor acidez

que los acidos fenilbordnicos analogos.

_ Grupo
{OH 1 hidréxilo libre
— =
\_Centro acido

de Lewis

Figura 17. Estructura de BOX y sefializacidén de sus grupos acidos disponibles

El aumento de la acidez de Lewis del BOX se manifiesta claramente por su bajo valor de
pKa (7.3) en comparacidon con el reportado para el acido fenilbordnico (pK.=8.9).1%° La
“disociacion acida” de los acidos bordnicos en realidad es la adicidn del anion hidréxido al
atomo de boro R-B(OH), que induce la division de una molécula de agua formando el
anién R-B(OH)3™ y un protdn hidratado (esquema 1). La diferencia en los valores de pKa es
de 1.6 unidades, lo que significa que el OH" tiene una afinidad 40 veces mayor por el BOX
gue por el acido fenilbordnico en agua. El aumento de la acidez conduce a una unidon mas
fuerte con dioles, esto siendo observado en la formacién de complejos con BOX en
disolucidnes a pH fisiolégico como se muestra en la figura 18, que es una de las ventajas

mds importantes del BOX como receptor de sacéridos.10%:103

Figura 18. Representacién formal de la asociacion de sacaridos con BOX

Un perogrullo de una mayor estabilidad de los complejos con dioles, es la presencia de
una fraccidn mas grande de la forma tetraédrica del boronato anidnico del BOX en

disoluciénes neutras, promovida por la tensién anular que presenta, pero al mismo
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tiempo, las verdaderas constantes de unidén Kt con los dioles y BOX son mas pequeiias
que las encontradas con el acido fenilbordnico. Por ejemplo, Kt para fructosa y BOX es
830 M7, lo que es 6 veces menor que la encontrada para fructosa y acido fenilborénico
(5180 M); para la maltosa esta relacién es solamente de 2,5.1% La disminucidn de Ktet
para BOX en comparacién con el acido fenilbordnico significa que la afinidad relativa de
los grupos alcoxido de dioles por el atomo de boro en comparacion con los aniones
hidréxido es menor. Se observd una tendencia opuesta para los complejos tetraédricos de
N,O-ligandos aminofendlicos con acidos bordnicos, que demostraron un Kt mayor para
BOX que para el acido fenilbordnico.1® Por lo tanto, la acidez de Lewis de BOX se
manifiesta de manera diferente segun los ligantes, lo cual es una situacién comun con la

estabilidad de los pares 4cido-base de Lewis.'%®

Esta acidez de Lewis tan particular en el BOX, ademas de poseer un grupo B-OH que
podria funcionar como donador de enlace de hidrégeno, abre el campo para su uso en el

reconocimiento de aniones.
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3 Hipotesis

Buscando una explicacién sobre el funcionamiento del receptor 1 como sensor frente a
monosacaridos que satisfaga con la evidencia empirica hasta el momento, se propone que
el atomo de nitrogeno juega un papel fundamental en el proceso de modulacion de la
intensidad de fluorescencia del antraceno, que a pesar de que se encuentre protonado, el
grupo amonio puede responder a la interaccién del grupo bordnico con el huésped (diol),

gracias a su incorporacion en el puente de hidrégeno idnico amonio-boronato.

Por otra parte, este mismo receptor 1 puede funcionar como sensor de aniones en
medios apraticos. En este caso el nitrégeno tiene su par de electrones interactuando por
enlace de hidrégeno con el acido bordnico, que tambien funciona como sitio de
reconocimiento, donde en presencia de aniones el par de electrones pasara a estar libre y

podra generar de esta manera un apagamiento por PET.

Por ultimo, el benzoxaborol al poseer la acidez de Lewis mayor y nimero de grupos OH
menor que el tipico para los acidos borénicos “normales”, atribuido a su tensién anular,

preferird reconocer aniones a través de su coordinacion con boro.

4 Objetivos
4.1 Objetivo principal

Establecer el mecanismo de funcionamiento del receptor 1 con base de estudios
espectroscopicos detallados y probar su reactividad en disolventes aproticos para

demostrar su interaccidon con aniones.
4.2 Objetivos particulares

=  Sintetizar el receptor 1y sus modificaciones 2 y 3, uno carece del grupo bordnico y

otro tiene el atomo nitrégeno metilado sirviendo como analogo, pero sin el hidrégeno

?H ?H
@’ \OH @ @ “OH
@\~
1 2 3
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=  Estudiar los compuestos 1 — 3 detalladamente por técnicas fotofisicas que
involucren efectos de pH, estructura del azicar y del medio (mezclas acetonitrilo-agua,
metanol, metanol-agua).

=  Estudiar el compuesto 1 detalladamente por titulaciones por fluorescencia y RMN
'H y 1B en disolventes aproticos (acetonitrilo y DMSO) que involucren a distintos aniones
mono- y dicargados como huéspedes.

=  Estudiar la interaccién de aniones de diferentes tipos con el benzoxaborol (BOX)
detalladamente por titulaciones de RMN *H y 1B en disolventes apréticos (acetonitrilo y

DMSO) que involucren a distintos aniones mono- y dicargados.

5. Metodologia
5.1 Reactivos

Se utilizaron reactivos comerciales disponibles para la sintesis de receptores, los acidos
bordnicos, las sales de los aniones de tetrabutilamonio, y componentes para realizar las
disolucidones buffer fueron suministrados por la compafiia Sigma Aldrich® y Alfa Aesar® sin
previa purificacién. Se emplearon disolventes orgdnicos grado reactivo, acetonitrilo
(CHsCN) metanol (MeOH), dimetilsulfoxido (DMSO), tetrahidrofirano (THF) y cloroformo
(CHCIl3) de la marca J. T. Baker® 6 Sigma Aldrich®, asi como disolventes deuterados, 6xido
de deuterio D;0 (99.9% D), CDCls (99.9% D), DMSO-ds (99.9% D) y Acetonitrilo-ds (99.8%
D) de Sigma Aldrich®. Disoluciénes madre de sales de sulfato, fenilfosfonato y fosfato
dibasico fueron preparadas en DMSO por neutralizacién de los acidos respectivo con
(BusN)OH al 40% en peso. El contenido de agua en los experimentos de titulacién estuvo

por debajo del 0.5 % en volumen.

El agua empleada para la preparacion de disoluciones en los estudios de
potenciometria y espectrofotometria fue destilada y desionizada con resistividad de 18 +
0.1 MQ-cm a través de un equipo Nanopure Barnstead. Las titulaciones espectroscépicas
se llevaron a cabo con las disolucidnes incubadas hasta el equilibrio a 25 °C por al menos 1
hora antes de comenzar el experimento de valoracién y con intervalos de al menos 5

minutos entre adiciones de alicuotas de valorantes.
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5.2 Mediciones de pH.

Las mediciones de pH en mezclas acuosas con disolventes organicos y metanol puro se
realizaron con un potenciometro de la marca Thermo Orion Modelo 710-A, con una
precision de +0.01 en unidad de pH empleando un electrodo de vidrio Orion 8102BNUWP.
La calibracidn del potencidmetro se realizé previamente con amortiguadores estandar de
referencia de pH 4.00, 7.00 y 10.00, de la marca Sigma Aldrich® con precision de +0.01.
Estos valores de pH medidos experimentalmente (w°pH) se convirtieron en los valores de
s°pH correspondientes a la misma mezcla de disolvente y agua en la que se mide el pH

como estado estandar utilizando la ecuacién (1).1%7
s°pH =w’pH -8 (1)

Los valores de & son -0.04 para MeCN al 30 %,'%® 0.22 para MeOH al 70 %'®° y -2.24
para MeOH al 100 %.1% Los valores de pK, determinados a partir de los perfiles de
fluorescencia o absorbancia frente a s°pH expresan la acidez de cualquier acido en la
escala de actividad de iones de hidrégeno en cada medio de reaccion. Los valores de pD
en disolvente MeCN/D,O al 30 % se calcularon a partir de los valores de pH

experimentales utilizando la relacién pD=pH+0.41 desarrollada para agua pura.

5.3 Espectrofotometria UV-VIS y fluorescencia.

Se realizaron titulaciones espectrofotométricas UV-Vis y fluorométricas a diferentes
valores de pH empleando el buffer adecuado (AcOH, NaH,PQO4, NH4Cl, MES, MOPS o CHES
0.05 M). Para obtener los perfiles de asociacién, los huéspedes se anadieron como
alicuotas de una disolucién madre preparada en presencia del anfitrién correspondiente,
para mantener constante la concentracién del receptor durante la titulacidon. Antes de
obtener cada lectura, las mezclas se dejaron estabilizar durante 3 minutos después de
cada adicion del titulante. Las mediciones espectrofotométricas UV-Vis se realizd en un
equipo Thermo Scientific Evolution Array, de doble haz con arreglo de diodos, ventana
espectral de 190-1100 nm, redisolucion de 1 nm y precision de longitud de onda de <+0.5
nm, equipados con compartimentos termostaticos a 25 + 0.1 °C mediante un bafio de
recirculacion de agua. Las mediciones de intensidad de fluorescencia se realizaron en un
espectrometro marca Horiba. En ambas técnicas se usaron celdas de cuarzo de 1 cm de
paso 6ptico. Las constantes de equilibrio observadas de la formacién del complejo (Kobs)

se calcularon a partir de los perfiles de intensidad de fluorescencia (I) frente a la
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concentracion de un huésped (G) en varias longitudes de onda mediante el ajuste de

minimos cuadrados no lineales a la ecuacion (2), y los resultados se promediaron.
I = (/0 + /C Kobs [G]T)/(l + Kobs [G]T) (2)

En la ecuacidn (2), el subindice T representa la concentracion total, lo es la intensidad
de fluorescencia inicial del acido bordnico 1 medido en ausencia de G e Ic es la intensidad
de fluorescencia del complejo huésped de acido bordnico. La ecuacion (2) es valida en
condiciones de alto exceso del huésped sobre el receptor de acido borénico que se

cumplen en todos los experimentos de titulacidn.

5.4 Resonancia magnética nuclear.

Se obtuvieron espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, 13C y !B para
la caracterizacién de algunos ligantes y de ésteres bordnicos. Los espectros de RMN-H y

13C se obtuvieron en un equipo Varian Unity Inova.

Los espectros de RMN-!B se obtuvieron en un equipo Varian Unity Inova con
borohidruro de sodio en DO a -38.7 ppm (con respecto a Et,0-BF3) como referencia
externa, empleando un pulso de 4.9 us y 90°, tiempo de adquisicién FID 50 ms, ancho de

barrido en 87.2 ppm y dos mil escaneos por cada muestra.

5.4.1 Titulaciones de RMN.

A una disolucién 5 mM del anfitrion en DMSO-ds 0 MeCN-ds se agregaron porciones de
disolucién concentrada de sal anidonica en el mismo disolvente y la mezcla se incubd
durante al menos 10 min después de cada adicidn antes de registrar el espectro. Las
constantes de asociacion observadas (Ka) se calcularon a partir de los perfiles de
desplazamiento quimico (Kobs) frente a la concentracién del huésped (L) mediante el

ajuste de minimos cuadrados no lineales a la ecuacién (3).
8obs = 8o+ 0.5A8{[L]t + [Blr+ 1/Kobs - (([LIT + [Bl+ 1/Kobs)>-4[LI7[B]7)*°}/[Blr  (3)

En la ecuacidon (3), el subindice T representa la concentracion total, &0 es el
desplazamiento quimico de un protén dado del acido bordnico libre B medido en ausencia
de L, y Ab es la diferencia en los desplazamientos quimicos de un protén dado entre el

complejo y el acido borénico libre.
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5.5 Difraccion de rayos X de monocristal.

Los cristales de los compuestos 1-HBr y 2 adecuados para la difraccidn de rayos X se
hicieron crecer mediante evaporacién lenta a partir de disolucidones de acetonitrilo. Los
detalles relevantes de los cristales, la recopilacion de datos y el refinamiento de la
estructura se pueden encontrar en la Tabla Al. Los datos para 1-HBr y 2 se recopilaron en
un difractémetro Bruker APEX Il CCD a 100 K, utilizando radiacién Mo-Ka (k = 0,71073 A) y
radiacion Cu- Ka (k = 1,54178 A) para 1-HBr y 2, respectivamente, de una fuente Incotec
IuS y un monocromador Optico Helios. Los cristales adecuados se recubrieron con aceite
de hidrocarburo, se recogieron con un bucle de nailon y se montaron en la corriente de
nitrégeno fria del difractémetro. Las estructuras se resolvieron mediante métodos
directos y se refinaron mediante minimos cuadrados de matriz completa en F2 utilizando
la interfaz grafica de usuario shelXle. Los atomos de hidrogeno de los enlaces C—-H se
colocaron en posiciones idealizadas, para las fracciones O-H y N-H, los atomos de
hidrégeno se encontraron en el mapa de densidad residual y sus posiciones se fijaron
usando una distancia estandar (instruccion DFIX ) con Uiso = aUeq (donde a es 1,5 para los
restos —CHs, —-OH y —NH y 1,2 para los demas). Los datos cristalograficos de las dos
estructuras cristalinas se han depositado en el Centro de datos cristalograficos de
Cambridge, con numeros de identificacion CCDC 2043138 — 2043139.

5.6 Sintesis de receptores.

Las reacciones de microondas se llevaron a cabo usando un instrumento CEM Discover
(CEM Corporation), en un tubo de vidrio de 10 mL de sistema abierto, bajo una atmésfera

de nitréogeno.

1-(antracen-9-il)-N,N-dimetilmetanamina. Este compuesto fue sintetizado como se
describe en la literatura®!! y fue caracterizado a partir de RMN de H (figura 18) y 13C,
encontrando sus sefiales caracteristicas, ademas de que tambien se logré obtener vy

caracterizar por RMN de *H y 13C a su clorhidrato correspondiente.
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Figura 19. Espectro 'H RMN de 1-(antracen-9-il)-N,N-dimetilmetanamina en DMSO-ds.

La sintesis de los compuestos 1 y 2 se realizé como se describe en la literatura''® con

modificaciones menores.

Se prepard una mezcla de 3 mmol

(664 mg) de

9-

(metilaminometil) antraceno, 3.3 mmol del correspondiente bromuro aromatico y 4,2

mmol (425 mg) de trietilamina, en THF (35 mL). La mezcla de reaccion se dejé a reflujo

durante 24 horas. Posteriormente, se decanté para eliminar los cristales generados, se

eliminaron todos los volatiles al vacio, el producto crudo se disolvid en una mezcla de

metanol al 5 % en diclorometano, y el compuesto se separd con una columna de alimina

neutra, utilizando una mezcla al 1,5 %. de metanol en diclorometano. Y se identificaron

por RMN de *H como se muestran en las figuras 20 y 21. En ambos casos se obtuvieron

solidos cristalinos de color amarillo palido con rendimiento 58% para 1y 42% para 2.
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Cloruro de 1-(antracen-9-il)-N-(2-boronobencil)-N,N-dimetilmetanamonio (3): En un
tubo de reaccién que contiene una disolucién de 1-(antracen-9-il)-N,N-dimetilmetanamina
(0.3 g, 1.27 mmol) y acido (2-(bromometil)fenil)bordnico (0.4 g, 1.9 mmol) en disolucion
seca THF (3 mL), el tubo se calentdé mediante irradiacion de microondas a 65 °C (potencia
maxima 110 W) durante 30 min. Posteriormente, todos los volatiles se eliminaron al vacio,
y el producto bruto se disolvio en metanol, por ultimo, el producto de reaccién se

precipitd mediante la adicién de éter isopropilico. Rendimiento: 0.24mg (47%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8.9 (1H, s, Ar-H), 8.71 (2H, d, Ar-H), 8.29 (2H, s, B(OH)z)
8.22 (2H, d, Ar-H) 7.71 (4H, m, Ar-H), 7.60 (2H, t, Ar-H), 7.53 (2H, m, Ar-H), 5.96 (2H, d, N-
CH>-), 5.05 (2H, d, N-CH>-), 5.05 (3H, s, N-CH3); 3C{1H} NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 3C
139.66, 135.45, 134.63, 133.39, 132.59, 132.23, 131.44, 130.08, 129.69, 128.10, 125.79,
125.14, 119.62, 66.22, 60.11, 49.27; HRMS (ESI-TOF) para C4H25BNO;* [M]* calculado:
370.2000; encontrado: 370.1988

5.7 Calculos computacionales.

La optimizacidn estructural se realizé a partir de la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT por sus siglas en ingles), Para el caso de 1 y sus complejos con diferentes aniones se
usé un conjunto funcional B97D3 con correccion de dispersion y una base 6-311+G(d,p))
como se implementa en Gaussian 16. Al mismo tiempo, se realizaron cdlculos de
frecuencias y no se detectaron frecuencias imaginarias en todos los casos. Los calculos se
llevaron a cabo utilizando el método de solvatacion Polarizable Continuum Model (PCM)

utilizando como disolvente al DMSO.

Para los complejos de 1 con dioles, y BOX con diferentes aniones, se usé la base M062X
funcional y Def2TZVP como se implementa en Gaussian 16. La estructura de benzoxaborol
libre se optimizé a partir de las coordenadas de la estructura cristalina informada. No hay
frecuencias imaginarias en el analisis de todas las estructuras calculadas. Los calculos se
realizaron con el método Solvation Model Based on Density (SMD) para tener en cuenta el

efecto de solvatacion.
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6. Resultados y discusion
6.1 Sintesis de moléculas receptoras

Los estudios de reconocimiento molecular de azlcares y aniones se realizaron con

cuatro receptores:

cl)H (l)H
® )~
N\ N\ N\ /OH
\
“ (>
1 2 3 BOX
Los compuestos 1y 2 fueron preparados por métodos reportados (ver Metodologia) y

BOX es un reactivo comercial. En la preparacién de 3 sin embargo encontramos

dificultades significativas.

Después de mucho esfuerzo se logrd aislar con rendimientos favorables y caracterizar
al compuesto 3, el cual es de suma importancia para la elucidacion del mecanismo de
recepcidon de azucares y de esta manera entender el papel que desempena el par libre de
electrones del nitrégeno. A pesar de los diferentes intentos de la metilaciéon de 1 con
distintos agentes metilantes, (esquema 6a y Tabla A2) nunca se llevd con éxito esta
reaccion, sin embargo, el compuesto se logrd aislar a partir de una reaccion de
condensacién entre el acido 2-(bromometil)fenilboronico y el 1-(9-Antril)-N,N-

dimetilmetanamina. (esquema 6b)

43
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”

OH
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+ -
‘ ‘ ‘ A@ 70° THF NS
3(46%

Esquema 6 Rutas para la sintesis de 3.

El ioduro de metilo es un buen agente metilante, debido a que el yoduro es un grupo
saliente muy bueno, el yoduro de metilo es un sustrato excelente para las reacciones
Sn2.112 Sin embargo a pesar de los multiples intentos y condiciones probadas nunca se
logré observar de manera considerable al compuesto 3l. Posteriormente se decidié utilizar
al dimetilsulfato, a pesar de su alta toxicidad, tiene una mayor reactividad que el Mel, y
ademas presenta una mayor economia atdmica.''? Para este caso, se logré una conversion
de tan solo el 5%, lo que es un gran inconveniente como ruta sintética, ademas de tener
como anion MeSOs el cual sigue teniendo una alta toxicidad, y un paso adicional para

cambiar el contraion, representaba una ruta inviable.

En vista del éxito no obtenido, se planteé una ruta alterna, en donde el grupo
nucledfilo ahora sea el 1-(9-antril)-N,N-dimetilmetanamina vy el electroéfilo serd el acido 2-
(bromometil)fenilborénico (esquema 6b), sin embargo al hacer en THF y a reflujo, se
encuentran trazas del producto. Un problema que se encuentra al realizar en esta
reaccion es que el acido 2-(bromometil)fenilborénico tiene dos centros electrofilicos,
siendo el punto de ataque deseado el carbono bencilico, mientras que un nucledfilo

tambien podria atacar al orbital p disponible del &tomo de boro, lo que podria suponer en
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la formacion del aducto acido-base, lo que baja el rendimiento de la reaccion. Una forma

gue se encontrd para evitar la formacion de este aducto y promover la formacién de 3,

fue realizando la reaccién por microondas.

rendimientos de reaccidn, llegando a obtener un rendimiento de hasta el 46%.

6.2 Identificacion de 3 por RMN

6.2.1 RMN de 'H

Esto mejora de manera drastica los

Al ya poder obtener al compuesto 3 con rendimientos aceptables se identificd

primeramente por RMN de *H (figura 22), como se puede notar en el espectro obtenido,

es facil la identificacion de los metilenos adyacentes al atomo de nitrégeno, se encuentran

5.05 y 5.93 ppm, estos desplazamientos quimicos se encuentran a valores relativamente

altos para un metileno, debido que al no estar solo unidos al atomo de nitrégeno, el otro

grupo vecinal son fragmentos aromaticos, lo que aumenta el desplazamiento quimico que

tienen los metilenos, siendo el antraceno el que causa un mayor efecto, y por ende el

deberia ser el metileno con la seial a mayor desplazamiento quimico.
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Otra sefial que tiene una facil interpretacion es la encontrada en 2.85 ppm, el cual
corresponde a los metilos unidos al nitrégeno, los cuales se encuentran en un
desplazamiento quimico tipico para metilos adyacentes al grupo amonio. Terminando de
interpretar la parte de los carbonos alifaticos, se observan las sefiales para el diisopropil
éter, una sefal simple en 1.01 ppm correspondiente a sus metilos, y una senal septuple en
3.55 ppm correspondiente al CH de la molécula, ademas de observar metanol debido al
protén del metilo en 3.16 ppm, ambos disolventes utilizados en su proceso de

purificacién.

Por ultimo, falta interpretar las sefiales en la zona aromatica, por lo que es importante
tomar en cuenta las sefiales del antraceno reportadas hasta el momento, estas
generalmente estan conformadas por dos multipletes, uno en 7.42 y la otra en 8 ppm
correspondientes a los protones 1 y 2 equivalentes en el antraceno, y los protones 3y 8
respectivamente, estos deberian corresponder a una multiplicidad de ddd. Para nuestro
caso ese juego de seiiales seria equivalente a las tres sefiales ubicadas en 7.52, 6.61 y 7.70
ppm, esto debido a que ahora 3 rompe con la alta simetria que poseia el antraceno, lo que
complica su elucidacién, ademas el antraceno tiene un sefial simple mas, correspondiente
a los CH equivalentes 4 y 9 del antraceno (en el caso de 3, la posicion 9 es la que esta
sustituida) el cual siempre se encuentra a campo mas alto que las sefiales multiples, sin
embargo en nuestro caso poseemos dos sefiales con estas caracteristicas, una a 8.23 y la
otra en 8.92 ppm, por lo que para hacer una elucidacién mas adecuada fue necesario el

realizar experimentos bidimensionales para una correcta interpretacion.

6.2.2 HSQC

En el espectro bidimensional obtenido (figura 23), la parte alifatica correlaciona sin
problema con los carbonos correspondientes a lo que se discutidé anteriormente,
centrandose mas en la parte aromatica, cabe resaltar que hay un par de dobletes que aun
no se han identificado de manera adecuada. Uno a 8.22 y 8.71 ppm, los cuales
corresponden a los protones aromaticos del anillo que contiene al dcido bordnico, siendo
la sefial con mayor desplazamiento quimico el protdn mas cercano el acido borénico, ya
gue este grupo genera un efecto de desproteccién a los protones adyacentes a él, en

comparacion con el grupo metileno.
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Figura 23 Espectro de RMN HSQC del compuesto 3

Para el caso de las sefiales del antraceno, encontramos un multiplete a 7.52 ppm, la
cual corresponde a un solo tipo de carbono, y a dos protones por integracion, al ser el de
campo mas alto, y ser una senal compleja, debe corresponder al hidrégeno en posicién 2
del antraceno, ya que este deberia conservar una multiplicidad ddd, y al estar mas alejado
del sustituyente (una cadena de carbonos) tiende a ir a frecuencias mas bajas en
comparacion con la posicién 1. Mientras que se observa un triplete en 7.60 ppm, la cual,
de igual manera integra para 2 dtomos de hidrogeno, esto corresponde al protén en
posicion 1, que presenta en realidad una multiplicidad dd, ya que al estar sustituido en
posiciéon 9 del receptor 3, debera bajar su multiplicidad, simulando un triplete. El
multiplete a mayor desplazamiento quimico (7.70 ppm) correlaciona a 2 atomos de
carbono, y a 4 protones, lo que nos indica que deberian corresponder a las posiciones 3 y
8 del antraceno, las cuales generalmente presentan un mayor desplazamiento quimico en
el antraceno no sustituido (con excepcién de la posicién 9 y 4 los cuales son singuletes de
manera general). Habiendo aclarado la mayoria de las sefnales observadas por RMN, solo
nos queda una sefial que correlaciona con un carbono, la cual esta ubicada en 8.92 ppm, y
al integrar para un solo hidrégeno nos deja que es el ubicado en posicidon 4, mientras que
la sefial en 8.29 ppm debe corresponder al protén del grupo -B(OH),;, no viendo su

integraciéon debido a que puede haber intercambio isotépico con las trazas de agua
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deuterada, ademas de interactuar por puentes de hidrogeno con el mismo disolvente lo

gue tambien provoca el ensanchamiento de sefiales.

6.3 Recepcion de carbohidratos
6.3.1 Comportamiento de 1 en MeCN/agua

Una de las primeras limitaciones al estudiar el receptor 1, es que tiende a autoagregarse,
ademas de tener una baja solubilidad en distintos medios. Debido a esto, los estudios
anteriores se han realizado en mezclas de disolventes, como puede ser agua-metanol. Sin
embargo, se ha demostrado que incluso en agua-metanol 2:1, el receptor todavia se
autoagrega fuertemente.'® Por lo que fue necesario el probar distintos codisolventes,
donde se noté que el receptor 1 es mads soluble en acetonitrilo q ue en metanol, ademas
de que es posible controlar el pH a partir del uso de sistemas buffer en mezclas 7:3 agua-
acetonitrilo. Esto nos indicd que el acetonitrilo acuoso proporciono las condiciones

deseables para el estudio.

Para corroborar la falta de autoagregacion de 1, se midid la intensidad de fluorescencia
a concentraciones micromolares, la cual fue estrictamente proporcional a la
concentracion del receptor, y no se observaron cambios después de sonicar las
disoluciénes de manera prolongada (6 horas), a parte no mostré una emision en el rango

caracteristico de 500-580 nm para la forma agregada.

La figura 24a ilustra la valoracién de fluorescencia de 1 con una concentracion 5 uM en
acetonitrilo 30% vol. en agua que contiene una mezcla buffer de acetato, fosfato vy
amoniaco 5 mM a pH variable. La Figura 24b muestra la intensidad de fluorescencia frente
a los perfiles de pH obtenidos, tanto en direccion creciente del pH como decreciente, esto
demuestra la reversibilidad completa de los cambios espectrales. A partir de estos graficos
se calcularon dos valores de pKa: pKa1 = 6.09 + 0.02 y pKaz = 10.9 + 0.02. De acuerdo con el
comportamiento acido-base establecido de 1,2 el primer pK se refiere a la disociacién del
grupo acido bordnico convirtiendo el 1H* en el i6n bipolar 1* y el segundo pK,
corresponde a la disociacion del grupo amonio que produce el aniéon de 10H" (Esquema 2).
La intensidad de fluorescencia de 1* es 4 veces menor que la del 1 protonado. Todas estas

observaciones concuerdan bien con los resultados encontrados en la literatura.’3
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Figura 24 a) Espectros de fluorescencia de 5 uM 1 a diferentes pH (2.7-11.5) en mezcla
acetronitrilo-agua 30%, Aexcitacisn = 368 nm. b) Perfiles de la intensidad de fluorescencia vs.
pH para los compuestos 1y 2. Aexcitacisn = 367 NM, Aemisisn = 416 nm. Los triangulos negros
corresponden a un perfil en la direccion creciente del pH y los triangulos blancos a la

direccion decreciente.

El perfil de pH de fluorescencia para el compuesto de referencia 2 también se muestra
en la figura 24b. El ajuste arroja un pKs = 7.41 + 0.02, que pertenece a la desprotonacion
de su grupo amonio. Puede compararse con pKi = 7.9 correspondiente al
bis(dimetilaminometilen) antraceno estructuralmente relacionado en agua-metanol
8:2.11% También se obtuvo un pKs = 10.00 + 0.02 para acido fenilbordnico (AFB) en

acetonitrilo al 30% mediante la titulacidon potenciométrica (Figura 25).

6 160 260 360 460 560 660 760
Vol. ad. de solucién NaOH (mL)
Figura 25 Valoracion del acido fenilbordnonico (10.1 mM) en acetonitrilo 30% en agua,

valorante: [NaOH] = 0.25 M.
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Asi, en comparacion con sus fragmentos monofuncionales, 1 tiene el pK; del grupo
bordnico disminuido en 3.9 unidades logaritmicas y el pKa del grupo amonio aumentado

en 3.5 unidades como resultado de la estabilizacidn del par idnico intramolecular en 1%,

Una manifestacion clasica de la deteccién de azucar por 1 es el cambio del perfil de
fluorescencia de pH a una intensidad de fluorescencia mas alta a pH>pKa1 en presencia de
azuUcar agregada.'® El experimento respectivo se muestra en la Figura 26a con fructosa
agregada y sorprendentemente, demuestra una fuerte irreversibilidad de los graficos de
titulacién al aumentar o disminuir el pH en un amplio espectro. Sin embargo, cuando la
titulacién se detuvo a pH 10.5 (Figura 26b) los perfiles se volvieron completamente
reversibles. Aparentemente, el receptor sufre degradacidn en medios fuertemente
alcalinos, muy probablemente una reaccién de protodeboronacidon!'>1” promovida por la
complejacidén con fructosa. En todos los experimentos posteriores, los valores de pH se

limitaron a un pH <10.5 para evitar este efecto.
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Figura 26. Perfiles de la intensidad de fluorescencia vs. pH de 5 mM 1 con fructosa
(0.05M) en acetonitrilo al 30% en agua con buffer de acetato-amonio-fosfato, Aexcitacién =
367 nm, Aemisisn = 416 nm. Los puntos negros corresponden a un perfil en la direccién
creciente del pH y los puntos rojos a la direccién decreciente; (a) intervalo de pH 2 - 12,
(b) intervalo de pH 2-10.5.

La Figura 27a ilustra los perfiles de la intensidad de fluorescencia vs. pH obtenidos con
diferentes di- y polioles, en conjunto denominados polioles a través del texto para mayor
facilidad. Los perfiles de concentracidn de polioles obtenidos a valores de pH fijos por

encima del pK, del receptor se muestran en la figura 27b
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Figura 27 a) Perfiles de la intensidad de fluorescencia vs. pH de 5 mM 1 con diferentes

polioles, 30% acetonitrilo, Aexcitacion

=367 nm, Aemisisn = 416 nm. Concentraciones: fructosa

0.05 M, pentaeritritol 0.01 M, glucosa 0.05 M, lactato 0.1 M, pinanediol 1 mM, catecol 2
mM. b) Fluorescencia relativa de 1 5 uM en funcién de la concentracién de polioles a
valores de pH fijos (7.00-9.00) indicados en la Tabla 1, Aexcitacisn = 367 NM, Aemision = 416 nm.

Las adiciones de todos los polioles ensayados excepto el catecol no cambid la

intensidad de fluorescencia de 1 en

medio acido, que es cuando esta en la forma catidnica

1H* con un grupo 4acido bordnico trigonal neutro. Esto puede ser el resultado de la

inestabilidad de los complejos de acido bordnico trigonal o de la ausencia de cualquier

efecto de activacion (o desactivacio

n) durante la formacién del complejo trigonal. Si, como

se suele observar en medios acuosos, Kiig €s menor que Ktet, €l pKa aparente del receptor

(pKaobs) debe desplazarse a valores mas bajos en presencia de diol (D) de acuerdo con la

ecuacion (4). Sin embargo, la inspeccién de la figura 27a muestra que esto puede ser el
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caso solo para el catecol y la fructosa, mientras que otros dioles tienen poco efecto sobre

pKa,obs 0 incluso lo desplazan en la direccidon opuesta.
PKa,obs = pKa - log{(1+ Ktet[D])/(1+ Kirig[D])} (4)

Todos los perfiles de pH en la figura 26a se ajustan muy bien a la ecuacion habitual
para un proceso controlado por ionizacidon de un solo grupo iondgeno con valores de
pKa,obs aparentes dados en la Tabla 1. El analisis de estos perfiles de pH requiere el
conocimiento del grado de complejacién de 1 con diferentes polioles, que pueden
estimarse a partir de las respectivas constantes de union determinadas a partir de los
perfiles de titulacion a valores de pH fijos que se muestran en la Fig. 27b. Las constantes
de unidn observadas (Kobs) ¥ los efectos de activacidén o desactivacion en saturacion (Ic/lo)

para cada diol se dan en la Tabla 1

Tabla 1 Constantes de equilibrio en 30% MeCN acuoso para 1.

Perfiles de pH Perfiles de asociacién
diol PKa,ons | [diol], M | pKacaic? | Kobs | Ic/lo | pH
Ninguno 6.09 4,059
Fructosa 4.8 0.05 4.7 480 | 4.15 7.73
Glucosa 6.10 0.05 5.94 8.3 4.02 7.7
pentaeritritol 6.08 0.01 5.84 80 4.05 7.35
cis-1,2-ciclopentanediol | ND 9 140 | 1.61 7.4
pinanediol 7.08 0.001 5.419 3800 | O 9.0
lactato 8.17 0.1 8.16° 150 | 3.14 7.05

a) Calculado con la ecuacién (4) asumiendo Kiig[D] << 1.

b) Proporcién de la intensidad de fluorescencia a pH 5y 9 para el receptor libre.
c) No determinado

d) pKj,calc = 6.62 considerando la formacién de un éster trigonal, ver el texto

e) Calculado con la ecuacién (4) modificada como esta descrito en el texto

Todas las titulaciones en la figura 27b se realizan a pH> pKa + 1 vy, por lo tanto, Kobs
debe ser igual a Kiwt para todos los polioles excepto el lactato que se analizard por
separado. Las Kobs's son significativamente mds pequefios que la Kt informado para el
acido fenilbordnico (AFB) con los mismos polioles en agua y para 1 en metanol acuoso, lo
que indica un efecto desfavorable del acetonitrilo como codisolvente sobre la estabilidad
del anién del éster bordnico (por ejemplo con fructosa: Kobs = 1000 M a pH 7.77, lsat/lo =
3.1 en 33.3% MeOH®) Suponiendo que Kobs = Ktet Y Kirig [D] << 1, se puede estimar a partir
de la ecuacién (4) el pKa esperado, observable en presencia de cada poliol a la
concentracion empleada en los perfiles de pH (Fig. 27a, Tabla 1) para el caso en el que la

formacién de complejos trigonales es insignificante. Los valores respectivos de pKa, caic
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mostrados en la tabla 1 en todos los casos son menores que los valores experimentales de
pKa,obs. Esto significa que, de hecho, el supuesto Kiig [D] << 1 no es valido en menor o
mayor grado dependiendo del poliol, y se produce la formacion de complejos trigonales,
gue no afectan la fluorescencia de 1H* exceptuando el caso del catecol, que muestra la

extincion de fluorescencia inclusive en disoluciénes acidas.

El catecol se tratard por separado de otros polioles porque apaga la fluorescencia del
antraceno a través de la transferencia de electrones fotoinducida (PET), y por lo tanto,
induce el efecto de apagado opuesto a los efectos de encendido de los azlcares. El efecto
de extincion del catecol se utilizd para determinar sus constantes de uniéon a 1 a pH
variable y para obtener Kiet = 1200 M y Kirig = 100 M a partir del perfil de Kops frente a
pH Figura A2. Por lo tanto, la relacidn Ktet / Kig €s solo 12, lo que contrasta fuertemente
con los valores Kt / Kirig del orden de 10% reportados para acidos fenilbordnicos con
diferentes polioles.®! Esto esta en linea con la observaciéon de un pequefio cambio en pKa
inducido por polioles para un compuesto modelo estructuralmente relacionado con 1.2 El
pequeio cambio en el pKa observado implica valores similares de Kiig y Ktet de acuerdo
con la ecuacion (4), que se deriva de la naturaleza ciclica de los procesos de complejacion
en el esquema 2. Incidentalmente, la formacién del éster trigonal conduce a la sustitucidn
de protones en B(OH), con el fragmento de poliol, que de acuerdo con el mecanismo de

“loose bolt” deberia potenciar la fluorescencia, pero no observa algin efecto

Regresando a los resultados de Tabla 1 podemos observar que las desviaciones de
pPKa,calc de los valores experimentales estan en los limites de 0.2 unidades logaritmicos en
todos casos, excepto el pinanediol. Para pinanediol el desplazamiento de pKa
experimental es opuesto a predicho, esto puede ser explicado por el hecho de que al
contraste a otros dioles, pinanediol forma ésteres trigonales mas estables que
tetraédricos, con una relacion Kiet/Kirig < 1.117 Con el valor Kirig/Ktet = 4 reportado para el
acido 2-fluorfenilboronico y asumiendo que Kobs dado en la Tabla 1 es igual a Kiet
obtenemos de la ecuacion (4) un pKacalc = 6.62 que predice correctamente un aumento de

pKa en la presencia de este diol.

Otro ligante que aumenta el valor de pKa,obs €5 lactato (Fig. 26a). El perfil de pH con
acido lactico tiene una forma diferente ya que tiene un pKs bajo y se desprotona antes de
que tenga lugar la ionizacién del acido bordénico a valores crecientes de pH. El pH 6ptimo
(pHopt) para la formacidon del éster de boronato con un diol, el cual sufre de

desprotonacion con un pKiP, viene dado por la ecuacidn pHopt = (pKa® + pKaB)/2, donde
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pKa® corresponde al dcido bordnico. Se determino un pKas® = 4.07+0.03 para el acido lactico
en MeCN acuoso al 30% por titulacion potenciométrica, por lo tanto obtenemos pHopt =
5.08 para este ligante. De hecho, la titulacién de fluorescencia por lactato a pH 5.0 (Figura
A3) da Kobs = 1160 + 140 M2, un valor muy superior al de pH 7 (tabla 1). Por su significado
fisico este valor de Kobs corresponde a la complejacién del anién lactato con la forma
neutra del dcido bordnico (Kiet’).133 La ecuacidn (4) para pKa,obs €n este caso toma la forma
PKaobs = PKa® + log(1+ Kiet'[D]), lo que da, bajo las condiciones de la figura 27b, pKa calc =
8.16. El efecto de activacion a la saturacion (Tabla 1, valores de Ic/lo) para los polioles es
de aproximadamente 4 veces y es similar con la mayoria de los ligantes, de acuerdo con
las observaciones previas,®'!19 pero es solo de 1.6 veces para los cis-1,2-ciclopentanodiol
y se transforma en una sefial de apagado para el pinanediol. La posible razén de estas

desviaciones se discutird mas adelante.

6.3.2 Efecto isotdpico del disolvente en 1

Con las mismas condiciones en cuanto a la proporcion de acetonitrilo, se probd
también el uso de agua deuterada para ver el efecto que tiene el deuterio al ser
intercambiado en 1. En acuerdo con resultados de Ref. 9 el receptor 5 pierda su capacidad
de deteccion en agua deuterada que los autores interpretan como comprobante del
mecanismo de “loose bolt”. El perfil de fluorescencia vs. pD para 1 no fue reportado.
Nosotros observamos que el perfil de pD con el receptor 1 en D,O es muy similar al perfil
de pH en H,0 solo con un valor de pK, elevado en D;0 (pKap = 7.41 + 0.02), (figura 28). De
la misma manera se presentan los perfiles de asociacidn con fructosa en agua y agua
pesada con constantes de asociacion muy cercanos (Ka = 568 + 16 M en D;0) lo cual no
representa un cambio fuera de lo ordinario, y sigue la misma tendencia de aumento de la
fluorescencia en presencia de fructosa (figura 28). Esto contradice al mecanismo de ”“loose
bolt” que considera que al existir un intercambio de hidrégeno por deuterio, este es mas
pesado y por lo tanto detiene el “loose bolt” aumentando la fluorescencia, de tal manera
que no deberia de existir cambio de fluorescencia entre el acido bordnico libre y el éster
bordnico, pero al ver un comportamiento similar en agua y agua pesada indica que el

mecanismo de 1 debe ir por otra ruta.
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Figura 28 Perfiles de la intensidad de fluorescencia vs. pH o pD de 1 en 30% de
acetonitrilo acuoso, contiene una mezcla buffer de acetato, fosfato y amoniaco 5 mM, y

perfiles de asociacion de 1 con fructosa en 30% de acetonitrilo en agua.

La comparacion entre los cambios de fluorescencia en H,O y D2O en el trabajo de
James? se realizan sin amortiguador y sin el control de pH. Por esta razdn un problema en
estos estudios es el efecto de aumento de pKs; en DO (Figura 28) que puede subir la
fraccion de la forma protonada del receptor y asi bajar su sensibilidad a la adicién del

azlcar.

Sin embargo, parece mas probable otra explicacion en la discrepancia entre nuestros
datos y los de James relacionada con la diferente naturaleza de los fluoroforos en los
receptores 1 y 5. El receptor 5, usado por James emplea una naftalimida, que es un
fluoréforo mucho mas polar comparando con antraceno, y por lo general mucho mas
sensible a los cambios en solvatacidn en particular a un efecto isotdpico. Esto se debe a la
contribucién de las transiciones de la transferencia de carga intramolecular (ICT) en el
estado excitado de naftalimidas'!® mientras que en el caso de antraceno hay la
contribucién de transiciones sencillas m-t* principalmente y los fluoroforos de esto tipo
no muestran un efecto isotépico del disolvente.'*® Un alto efecto isotdpico del disolvente
en la fluorescencia de naftalimidas se interpreta en términos del acoplamiento entre los
movimientos electrénicos del soluto y el movimiento vibracional del disolvente?® lo que
es favorable en el mecanismo de “loose bolt”.
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Entonces, es posible que la generalizacidon hecha en trabajos'®>1?* del mecanismo
etiquetado como “loose bolt” a todos los receptores basados en acidos arilborénicos orto-
sustituidos con el grupo metilamina y acoplados con un fluoréforo no es valido. A
continuacion, encontraremos otros aspectos del funcionamiento de 1 que muestran un

mecanismo de funcionamiento diferente al de “loose bolt”.

6.3.3 Comportamiento de 1 en metanol

Par analogia con sistemas acuosos en primera instancia se realizaron perfiles de
fluorescencia vs. pH con dos sistemas buffer, para ver el efecto de este en la fluorescencia
de 1, por lo que se probd utilizando un sistema AcOH/AcO" y HNEt3*/NEts, y se calcularon
los valores de pH a partir del nimero de equivalentes adicionado de acido al sistema esto
tanto en el caso del receptor libre como en presencia de fructosa (Figura 29). En este y
todos los experimentos subsiguientes, la escala de pH se expresa en valores de >spH
calculados para el mismo disolvente o la misma mezcla de disolvente y agua en la que se
mide el pH como estado estandar. Esto se logrd gracias a que los valores de pKa para

AcOH y HNEts* ya han sido reportados anteriormente en metanol puro.?!
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Figura 29 Perfiles de pH de 1 (5 mM) con y sin fructosa en metanol. a) utilizando buffer
de HNEts*/NEts 10 mM. b) utilizando buffer de AcOH/AcONa 10 mM

Se observaron cambios pequenos entre los perfiles de 1 como de 1 + fructosa, donde
solo se hay un ligero aumento en la fluorescencia para el caso del éster borénico en su
forma desprotonada. Posteriormente para poder trabajar en metanol de manera directa
con un electrodo, implica realizar una correccion la cual ya ha sido reportado

anteriormente en la literatura y corresponde a la ecuacion SypH - SspH = -2.24, donde SywpH
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es el pH medido directamente en un electrodo calibrado con buffers en agua y 5pH es el
valor del pH real en metanol. De esta manera se realizaron los perfiles de pH de 2 como se

muestran en la figura 30 e incluso se observé reversibilidad del sistema a pH arriba de 12.
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100000 -
o

Intensidad de fluorescencia, ¢

Figura 30 Perfil de pH de 2 5 mM, con buffer de AcOH/AcO 10 mM

Para el caso de 1 se observod que tiene un pK,; = 8.34 £ 0.04 el cual corresponde al grupo
acido borénico, este es casi 3 unidades menor que en el caso del AFB en metanol puro
(pKa = 11.25 + 0.05) lo cual concuerda con lo encontrado en las mezclas de acetonitrilo-
agua presentadas anteriormente. Por otra parte, también se realizaron experimentos de 1
con diferentes polioles, en donde se observaron altos valores en las constantes de
asociacién en comparacion con lo observado en acetonitrilo, sin embargo, los cambios de
fluorescencia que se observan son mucho mas pequefios, con excepcion del catecol, el

cual sigue teniendo un efecto de apagamiento pronunciado.

Tabla 2 Constantes de asociacién en metanol para 1.

Perfiles de asociacion
diol Kobs, M1 Ic/lo | pH
Fructosa 1300+400 | 1.23|9.3
Glucosa 900+400 1.39 9.2
Sorbitol 850042300 | 1.33 | 9.3
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Lactato 8500+2000 | 1.17 | 9.3
Manosa 4001160 1.40 | 9.2
Catecol 42004400 |0.23|9.5

Pinanediol? | 270049002 | 1.55 | 9.3

a) No se observaron cambios de manera directa por lo que la constante fue determinada por competencia con catecol 0.5 mM

Para entender los cambios pequefios de fluorescencia en metanol, se propuso ver el
cambio de fluorescencia al incrementar el porcentaje de agua en el medio, para esto se
realizaron diferentes mediciones en metanol, y se fue subiendo la proporciéon de agua,

tanto en presencia de fructosa como en forma libre de 1 todo a pH controlado, Figura 31.
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Figura 31 Emision de fluorescenciade 1 5 mM a pH 10.0 (0.05 M EtsN/EtsNHCI) con
distintas proporciones de agua de 0 a 45 % vol. en Aex = 370 nm. (a) 1 libre, (b) 1 en

presencia de 0.05 M fructosa.

Los perfiles de la intensidad de fluorescencia vs. cantidad de agua afiadida estan
ilustrados en la Figura 32. En el caso de 1 libre, se observa una disminucién de la
fluorescencia inmediatamente al incorporar agua al medio y se mantiene constante de
10% al 44%. Mientras que en el caso de 1 con fructosa se observa un aumento de la

intensidad de fluorescencia.
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Figura 32 Efecto de la proporcion de agua en metanol en la fluorescencia a 414 nm de 1
5 mMy 1 con fructosa (50mM), en lineas punteadas se muestra el comportamiento

esperado por teoria de “loose bolt”

El efecto esperado por “loose bolt” es que el grupo -B(OH)s” en puro metanol se
transforma en -B(OMe)s" y la fluorescencia de 1 crece al mismo nivel como en el complejo
con fructosa -B(OR)s;™ por perdida de grupos OH que sirven como apagadores (lineas
punteadas en Fig.32). En realidad, todo es al revés: en puro metanol cae fluorescencia del
complejo y casi no hay cambio en la fluorescencia de 1 libre. La interpretacién en términos

del mecanismo propuesto en este trabajo sera presentada en la seccién 6.3.5.

6.3.4 Comportamiento del receptor 3

El compuesto 3 se aisldo como la sal de cloruro. Era estable en estado sélido, pero en
disolucién sufre una degradacidn bastante rdpida con cambios espectrales notables
después de un par de dias. Por lo tanto, todas las mediciones se realizaron con
disoluciénes madre frescas preparadas diariamente en metanol. La autoagregacion de 3
fue significativa en agua y mezclas orgdnicas acuosas que contenian menos del 50% vol. de

codisolvente organico (MeOH o MeCN). Se obtuvieron resultados reproducibles y libres de
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la influencia de la agregacién en metanol/agua 7:3 v/v. La sefial de encendido con 1 en
presencia de fructosa en este medio representa una mejora doble de la fluorescencia (Fig.
27).
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Esquema 7 Mecanismo de recepcion de 3 con sacaridos.

H Sacarido

La Figura 33a muestra los espectros de emision de fluorescencia de 3 a diferentes
valores de pH. La figura 33b muestra el perfil de la intensidad de fluorescencia a 420 nm
frente al pH cuyo ajuste da un pKi; = 9.05+0.08. A partir de la titulacidon
espectrofotométrica del acido fenilbordnico en el mismo disolvente se determind un pK; =
9.7940.01 (Fig. A4). El valor disminuido de pKs de 3 por 0.7 unidades puede atribuirse al

efecto electrostatico de la carga positiva del grupo amonio.
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Figura 33 a) Espectros de emision de fluorescencia de 2.5 uM 3 a pH variable en
metanol/agua 7:3 v/v con buffer CHES 0.01 M. Longitud de onda de excitacion 367 nm. b)

Gréfica de la intensidad de la fluorescencia a 420 nm frente al pH.

Se realizaron valoraciones de fluorescencia de 3 con fructosa a dos valores de pH, por
debajo y por encima del pK, (Fig. 34b). La titulacion a pH 7.8 por debajo de pKa muestra un

efecto de encendido 2.7 veces mayor, con una constante de unidn observada Kops = 2300 *
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200 M1, mientras que la titulacién a pH 9.8 (mayor al pKa) muestra un pequefio efecto de
encendido aproximado al 25 %. El grafico con un pH de 9.8 no se ajustd, debido a que los
datos estaban demasiado dispersos. La intensidad de fluorescencia a la saturacion

coincide en ambos casos, indicando la formacion del mismo producto.
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Figura 34 a) Titulacion de fluorescencia de 3 2.5 uM con fructosa a pH 7.78 en 7:3 v/v
metanol/agua b) Graficos de fluorescencia a 420 nm frente a la concentracion de fructosa
a pH 7.8 (cuadrados sélidos) y pH 9.8 (circulos blancos). Las flechas muestran tendencias a

valores de pH o concentraciones de fructosa aumentados.

Para confirmar la unién de fructosa mediante una técnica diferente, se estudio
espectrofotométricamente la interaccion de 3 con fructosa. Los espectros de absorcion a
pH variable que se muestran en la figura A5, demuestran un proceso de desprotonacién
limpio con varios puntos isosbésticos. Las adiciones de fructosa indujeron cambios muy
pequefios en la absorcidon a cualquier pH, pero los graficos de titulacién obtenidos a
diferentes concentraciones de fructosa (Fig 35) demostraron una disminucion
caracteristica en el pK; inducida por concentraciones crecientes de fructosa. El pK; = 8.94
+ 0.02 en ausencia de fructosa afadida concuerda bien con el valor anterior determinado
por la titulacion de fluorescencia. En presencia de fructosa 10 mM el pK, se reduce a 6.45
+ 0.03 y en presencia de fructosa 0.1 M es igual a 5.38 + 0.04. Asumiendo que la
interaccidn ocurre solo con 3 desprotonado, como se muestra en el esquema 7 se obtiene
que la Kiet = 3.8x10% M. Con este valor de Ktet, la constante de unién observada a pH 7.8
se puede estimar como Kops = 2700 M que estd en concordancia con el valor

determinado por las titulaciones de fluorescencia.
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Figura 35 Perfiles de absorbancia vs pH para 3 70 uM en metanol/agua 7:3 v/v con

buffer CHES 10 mM en presencia de fructosa.

Los resultados para la fructosa demuestran que la sefial de activacion de la
fluorescencia resulta principalmente del cambio de pKa inducido por la complejacién, pero
también hay una contribucion mas pequefia del aumento de la fluorescencia que se puede
atribuir a la sustitucion de protones del grupo -B(OH)s™ con el residuo de azlcar de
acuerdo con la teoria del "loose bolt". Si este efecto es de caracter general, deberia

manifestarse también en la complejacién con el grupo -B(OH), neutro.

Para probar este efecto, hemos estudiado la interaccion de 3 con pinanediol, un diol
que produce un éster trigonal altamente estable y un complejo tetraédrico menos
estable.’ Como se desprende de los resultados de la Fig. 36a, la complejacion de 3 con
pinanediol a un pH por debajo de pK,, induce un 20% de efecto de activaciéon con una
constante de unién 2200500 M. Cuando la titulacion se realizd a pH por encima de pKa,
Fig. 36b, se observd un efecto de apagado con una constante de unidon mas pequefia de
9004+200 M de acuerdo con la interaccién mas débil esperada del pinanediol con un

anién boronato que induce un cambio opuesto en el pK; de un acido borénico.
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Figura 36 Espectros de emision de fluorescencia de 3 2.5 uM 5 en metanol/agua 7:3 v/v

con buffer CHES 10 mM a una concentracion variable de pinanediol a pH 7.8 (a) y pH 9.2

(b). Los recuadros muestran los graficos de fluorescencia a 414 nm (a) y 420 nm (b) frente

a la concentracién de pinanediol. Longitud de onda de excitacion 367 nm.

En este resultado, vemos que la cuaternizacién del receptor 1 cambia completamente

el perfil de fluorescencia vs pH, por lo tanto, tambien el mecanismo de deteccién, y se

observé una pequena pero notable contribucidon del efecto de encendido atribuido al

mecanismo de "loose bolt". Este hallazgo indica que la presencia del fragmento NH* juega

un papel muy importante, y no solo funciona como una carga positiva en la estructura de

la forma zwitterionica de 1.

Resultados obtenidos con el receptor 3 pueden compararse con los resultados

reportados para otros receptores con un disefio similar, dcido borénico-espaciador-

fluoréforo, pero que carecen de los dtomos de nitrégeno puente, como 8 y 9, nos pueden

ayudar a entender un poco mejor el papel del dtomo de nitrégeno en el mecanismo de 1.

Mientras que el receptor 8 se comporta esencialmente de la misma manera que el 5 (el

mismo perfil de fluorescencia-pH con el efecto de activacién de fructosa a pH por encima

de pKa),'?? el receptor 9 muestra un perfil de pH de fluorescencia invertido, en

comparacion con 1 que tiene el efecto de activacion de los azucares observado a pH por

debajo del pKy como el resultado de una complejacion simple induciendo un cambio de

pKa,* es decir comporta como el receptor 3.
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8 9

Asi observamos que para un sensor con fluoréforo polar, como por ejemplo la
naftalimida, la presencia del grupo NH* en el puente que conecta el acido bordnico con un
fluoréforo no es esencial, como se supone en el mecanismo de “loose bolt”, pero para un
sensor con fluoréforo no-polar, en este caso pireno, la presencia del grupo NH* lleva a un

cambio en el mecanismo de sefalamiento.

6.3.5. Mecanismo de funcionamiento de 1 como sensor

A continuacién, se resumiran los hallazgos mas relevantes para la interpretacion

mecanicista de encendido en la emision de 1 inducida por la complejacidn con dioles.

En primer lugar, el nitrégeno protonado juega un papel mas fundamental que
simplemente la carga positiva que reduce el pK, del grupo acido bordnico. La
cuaternizacién del nitrégeno en lugar de la protonacién en el receptor modelo 3 conserva
la carga positiva, pero reduce fuertemente el efecto de encendido de la fluorescencia
cuando un diol interactua con la forma zwitteridnica del receptor e invierte el perfil de pH

con respecto a la intensidad de fluorescencia.

En segundo lugar, la fluorescencia de 1 en su forma zwitteridnica vuelve
completamente al nivel observado para la forma catidnica del receptor en presencia de
fructosa (un efecto de cuatro veces en la activacidn), glucosa o pentaeritritol en
saturacion, pero para el cis-1,2-ciclopentanodiol, el efecto de encendido es solo 1.6 veces

mayor, y para el pinanodiol se observa un efecto de apagado.

Por lo tanto, la estructura del diol es esencial para el efecto de deteccidn, ya que no

esta determinado Unicamente por la conversion de grupos B-OH por grupos B-OR.

En tercer lugar, en metanol puro, el receptor 1 muestra un perfil de fluorescencia vs pH

similar al observado en medio acuoso, pero las adiciones de dioles inducen efectos de
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activacion muy pequenos. La conversion del grupo B(OH)s™ en grupo B(OMe)s™ en metanol
puro, mejora un poco la fluorescencia de 1 libre, lo que explica en parte este cambio. El
efecto principal es un cambio en la fluorescencia del complejo 1-fructosa

significativamente menor en metanol puro.

Proponemos que una posible explicacidon de todas estas observaciones, en términos de
un mecanismo de deteccién basado en la modulacién de PET por la estrechez del enlace

de hidrégeno idnico intramolecular N-H*+B(OR)™ descrito en el esquema 8.
OH
[ OH HO O
- / \ /
OH —OH
o\ o\
OH HO [o)
@ g - ® .7
@ pKa1 N\\“H H
NH ) \ HO
h PET

Alta Fluorescencia Baja Fluorescencia Alta Fluorescencia
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0
v

|
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Esquema 8 Cambios propuestos en la intensidad de fluorescencia de 1 inducidos por la
disociacion acida y la formacién de éster de boronato como resultado de la modulacién
PET.

En este mecanismo, una disminucion de 4 veces en la fluorescencia de 1 después de la
desprotonacién del grupo acido bordnico (paso pKal, Esquemas 8) resulta de la formacion
del enlace de hidrogeno intramolecular entre el amonio NH* y el grupo boronato B(OH)s’,
lo que aumenta la densidad electrénica en el &tomo de nitrégeno donador de hidrégeno,
lo que hace posible un apagado parcial por PET, en comparacién con lo observado en la
forma neutra de 2. Se observd un efecto similar de una disminuciéon de 4 veces en la

intensidad de fluorescencia en la primera desprotonacion del aminoacido 7.123

o
HO
pK
®NH zzéét
7
Alta fluorescencia Baja fluorescencia
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Luego, la ésterificacion de 1* por un diol (el segundo paso en los Esquemas 2 y 8)
transforma el grupo B(OH);  altamente basico en un grupo éster B(O2R)(OH)" menos
basico, con el desplazamiento concomitante del protén mas cercano al atomo de
nitrogeno y debilitamiento el efecto PET. Se puede esperar que el éster sea menos basico
porque su acido conjugado, un éster de boronato trigonal, es mds acido que el acido
bordnico libre, que es el acido conjugado del trihidroxiboronato. Por supuesto, el
aumento de la acidez del éster trigonal es correspondiente a la teoria de Lewis, mientras
que la fuerza del enlace de hidrégeno del boronato con el amonio se correlaciona con la
basicidad de Brgnsted del boronato, pero es légico esperar que un centro acido de Lewis
de boro mas fuerte reduzca con mayor fuerza la densidad electrénica en el ligando
hidroxi- o alcoxi- adyacente, lo que hace que el anién también sea una base de Brgnsted
mas débil.

En términos de esta hipodtesis, el efecto de activacién deberia ser mayor para los dioles
gue acidifican mas el acido borénico. El efecto de acidificacién de los dioles se manifiesta
en el cambio de pKa, del acido bordnico inducido por la union del diol, que a su vez se
define por la relacién de las constantes de estabilidad de los ésteres de hidroxiboronato
tetraédrico (Ktet) y del boronato trigonal (Kirig): ApKa = log(Kiet/Ktrig). Los valores de ApKa
informados para azUcares tipicos (glucosa, fructosa, galactosa, etc.) y acidos
fenilbordnicos sustituidos estan dentro de 2 a 4 unidades logaritmicas.>'?4 Parece que la
variacién en estos limites no es significativa y los efectos de activacion observados para
tales dioles son de una magnitud similar. Para alcanzar una mayor variacién en ApK,
incluimos en este estudio al pinanediol, para el cual se calculd una Kiet/Kirig = 0.25 < 1117y
por lo tanto ApK, < 0. Esto significa que la formacidén de ésteres con este diol reduce en
lugar de aumentar la acidez de los acidos bordnicos haciendo que la base de
hidroxiboronato conjugado sea una base mds fuerte que el grupo B(OH)s3"y, por lo tanto,
deberia producir un efecto de apagado en lugar de un efecto de encendido como se
observa experimentalmente. Otro diol que demuestra un valor significativamente menor
que el de los azucares tipicos es el cis-1,2-ciclopentanodiol con Ktet/Kirig = 10 de acuerdo
con nuestra hipdtesis, induce un efecto de activacion mucho menor que los azucares
(tabla 1).

Nuestros resultados en puro metanol confirman las observaciones de Anslyn y James®
gue el senalamiento por complejacion con fructosa casi desaparece en puro metanol

mientras que todos datos indican que el receptor 1 igual a el receptor 5 conserva su
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estructura zwitterionica y alta afinidad a fructosa tanto en agua como en puro metanol. La
Unica diferencia entre estos dos disolventes es que el par iénico -B(OH)3--*HN- en agua se
transforma en -B(OMe)s™--*HN- en puro metanol. Esta transformacion es el punto clave en
la teoria de “loose bolt” como se explica en la seccidn 2.6, el comportamiento esperado es
que la fluorescencia del receptor libre en metanol crece aproximadamente al nivel de la
fluorescencia del complejo con azlcar en agua debido a esta transformacién y después la
sustitucién de metdxidos por azucar no afecta la fluorescencia porque los protones de los
grupos OH del acido bordnico ya estan eliminados. Esto significa que adicion de metanol a
agua debe aumentar la fluorescencia del receptor libre y no afectar la fluorescencia del
complejo con fructosa, pero como observamos en el caso de 1 todo va al revés. Los
autores de la referencia 9 comparan solo los efectos de fructosa en pura agua y en puro
metanol sin separar influencia del medio por los efectos individuales sobre fluorescencia
del receptor libre y el complejo. Sin embargo, sus resultados para el receptor 5 permiten
una estimacién aproximada de efectos separados. De las figuras 37a y b podemos estimar
qgue la fluorescencia de 5 libre crece por un factor de 3.6 en metanol, mientras que la
fluorescencia de su complejo con fructosa crece solo por un factor de 2. Este ultimo efecto
es inespecifico para una naftalimida como se observa en el material suplementario a este
trabajo para un compuesto modelo que es una naftalimida sin el grupo bordnico.
Entonces la disminucidn del turn-on sefial de 2 en agua a 1.15 en metanol, observado en
la figura A6, se debe casi por completo a un aumento de la fluorescencia del receptor libre
en acuerdo con la teoria de “loose bolt”. Esto nos da otra indicacidon a parte del efecto
isotopico del disolvente (capitulo 6.3.2) de que la teoria de “loose bolt” puede ser

adecuada para un sensor basado en nafftalimida, pero no en antraceno.

La intensidad de fluorescencia disminuida del complejo de fructosa de 1 en presencia
de mayores cantidades de metanol (Figura 32) puede explicarse en términos del
mecanismo descrito en el esquema 8 como resultado de un efecto medio. Se ha

sefialado?®

gue la posicion relativa del proton dentro del enlace de hidrégeno
intramolecular N-H*~B(OR)" depende de la polaridad del medio, el protéon se mueve al
oxigeno del anidon boronato en un medio de baja constante dieléctrica, pero puede ir al
atomo de nitrégeno en un medio de alta constante dieléctrica. Tal cambio en la posicidon
del protén deberia influir en el grado de extincién de PET haciéndolo mas significativo en
un medio menos polar. Entonces, planteamos la hipotesis de que la disminucién en la
intensidad de fluorescencia del complejo de 1fructosa esta relacionado con una constante

dieléctrica mas baja en el metanol. También se debe observar un efecto similar para el
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zwitteridn libre de 1, pero aparentemente esta sobrecompensado por el efecto de "loose
bolt" debido a la sustitucion de los grupos OH en el aniéon B(OH)s™ con grupos OMe que
inducen la mejora de la fluorescencia. Ademas, por la mayor basicidad de los aniones
B(OH)s" y B(OMe)s™ que el anién del complejo con fructosa que es un éster ciclico
acidificado, los pares idnicos con los dos primeros deben ser mas apretados y menos

sensibles al efecto del medio.

El debilitamiento postulado en el esquema 8 del enlace de hidrégeno N-H*-B(OR)
como resultado de la formacidn del éster deberia manifestarse en la ampliacién del enlace
N-H~O en ésteres de dioles suficientemente acidos en comparacién con el 1* libre. Tal
tendencia se encontré en una serie de estructuras minimizadas DFT de 1* libre y sus

ésteres modelos con etilenglicol y catecol.

+

1* 1*-etilen glicol 1*-catecol

Figura 37 Estructuras calculadas por DFT para 1 y sus complejos con catecol y etilen

glicol

En estas estructuras se observa que las distancias del enlace (figura 37) de hidrégeno
sigue la tendencia 1*< 1*-etilen glicol < 1*-catecol, lo que corrobora la hipdtesis, ya que la
distancia correlaciona con la fuerza del puente de hidrogeno, y como es sabido, los ésteres
bordnicos de catecol son mas acidos que los de etilenglicol, que a su vez es mas acido que

el acido boronico libre, lo que correlaciona con la hipdtesis propuesta.
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6.4 Recepcion de aniones con 1

A parte de sus aplicaciones como receptor para azucares, el receptor 1y sus derivados
en la forma de un éster ciclico fue exitosamente empleado como un receptor fluorescente
para presencia de agua en disolventes organicos.’?®'?” E| mecanismo propuesto estd
basado en el proceso de solvdlisis o insercidn (figura 9) que induce la forma protonada del
nitrogeno y elimina el apagamiento por PET. El sistema funciona a muy bajas cantidades
de agua en disolventes no polares donde el grado de ionizacidn en el complejo insertado
debe ser muy bajo con el protédn de agua no transferido a nitrogeno por completo. Esto
significa que la variacion del PET puede realizarse mediante la formacién de los puentes
de hidrégeno no necesariamente involucrando la protonacion de nitrégeno completa. Se
sabe que 1 y sus andlogos pueden formar puentes de hidrégeno intramoleculares con el
atomo de nitrégeno del grupo metilamino posiblemente modificando el grado de PET y
gue aniones por su parte pueden formar puentes de hidrégeno con grupos OH de los
acidos borodnicos aun en disolventes relativamente polares como DMSO (ver
Antecedentes). Con estas consideraciones planteamos un posible uso del receptor 1 para
deteccion de aniones por una posible competencia entre enlaces BOH-N y BOH-Anion

esperando que de esta manera se lograra una modificacion del PET.

En la primera etapa se realizaron valoraciones de fluorescencia de 1 con acetato en
DMSO (Fig. 38a), en estas se observd un efecto la extincion de fluorescencia esperada
para los aniones. Por comparacion, también se valoré con acetato a un compuesto
modelo 2 que carece del grupo acido boroénico (Fig. 38b). Es importante resaltar que 2 se
usé previamente como compuesto de referencia para el receptor 1 para probar su
autoagregacidon en medios acuosos,'%'? pero esto no deberia ser un problema en DMSO.

Las lineas gruesas rojas y negras en la Figura 13b muestran los espectros de emision de 1y

~H

o _H . " \) PET
\;\/ \W\ _-A", 7/ N

O

Esquema 9 Mecanismo de funcionamiento de 1 como sensor de aniones

2 libres respectivamente.

o ~ >
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Se observo un aumento de mas de tres veces en la intensidad de fluorescencia inducida
por la presencia del grupo acido borénico en 1, esto puede atribuirse a la atenuacién del
efecto PET debido al enlace de hidrogeno del grupo amino. Las adiciones de acetato a 1
apagan la fluorescencia aproximadamente al nivel observado para 2, lo que puede
explicarse por la restauracién del PET como se muestra en el esquema 9 Las adiciones de
acetato a 2 inducen un aumento en la intensidad de fluorescencia a concentraciones mas
altas de aniones, probablemente debido a la agregacién inducida por la sal de 2. Estas
observaciones prueban la participacién del acido bordnico en el efecto de extincién del

acetato y concuerdan con el mecanismo de deteccion del esquema 9.
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Figura 38 (a) Titulacién por fluorescencia de 1 10 uM en DMSO con acetato 0-0.08 M,
longitud de onda de excitacion 370 nm. (b) Espectros de emision de 1y 2 10 uM en DMSO
(lineas gruesas) y espectros de 2 en presencia de una concentracién creciente de acetato.
El recuadro muestra la intensidad de emision relativa a 416 nm como un perfil frente a la
concentracion de acetato. Las flechas muestran la direccidén de los cambios espectrales al

aumentar la concentracion de acetato.

La interaccidn del acetato con 1 también fue seguida por espectroscopia de RMN H y
1B, La figura 39a ilustra los resultados de la titulacion por RMN 'H. La sefial de los
protones B(OH), en el receptor libre se observa a 9.09 ppm desplazada 1 ppm campo
abajo en comparacion con su posicion a 8.04 ppm en el AFB libre en el mismo
disolvente.’” Este cambio confirma la implicacion de protones B(OH), en el enlace de
hidrégeno intramolecular incluso en un disolvente polar como DMSO. Las adiciones de
acetato inducen una fuerte caracteristica para la formacién de puentes de hidrégeno en
cambios a mayor desplazamiento quimico de las sefales de B-OH y pequefios cambios de

campo hacia menor desplazamiento quimico de la mayoria de las sefiales aromaticas, que
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se pueden atribuir a un efecto de proteccion inducido por el anién unido. Al mismo
tiempo, el doblete a 8.22 ppm que pertenece a los protones del antraceno H* (H®) sufre un
pequefio desplazamiento hacia campo bajo, generalmente atribuido a una interaccién de
enlace de hidrégeno a través del espacio con los aniones.'?® La sefial de RMN B de 1 se
observa a 29.38 ppm y permanece sin cambios con la adicion de acetato. Esta observacién
confirma que el boro conserva su estructura trigonal y que el enlace de hidréogeno del

acetato al grupo B(OH); es el unico modo de unién del anién con 1.

(a) — 6 (b)

0.3 10.0 9.7 94 9.1 88 85 82 79 76 73 7.0 )6 103 100 9.7 94 91 88 85 82 79 76 73 7.0
ppm ppm

Figura 39 a) Valoracién de *H RMN de 1 en DMSO-ds con acetato (a) y fosfato de
dihidrégeno (b); (a) 1 11.2 mM, los espectros 1 a 6 se registran en presencia de 0, 5, 10,
19, 27 y 35 mM (BuaN) OAc; (b) 1 19.3 mM, los espectros 1 a 6 se registran en presencia

de 0, 10.9, 21.1, 40.3,57.5y 73.1 mM (BusN) H2POa.

Para entender mejor la estructura del complejo de acetato, se llevaron a cabo calculos,
con un nivel de teoria DFT / B97D3 / 6-311 + G (d, p). La estructura resultante 10 del
complejo 1AcO" se muestra en la Fig. 40 Demuestra una estructura ciclica bidentada del
complejo con enlaces de hidrogeno entre los grupos COO" y B(OH), casi coplanares y un
enlace de hidrégeno corto con distancias O--O de 2.62-2.63 A de acuerdo con la
estructura establecida experimentalmente del complejo anidnico PBA-benzoato con
distancias O--O de 2.68 y 2.72 A.12% E| protdn del antraceno H! (H8) estd demasiado lejos
del acetato unido para cualquier interaccion detectable a través del espacio, pero esta
cerca del nitrégeno del grupo amino a una distancia de 2.72 A ligeramente mas corto que
la suma de los radios de Van der Waals de los atomos de N e H. Este estrecho contacto
CH:-N probablemente sea la razén del aumento del desplazamiento quimico observado

de la sefial del protén del antraceno H! (H8) en presencia de acetato.
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10 11

Figura 40 Estructuras simuladas por DFT de los complejos de acetato (10) y dihidrégeno
fosfato (11) de 1.

La interaccién de 1 con H,PO4 se caracteriza por cambios espectroscépicos similares
tanto en las valoraciones por fluorescencia como de *H NMR (Fig. 38). La unica diferencia
en el caso de 'H NMR es que la sefial del proton B-OH desaparece ya después de la
primera adicion del anion, aparentemente como resultado de un ensanchamiento audn
mas fuerte que en el caso del acetato (ver Fig. 38). Ademas, como en el caso del acetato,
no hay desplazamiento de la sefial en el espectro de RMN B de 1 en presencia de fosfato
de dihidrégeno. Todas estas observaciones concuerdan con la asociacion de enlaces de

hidrogeno de 1 con H,POx.

Tabla 3 Suma de energias libres electrénicas y térmicas, y el nimero de frecuencias

imaginarias para estructuras calculadas

Anién | Sitio de union | Energia (Eh) Numero de frecuencias imaginarias
AcO B -1348.08936 0
H -1348.11046 0
H2PO4 B -1763.270405 0
H -1763.27913 0
HPO4* B -1762.792521 0
H -1762.795419 0
SO4* B -1818.91203 0
H -1818.920523 0

Previamente se establecid que el AFB se une al anidon dihidrégeno fosfato, a diferencia

del acetato, como un dcido de Lewis a través de la coordinacién con el &tomo de boro.?>%°

72
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores lecul en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

Este tipo de interaccion fue confirmada también por célculos.?’ Sin embargo, en el caso de
1, ambos aniones prefieren la interaccion de puentes de hidrégeno. La posibilidad de
interaccion de enlaces de hidrégeno de acidos bordnicos con aniones fosfato se demostrd
recientemente como un motivo sintético -B(OH), ---~O(0)=P en estructuras cristalinas de
sales organicas de fosfato de dacidos quinolinborénicos con distancias promedio entre
atomos O--O con enlaces de hidrégeno de 2,74 A. El célculo de DFT confirma la estabilidad
del complejo con enlaces de hidrégeno entre 1 y H,PO4™ con una distancia de O---O de 2.67
A, en la estructura 11 en la Fig. 40. Al mismo tiempo, la minimizacién de energia de un
complejo de tipo acido de Lewis con H;POs, mostré una mayor energia para este
complejo. Esto podria ser explicado debido a que 1 tiene un o-sustituyente voluminoso lo
que podria generar problemas estéricos. Es bien sabido que la incorporacién de solo un
pequefio grupo metilo en la posicién orto del AFB aumenta su pK, de 8.86 a 9.74, lo que
significa una disminucién de la afinidad del anién hidréxido por el acido bordnico en casi
un orden de magnitud. Al mismo tiempo, el complejo de tipo Brgnsted respectivo esta

libre del efecto estérico.

(a) (b) 6
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30 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10-15
)», nm ppm

Intensidad de fluorescenc ia, cps

Figura 41 a) Espectros de fluorescencia de 1 10 uM en DMSO por 0.25-1.2 mM F,
longitud de onda de excitacidon 370 nm. b) Valoracién por RMN de !B NMR de 1 17,7 mM
con BusN F en DMSO-dg los espectros de abajo hacia arriba contiene 0, 8, 15,5, 30, 44y 57

mM de BusN F.

El anién de fluoruro induce un fuerte efecto de extincidn, que se "satura" por debajo
de 1 mM del anién (Fig. 41a). Los resultados de la valoraciéon de *H NMR por fluoruro
indican la formacion de una mezcla compleja de productos, que puede resultar de una
agregacion inducida por complejacion de 1, Fig. 41b. La formacion de especies
oligoméricas en la interaccion del anién fluoruro con AFB en DMSO se informd
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anteriormente.®? Los datos respectivos de !B NMR, muestran la aparicién de una sefial no
resuelta a 2.5 ppm, que pertenece a un aducto de tipo Lewis tetraédrico con fluoruro,
pero no muestra la multiplicidad de doblete esperada, muy probablemente debido a la
superposiciéon de sefiales de formas agregadas desplazadas de manera diferente. La
titulacién de fluorescencia se realizé a una dilucidn mucho mayor de 1 y no deberia
complicarse por el proceso de agregacion, pero la unién de tipo Lewis de F a 1, inferida de
los datos de 1B NMR, debe ser valida también en disolucidn diluida. El efecto de extincion
de F se puede atribuir a un debilitamiento o incluso a la ruptura del enlace BOH--N
intramolecular en 1 como resultado de la conversion del grupo B(OH)2 neutro en el grupo
B(OH)2F anidnico con una disminucidn de la carga positiva en los protones de los grupos
OH.

Para caracterizar cuantitativamente las interacciones de los aniones con 1, se
calcularon las respectivas constantes de asociacién Ka (M) para la formacion del
complejo a partir de los resultados de las valoraciones de fluorescencia. Las curvas de
ajuste para los aniones inorganicos y monocarboxilato se ilustran en la Fig. 42 Las
constantes de union calculadas y los efectos de extincién en la “saturacién” Ic/lo se

resumen en la Tabla 4.

=}
1

o
®
1

o
=)
1

AcO" + 1.5% H,0

Intensidad de fluorescencia relativa
o
»
L

% H,0

o
N
L

C!
Q i ]
= 0.2 ®AcCO"

000 002 004 006 008 010 0.12 000 001 002 003 004 005 006
[anion], M [anién], M

Figura 42 Titulaciones de fluorescencia de 1 con aniones de acidos monocarboxilicos (a)

y con aniones inorgdnicos (b) en DMSO. Emision a 416 nm, excitacion a 370 nm.
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Tabla 4 Constantes de estabilidad Ka (M) de complejos aniénicos de 1 en DMSO,

efectos inducidos por complejacion en saturacion (Ic/lo) y pKa de acidos conjugados para

aniones.

Anion Ka Ic/lo pKa en pKa en Anion | Ka Ic/lo pKaen | pKaen
agua DMSO agua DMSO

AcO 150 0.14 4.76 12.3 Glu* 630 | 0.44 5.42

BzO 80 0.23 4.2 111 GluH | 100 | 0.62 4.32

H2PO4 60 0.12 2.12 10.8 Suc* 640 | 0.34 5.64

HPO.> 8000 0.36 7.2 SucH" | 140 | 0.76 4.21

F 1.1x10* | 0.095 3.17 15 Mal* 740 0.23 5.70

HSO4 90 1.12 MalH- | 15.4 | 3.38 2.95

S04* 1150 0.37 2.0 9.1 ox* 990 | 0.26 4.27

iso-Pht® 145 0.32 4.6 OxH" 700 | 0.34 1.25

iso-PhtH" 50 0.77 3.7 Lact’ 460 0.50 3.70

Pht* 600 0.21 5.43 AcO™® | 94 0.18

PhtH- -2 2.94 AcO 9 | 36 0.18

a) Sin interaccidn; b) 0,5% de H20; c) 1.5% H20

Normalmente, la estabilidad de los complejos con enlaces de hidrogeno es muy
sensible a la polaridad del disolvente. Por ejemplo, las constantes de estabilidad de los
complejos anidnicos con donantes de protones NH como ureas o amidas aumentan
aproximadamente 100 veces en MeCN menos polar en comparacion con DMS0.?° Sin
embargo, 1 muestra relativamente poca sensibilidad a la polaridad del disolvente: las
constantes de estabilidad para acetato, benzoato y dihidrégenofosfato medidas en MeCN
son iguales a 470, 154 y 74 M! respectivamente, siendo solo 2-3 veces mas grande que en
DMSO. Ademds, las constantes de unién para el acetato muestran una disminucién
modesta en presencia de agua anadida (ver la Fig. 38a y la Tabla 4). Este efecto
relativamente pequefio de la polaridad del disolvente puede explicarse en términos del
Esquema 9 por efectos del disolvente aproximadamente iguales sobre los enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares en el receptor libre y en su complejo anidnico,

respectivamente.

La complejacion de 1 con benzoato es mas débil que con acetato (Fig. 42a, Tabla 4),
como se observa tipicamente para los receptores de enlace de hidrégeno. Las pruebas de
interacciones con aniones inorganicos muestran que HSO4 induce un efecto de activacion
muy pequeio y opuesto a otros aniones con la constante de asociacion mayor que para el

benzoato mucho mds basico. Esto puede explicarse por la unién ditdpica de este anion
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gue implica un enlace de hidréogeno simultaneo al grupo acido bordénico mediante la
aceptacion de protones y al grupo amino mediante la donacién de protones. Tal modo de
union induce un efecto mucho mas pronunciado con el monoanion del acido maldnico.
Dianion SO4% se comporta como un aceptor de enlaces de hidrégeno muy fuerte (Tabla 4).
El dianiéon fosfato HPO.?> también supera fuertemente la afinidad del monoanion
respectivo H,PO4. Los resultados de estos dianiones se discutirdan mas adelante en el

contexto de las tendencias generales en la estabilidad de los complejos anidnicos de 1.

6.4.1 Reconocimiento de mono y dianiones de acidos dicarboxilicos y tendencias

generales en la estabilidad de complejos anidnicos de 1

A partir de los resultados obtenidos y las observaciones hechas para la deteccidn de
azucares es posible proponer un mecanismo de deteccion a partir de la ruptura vy
formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares y con el anién lo cual se muestra a

continuacion:

A pesar de que los resultados con monoaniones simples confirman el mecanismo de
deteccion propuesto, las constantes de unién con acetato y dihidrégenofosfato a 1 son
significativamente mas pequefias que las constantes de unién de los mismos aniones a
PBA.?2 Aunque este resultado puede verse como un inconveniente, indirectamente apoya
el esquema 9 porque el enlace de hidrégeno del grupo acido borénico al anién deberia

verse obstaculizado por el enlace intramolecular del 4cido bordnico al grupo amino.

En un estudio adicional de las propiedades de reconocimiento de aniones de 1,
probamos las interacciones del receptor con mono y di-aniones de acidos dicarboxilicos.
Con el receptor 1 se puede esperar una union mas fuerte de dianiones en comparacion
con los monocarboxilatos debido a su mayor basicidad, pero es mas interesante la
posibilidad de la complejacién selectiva de monoaniones de acidos dicarboxilicos
mediante la unién ditdépica simultanea de grupos COO" y COOH a los grupos acido
bordnico y amino de 1 respectivamente. La Figura 43 a y b muestran los perfiles de
titulacion de 1 con mono y dianiones de varios acidos dicarboxilicos. Las constantes de
asociacidn respectivas se recogen en la tabla 4 y se presentan como el grafico de Brgnsted
de logKa frente a pK; del acido conjugado del anion en la Figura 43a. La Figura 43b ilustra
el tamafio del cambio inducido por la complejacion en la intensidad de la fluorescencia

por diferentes aniones calculados como (lc-lo)/lo.
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Figura 43 Perfiles de titulacidn de fluorescencia para mono y dianiones con 1 (a) acidos

dicarboxilicos aromaticos y (b) alifaticos en DMSO.
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Figura 44 (a) Correlaciones de Brgnsted para constantes de estabilidad. El recuadro

muestra el grafico frente a los valores de pKa en DMSO. (b) El cambio relativo en la

fluorescencia de 1 en presencia de mono y dianiones de acidos dicarboxilicos.

De acuerdo con el mecanismo de enlace de hidrégeno del reconocimiento de aniones,

las constantes de asociacion para la mayoria de los aniones siguen la correlacién de

Brgnsted mostrada como la linea continua en la Fig. 44a con los parametros dados en la

ecuacion (4).

La ausencia de formacion de complejos con biftalato (Fig. 43a, Tabla 4) se puede

atribuir al fuerte enlace de hidrégeno intramolecular entre los grupos COOH y COO-

adyacentes, que evita el enlace de hidrégeno de este ultimo al acido bordnico. Otros

aniones que muestran desviaciones significativas del grafico de Brgnsted son H,PO*, SO4*
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, lactato y tanto mono como dianiones del acido oxalico. Analizando estas desviaciones, se
debe considerar el hecho de que la correlacidn se basa en valores de pKs determinados en
agua. Desafortunadamente, los valores de pKs en DMSO estan disponibles solo para unos
pocos aniones entre los utilizados en este estudio. Los valores disponibles se recogen en la
tabla 4 y la correlacion con ellos, que se muestra como el recuadro en la Figura 44a,
demuestra que en esta escala el H,PO4 aparece en la misma linea que los carboxilatos,
pero la unién andmala con SO4* no puede explicarse por este efecto. Por lo que el
mecanismo de unién debe ser diferente para el sulfato, que puede actuar como una base
de Lewis y se une directamente al centro B(lll), sin embargo, la titulaciéon por RMN

confirma el enlace de hidrégeno para este anién.

La unidn estrecha del dianién de sulfato por los receptores catidnicos de enlace de
hidrogeno esta bien documentada, pero con los donantes de enlaces de hidrégeno
neutros, la alta carga negativa -2 del sulfato deberia ser irrelevante y tales receptores
pueden unirse mucho mas fuerte a un acetato mas basico, aunque con menos carga. Sin
embargo, parece que los donantes de hidrogeno bidentados, incluido el acido bordnico, a
menudo prefieren el sulfato que al acetato. Un ejemplo de esto es la N, N'-dietilurea que
se une al sulfato en DMSO con una constante de asociacion K = 1405 M2, pero para la
union de acetato a N, N-dietilurea K = 45 M en el mismo disolvente.3% Una razdn
probable de este efecto es debido a una mejor complementariedad de estos donantes de
protones bidentados con el sulfato tetraédrico, que con el acetato trigonal. La estructura
simulada del complejo de sulfato 12 muestra de hecho la combinacion perfecta de
distancias O--O en el grupo acido borénico y el anidén, mientras que en el acetato esta
distancia es notablemente mas corta (2.23 A). Ademads, la distancia O-H---O entre 4tomos
de oxigeno es mas corta en el complejo de sulfato (estructura 10 y 12) de acuerdo con su
mayor estabilidad. Finalmente, la estructura calculada del posible complejo de tipo acido
de Lewis tiene una energia mas alta, lo que confirma adicionalmente el tipo de enlace de

hidrogeno preferible de la interaccion.
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12 13

A modo de comparacioén, la estructura del complejo 13 de fosfato de hidrégeno aun
mas estable (Tabla 4) también se calculé y mostréo un enlace O-H:--:O esperado mas corto
entre los grupos que interactuan. El enlace de hidrégeno preferible para este anidn se
confirma por la energia mas alta para el complejo de tipo acido de Lewis respectivo (Tabla
3).

Una desviacion positiva muy fuerte para el monoanidn de oxalato de hidrogeno (OxH")
puede explicarse por el modo de unién diferente. Se sabe que el acido oxalico
interacciona con los acidos bordnicos como un "diol" dando el éster tetraédrico ciclico,
que en el caso de 1 tiene la estructura 14. El éster 14 todavia contiene el fragmento B-OH,
pero pertenece a un grupo con carga negativa y dificilmente puede formar un enlace de
hidrogeno con nitrégeno. La estructura simulada de DFT 14' confirma la ausencia del
enlace de hidrégeno intramolecular, lo que explica la sefial de apagado de OxH (Fig. 39b).
La constante de asociacidn correspondiente al equilibrio para OxH y AFB en agua es igual
a 35.5 M2 E| valor fuertemente incrementado en DMSO (Tabla 4) es un resultado
esperado de un contenido de agua muy bajo en el disolvente organico. Se observa un
modo de unidn covalente similar para el lactato con un menor Ka = 18.6 M para AFB en
agua.?® La titulacion de 1 por lactato en DMSO también da un valor de Ka menor, que sin
embargo es mucho mayor de lo esperado por la basicidad de este anién. (Tabla 4 y Fig.

38a) de acuerdo con un modo de union similar de ambos aniones.
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El dianion Ox*> no puede formar el éster 14 porque esto requeriria obviamente una
liberacion desfavorable del anién hidréxido. Por lo tanto, Ox*> deberia formar un complejo
con enlaces de hidrégeno del tipo que se muestra en la figura 40 para el acetato. Una
posible razén de la desviacion positiva del punto para este anion de la grafica de Brgnsted
en la Fig.44a es su capacidad potencial para formar dos tipos de complejos ciclicos con
enlaces de hidrogeno: involucrando un grupo carboxilato como en el caso de acetato, o

involucrando tanto los grupos carboxilato como en la estructura 15.

15 16

Al examinar la magnitud de la respuesta de fluorescencia, se observa que todos los
dianiones inducen una disminucién significativa de aproximadamente tres veces en la
fluorescencia de 1 (Fig. 42b), de acuerdo con el mecanismo del Esquema 9 Al mismo
tiempo, los monoaniones, excluyendo OxH™ y MalH, muestran efectos de extincion mas
pequefios, menos del doble y MalH" induce una fuerte mejora de la fluorescencia (Fig. 39).
Cabe destacar que el acido maldnico, al igual que los acidos oxalico y lactico, puede
formar un éster ciclico covalente con los acidos bordénicos, aunque de menor estabilidad

(Ka = 10 M? para AFB en agua).?® Sin embargo, Ka para la interacciéon de HMal" con 1 no
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muestra ninguna desviacion positiva de la grafica de Brgnsted general (Fig. 43a), lo que

indica la union de manera covalente.

Una explicacion plausible de los pequefios efectos de extincion con monoaniones de
acidos dicarboxilicos es que el grupo COOH no disociado del huésped puede alcanzar al
atomo de nitrégeno y asi reducir el efecto PET mediante la formacion de un enlace de
hidrogeno COOH:-::N, como se ilustra en la estructura modelo 16 para el anién malonato.
En la serie de acidos dicarboxilicos con diferentes distancias entre los grupos carboxilicos,
esta interaccidn es aparentemente dptima para el efecto de activacién que produce HMal
, pero incluso en este caso la interaccién es mas bien débil. Esto se deriva de la ausencia
de una estabilizacidon adicional notable de los complejos de todas estas especies por
encima de lo que se espera de la basicidad de su grupo COO- (ver la correlacién en la
Figura 44a). La valoraciéon de 1 con acido acético libre (Fig. 43b, cuadrados blancos)
produce un efecto de activacion muy pequefio que confirma una interaccion COOH-:-N
intermolecular débil incapaz de competir eficazmente con el enlace BOH:N

intramolecular.

6.5 Benzoxaborol como receptor de aniones

Se decidié estudiar la interaccién de BOX con diferentes aniones proponiendo dos
modelos probables de interaccion (Esquema 10) Para esto se realizaron experimentos por
RMN siguiendo los ntcleos de *H y 1B con los aniones; CN°, HPO4*, HPhPO?, PhPO?* vy
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Esquema 10 Formas de recepcion de BOX ante aniones

Luis Raman Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores lecul en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

Con anterioridad en el grupo de investigacion ya se habian probado los aniones AcO" y
H.PO4 observando que al interactuar con BOX formaba principalmente interacciones por
enlaces de hidrégeno, eso a partir del corrimiento a mayor desplazamiento quimico de la
senal correspondiente B-OH, ademas de observar un menor desplazamiento quimico para
las sefales del anillo aromatico con excepcion de la sefial encontrada en 7.73 ppm la cual
aumenta su desplazamiento quimico seguramente debido a la interaccion de este proton
con el anién.(Tabla 5) Sin embargo, me enfoqué principalmente en aniones dicargados en
donde se observaron que se unian principalmente directamente al atomo de boro esto
observado debido a la desaparicion de la sefial correspondiente al acido borénico y en la
resonancia de !B se observa un corrimiento de la sefial de 31.22 a 8 ppm lo que indica el

cambio de hibridacion en el &tomo de boro.(Figura 45a)

Tabla 5 Constantes de estabilidad Ka (M) de complejos anidnicos de BOX en DMSO,

desplazamientos quimicos de los complejos a la saturacién seguidos por RMN de *H y 1!B.

Benzoxaborol (BOX) Acido fenilborénico (AFB)

Anion pKa? | Ka BOH | ArHY | CH, | B Ka BOH | ArH 11
b)

CN- 12.9 | 14.7 7.655 |4.83 |21.72|12.2 11.14 | 7.77 | 28.42
oyt 9.1 |800 9.7 |7.86 4.86 |31.18 | 6.3x10% | 10.76 | 7.69 | 26.86
SO4% ©) 640 4.57 |8.35
HPO4> -© 458 | 871 |-f
PhPOs* -9 4,58 | 8.06 |5.0x10*|129 |7.68 |27.79

3 pK, de los acidos conjugados en DMSO: H2PO4,2% SO4%,%7 otros aniones.?8
b) E| protén en posicidn -orto al grupo borénico.

< Muy grandes para ser determinados

9 proceso rapido

¢) proceso lento

fl Patrén complejo que impide la estimacidn de Ka

La asociacién del AFB con SO4? procede a través de puentes de hidrégeno debido a que
aumenta el desplazamiento quimico en la sefial de BOH y se observa en 1B una sefial en
26.86 ppm a la saturacion, con una constante de unidn bastante grande. La interaccion de

BOX con SO4% es mas compleja, se observan dos juegos de sefiales (Figura 45b) en
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presencia del ion sulfato lo que indica la formacién lenta del complejo con respecto a la
escala de resonancia magnética nuclear, pero las sefales correspondientes a BOX libre se
mueve notablemente al incrementar la presencia del anién, lo que indica la existencia de
un proceso simultdneo rapido de complejacion. Una explicaciéon plausible a estas
observaciones es que el anién sulfato forma de manera simultanea dos complejos
isométricos con BOX, uno es un proceso rapido a comparacion del otro, siendo lo mas
probable que el proceso rdpido de complejacidn se ha atribuido a la formacién de enlaces
de hidrégeno mientras que el proceso lento es debido a la formacién del del aducto tipo
Lewis. La formacion de dos complejos también se corrobora debido a que se ven 2 sefiales
en RMN !B, Una a 31.18 ppm correspondiente al boro en forma trigonal mientras se

observa otra a 8.35 ppm, lo que es un desplazamiento tipico para un boro tetraédrico.

+31}18
835

|
(@) et LT s

fl W \,
i Kt e At VI [\ Peaaen L bty N 2 AL
MU T R 15 iy VN1 Gl A e Vi

10,0 9.6 92 88 B84 8O 76 72 68 64 60 56 52 48 4.4

ppm ppm

Figura 45 (a) Espectro de 1B a la saturacidn de SO4> (b)Espectros de RMN 'H de BOX
en DMSO-ds con 0, 1.3, 2.6, 3.8, 5.0, 6.2, 7.3, 8.5 y 9.5 mM de SO4>

Las constantes de formacién para los complejos BOXSO4% no puedan ser obtenidas de
manera sencilla con el promedio de las sefiales integradas, ya que la seial de BOX libre en
verdad incluye a la especie libre como a la enlazada en el proceso rdpido con el grupo
bordnico. Por lo que se usé el siguiente procedimiento; la concentracion del proceso lento
fue calculado con las intensidades relativas de las sefiales correspondientes a los protones
del metileno y la concentracién total del ion sulfato, obtenido de la suma de la
concentracion de la especie libre y enlazada en el proceso rapido del complejo sulfato.
Mientras que el desplazamiento quimico para los protones aromaticos se ajustd con la
ecuacioén 3 para el intercambio de un proceso rapido dando un valor de Ka es igual a 800
M. Para el caso de los aniones fosfato y fosfonato son especies mdas bdsicas que el sulfato

dando especies mucho mas estables del complejo cuaternizado.
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Esquema 11 Formacion simultanea de complejos de sulfato de intercambio lento y

rapido con BOX.

Los resultados de la titulacion entre BOX y cianuro se muestran en la figura 46 Para
este caso todas las sefales en el espectro de protdn se recorrieron a menor
desplazamiento quimico mientras que la sefial correspondiente a BOH desaparece del
espectro lo que indica una interaccion de tipo Lewis la cual se confirma por RMN de !B. El
ajuste de los perfiles de concentracién para los protones aromaticos y los
correspondientes al metileno son los que nos da la constante de asociacion mostrada en
la tabla, y el andlisis de los resultados de la titulacion por RMN de !B, extrapolando el
desplazamiento quimico a la saturacion nos da un valor de 22.5 ppm esto es un claro
desplazamiento hacia el campo alto sin embargo no corresponde a la sefial tipica para un
boro tetraédrico la cual es tipica para un enlace B-CN que es de 10 ppm. Una posible
explicacion para este caso es que BOX se una a partir de un enlace coordinado con el ion
isocianato lo que si ha sido caracterizado anteriormente aumentando el desplazamiento

quimico hasta 20 ppm en comparacion con el enlace B-CN coordinado.
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Figura 46 (a) Espectros de RMN 'H de BOX 5 mM en presencia de (abajo a arriba) 0,
3.0, 5.0, 26, 50 y 76 mM de BusNCN en DMSO-ds; (b) Espectros de RMN !B NMR (160.5
MHz) de BOX 5 mM en presencia de 0,5.0y 76 mM BusNCN en DMSO-ds.

Por otro lado, también se optimizaron las estructuras de los complejos entre BOX vy
distintos aniones por DFT/M06-2X/Def2TZVP (Figura 47). Los resultados optimos de estos
calculos mostraron que en el caso de la estructura BOXAcO se confirma la formacion
simultanea del enlace de hidrogeno débil entre él CH aromatico y el oxigeno con una
distancia 0.18 A menor que la suma de los radios de van der Walls qué es 2.72 A. Sin
embargo el complejo respectivo acido de Lewis tiene tan solo una energia ligeramente
mayor de 0.74 Kcal/mol lo que nos dice que prefiere la formacién de puentes de

hidrégeno.

BOXACOuigc BOXACOter BOXCluig BOXCliet BOXSOutrig BOXSOutet
Figura 47 Estructuras calculadas por DFT entre BOX y AcO", Cl'y SO4*

También se estudié la interaccién de BOX con cloruro, confirmando que la estructura
mas estable es la del tipo puentes de hidrégeno de igual manera encontrando el enlace
CH---Cl con una distancia de 2.95 A, mientras que se encontré que el CI" no interactta

directamente con el &tomo de boro.
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Otra de las estructuras mas interesantes a estudiar fueron las calculadas a partir de
BOX vy sulfato, las cuales tienen una energia muy similar teniendo una diferencia
solamente de 0.28 Kcal/mol (Tabla 6). E incluso haciendo un célculo de distribucion de
especies a partir de la ecuacion 5, se encuentra que coexisten el complejo de Brgnsted y
de Lewis con una proporcién molar 1:0.6 siendo mds estable el complejo por puentes de
hidrogeno, estos datos concuerdan con la informacion obtenida en resonancia magnética
nuclear de B.

ﬂ = e_(Ef_Ei)/kT

i

(5)

Tabla 6 Energias absolutas de les estructuras calculadas de los complejos con BOX

Structure Anion Solvent | Total Energy, En
BOXACOyrig AcOr DMSO | -674.876000

BOXACOtet AcOr DMSO | -674.874635

BOXH2POutrig H,PO4 DMSO | -1090.046791
BOXHPOutet H2PO4 DMSO | -1090.040419
BOXPhPOsHyg | PhPOsH™ | DMSO | -1245.739580
BOXPhPO3Hiet PhPOsH | DMSO | -1245.734793
BOX(PhO),POatrig | (PhO),PO,” | DMSO | -1551.958354
BOX(PhO),POstet | (PhO),PO, | DMSO | -1551.946605
BOXClyrig cr MeCN | -906.660893

BOXCliet cr MeCN | -906.649651

BOXFiet F DMSO | -546.297306

BOXSOatrig SO4* DMSO | -1145.685707
BOXSOatet Norty DMSO | -1145.685262
BOXHPOutrig HPO4* DMSO | -1089.556050
BOXHPOgtet HPO4* DMSO | -1089.562290
BOXPhPO3trig PhPOs* DMSO | -1245.254476
BOXPhPOjet PhPOs* DMSO | -1245.259536

Por lo tanto, en general, los calculos respaldan el tipo de enlace de hidrégeno o

coordinado observado experimentalmente de anidn que se une a BOX
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7. Conclusiones

Los receptores fluorescentes construidos con el uso de un acido borénico unido a
través del grupo orto-metilamino a un fluoréforo representan un importante grupo de
sensores opticos para azucares. El mecanismo de generacion de la sefial por interaccién
de estos receptores con azucares fue un objeto de controversia en el transcurso de los
ultimos 20 afios. En este trabajo se analiza la validez del mecanismo mas reciente
conocido como la teoria de “loose bolt” para el funcionamiento del receptor 1,
ensamblado por el acido fenilborénico unido a antraceno como fluoréforo a través del
grupo orto-metilamino. En particular, se presta la atencién al papel del atomo de
nitrégeno que en acuerdo a la teoria no es esencial para el sefialamiento y solo sirve en su

forma protonada como una carga positiva que desplaza el pK; del acido bordnico.

Para elucidar el papel del grupo orto-metilamino protonado se sintetizd el receptor
modelo 3 con el grupo amino cuaternizado que conserva la carga positiva del grupo NH*,
pero es incapaz de formar el puente de hidrégeno intramolecular con el grupo boronato
anidnico. Se establecio que el receptor 3 funciona por un mecanismo totalmente diferente
al de 1 mostrando el perfil de fluorescencia vs. pH inverso al observado con 1 y
produciendo la sefial éptica por un efecto de desplazamiento de pK, inducido por
complejacién con azucar bien conocido en la quimica de acidos bordnicos. Entonces la

presencia del grupo NH* es indispensable para el mecanismo de sefalamiento de 1.

Se realizaron estudios de complejacion de 1 con diferentes polioles incluyendo a parte
de tradicionalmente usados azucares, que inducen una fuerte diminucién de pK; de los
acidos bordnicos, algunos dioles que tienen esto efecto minimo (cis-1,2-ciclopentanediol)
o inverso (pinanediol) observando en estos casos la disminucién o aun inversién de la

senal inducido por complejacién con 1.

Se observé que en el agua deuterada sucede un aumento del pK; de 1, que es un efecto
esperado, sin embargo, practicamente no hay cambio en la magnitud de la sefial dptica
inducida por complejacién con fructosa. Esto indica un minimo contribucion del efecto

“loose bolt” que debe estar acompafiado por casi completa perdida de la sefial en D;0.

Se observd que la intensidad de fluorescencia del complejo 1 con fructosa disminuye
notablemente mientras que la fluorescencia del receptor libre aumenta ligeramente en
puro metanol comparando con el medio acuoso. Como consecuencia, el sefialamiento casi

desaparece en puro metanol en acuerdo con lo esperado segun la teoria de “loose bolt”,
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sin embargo, la teoria predice las tendencias en comportamiento del complejo y receptor
libre opuestos a los observados. El comportamiento observado se explica como un efecto

del medio en términos del mecanismo propuesto en este trabajo.

Resumiendo, todas observaciones de este estudio proponen un nuevo mecanismo de
sefialamiento para el receptor 1, que atribuye el efecto principal a la modificacién de la
fuerza del puente de hidrégeno intramolecular -B(OH)s™-*HN- existente en el receptor
libre por transformacion del grupo -B(OH)s™ al grupo -B(OR)3 donde R es el fragmento del
diol. Debido a la menor basicidad del grupo boronato sustituido, la interaccién con el
protén se debilita ocasionando una menor distancia N-H y por consiguiente la eliminacién
del apagamiento por PET, que resulta en la sefial observada. El mecanismo propuesto estd
en acuerdo con la necesidad de la presencia del grupo NH*, observando que la sefal mas
intensa es ocasionada con dioles mas acidos, con efecto del metanol como el medio de

reaccion menos polar, esto corroborado mediante calculos computacionales.

Se descubrié una nueva aplicacion de 1 como un receptor de aniones (carboxilatos,
fosfatos, sulfato) en medios apréticos, DMSO y MeCN, se establecié el mecanismo de
recepcidon que consiste en la formacion de enlaces de hidrégeno entre aniones y el grupo -
B(OH) del receptor. Unicamente con el anién F el receptor se comporta como un acido

de Lewis interaccionando a través del atomo de boro.

La complejacion de aniones induce el apagamiento de fluorescencia de 1, interpretado
como la competencia entre aniones y el atomo de nitrogeno del receptor, a través de
enlaces de hidréogeno con los grupos B-OH, modificando el grado de PET vy

consecuentemente la intensidad de fluorescencia.

Las constantes de asociacién de aniones en DMSO varian en el rango de 10 a 10* M,
mostrando una buena correlacion de tipo Brgnsted entre logka vy pKa de los acidos
conjugados de los aniones. Se establecié la deteccidn selectiva de monoaniones de los
acidos dicarboxilicos debido a su capacidad de interaccién ditdpica. Este mecanismo de
sefalizacidon de aniones a partir de la ruptura y formacién de enlaces de hidrégeno ha
servido para explicar el comportamiento de algunos sensores para agua utilizados por

Ooyama.3?

Otro acido bordnico con un atomo donador, en este caso oxigeno, en posicidon orto
estudiado como un receptor de aniones es el benzoxaborol. Por sus propiedades

estructurales y fisico-quimicas (tiene solo un grupo OH y alta acidez del tipo Lewis) se
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esperaria que su modo de interaccion con aniones principal debe ser la coordinacion
directa al atomo de boro. Sin embargo, esto es cierto solo para aniones de tamafo chico
(F, OH) o de muy alta basicidad (HPO4%>, PhPO3*) mientras que la mayoria de
monoaniones tales como AcO-, Cl, H,PO4 prefieren la formacién de enlaces de hidrégeno.
El modo de complejacidon fue corroborado mediante calculos computacionales de sus
estructuras minimizadas. La razén de preferencia de la formacion de enlaces de hidrégeno
con aniones relativamente voluminosos es inesperadamente alto, producido por el efecto
estérico del orto metileno. Se concluye que los receptores de aniones en base de
benzoxaborol como el sitio de reconocimiento pueden ser eficientes para deteccién de

algunos aniones importantes altamente bdsicos como el pirofosfato.
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9. Apéndice

Tabla A1l. Datos cristalograficos de 1-HBr and 2.

en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”

1-HBr
Empirical formula Ca3H23BBrNO;
Formula weight 436.14
Temperature 100(2) K
Wavelength 0.71073 A
Crystal system Triclinic
Space group P-1

Unit cell dimensions

Volume

z

Peatea (g cm™)

p(mm)

Theta range for data collection

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

a=8.2825(4) A.
b=9.9237(5) A
c=13.9515(6) A
o= 107.3957(8)°
B=93.2715(9)°
y=112.7526(8)°
989.49(8) A3

2

1.464

2.096

2.343 to 27.441°.
-10<=h<=10, -12<=k<=12,
-18<=I<=18

19093

4525 [R(int) = 0.0224]
4525/3/263

1.131

R1=0.0322, wR2 =0.0784
R1=0.0345, wR2 =0.0794
0.744 and -0.478 e.A3
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Tabla A2. Distancias de enlaces de hidrogeno 1-HBr [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
O(1)-H(10)...Br(1) 0.831(10) 2.377(13) 3.1837(15) 164(3)
0(2)-H(20)...Br(1)#1 0.843(10) 2.438(14) 3.2499(16) 162(3)
N(1)-H(IN)...O(1) 0.891(10) 1.974(19) 2.705(2) 138(2)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

#1 -x+2,-y+2,-z+2

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode

150 0

x10 7 + *Scan (rt: 0.18 min) R32.d

15. 191.0863

14
0.5 370.1988
[ | O I A O
150 200 250 20, 3%, 40 :40CRISAYF00 650 700
Peak List
m/z Z JAbund
191.0863 1 |i6183180.18
191.1964 1201623.09
192.0893 1 |2865959.96
369.2022 1031670.31
370.1988 1 |4585197.45
371.2022 1 J1218153.3
721.3801 1 |1896602.87
722.3833 1 [927924.51
SO0
HO OH
SN o]
I
T 3|?2 73
367 368 369 — 370 a7l 72 373

Masa Exacta: 370.19785

Formula molecular: C24H25BNO2
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Tabla A3. Resultados de la reaccién entre 1 y CHsl a diferentes condiciones, la proporcion es
correspondiente a R2:CHsl, *mw. Fueron reacciones realizadas en un equipo de microondas.

Disolvente / T Proporcié6 Resultado
n
Acetona reflujo 1:3 Negativo
Acetona reflujo 1:10 Negativo
DMF t.a. 1:3 Negativo
DMF reflujo 1:3 Aparicion
DMF reflujo 1:10 Aparicion
CHasl exceso Negativo
Metanol reflujo mw.*  1:10 Negativo
Etanol reflujo mw.* 1:10 Negativo
g 200000
3 o000} %1goooo< s
2 5 180000 —
3 150000 § 170000+ -
3 g
T 5 160000 >
8 100000 2 .
° £ 150000
3 3 /
‘@ 50000 % 1400004 X
£ £ 130000 b
0 s s s 00000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010
[Pinannediol] [Pinannediol]

Figura A2. Espectros de emision de 1 (5uM) y catecol (5mM) frente adiciones de
Pinannediol en acetonitrilo al 30% en agua con buffer de AcOH/AcONa 50mM, Aexcitacién =

370 nm y Perfil de la intensidad de fluorescencia vs. [Pinannediol], Aemisisn = 418 nm.
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Figura A3. (a) Espectros de emisiéon de 1 (5uM) frente adiciones de Lactato en
acetonitrilo al 30% en agua con buffer de AcOH/AcONa 50mM, Aexcitacion = 370 nm b) Perfil

de la intensidad de fluorescencia vs. [Lacatato], Aemisisn = 428 nm.
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Figura A4 Absorbancia a 267 nm de PBA 1 mM en 70/30 v/v MeOH:agua (cuadros negros) y 30/70

v/v MeCN:agua (cuadros blancos). La escala de pH esta expresada en valores de ng segln la
mezcla de disolventes utilizados
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Figura A5 Espectros de absorcidon de 3 (0.07 mM) a pH variable en un intervalode 6a 11
en Lactato en MeOH al 30% en agua. Las flechas marcan la tendencia de los cambios en
absorbancia al incrementar el pH.
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Figura A6 Titulacion de fluorescencia para 7 (4 uM) con fructosa (0-0,1 M) en agua pura
(A) (pH 7,4) y metanol puro (B). La figura insertada en (A) es una ampliacién de 700-1000
nm region. Aexcitacién = 450 nm
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Figura A7. Titulaciones por RMN de !B NMR de 1 (11.2 mM) en DMSO-ds con acetato.
Espectros del 1 al 6 fueron tomados en presencia 0, 5, 10, 19, 27 y 35 mM (BusN)OAc.
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Figura A8. Espectros de fluorescencia obtenidos en la titulaciéon de 1 (10 uM) en DMSO con 0.2 —
80 mM de H2P04_, Aexcitacién = 370 nm
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Figura A9. Titulacién por RMN de !B de 1 (19.3 mM) en DMSO-ds con dihidrogenfosfato. Los
espectros del 1 al 6 fueron obtenidos en presencia de 0, 10.9, 21.1, 40.3,57.5y 73.1 mM
(BU4N)H2PO4.
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Figura A10. Espectros de fluorescencia obtenidos en la titulacién de 1 (10 uM) en DMSO con 0.25
- 12 mM de H2P04_, }\excitacio’n = 370 nm
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Figura A11. Titulacién por RMN de 'Hy B de 1 (1.3 mMy 17.1 mM respectivamente) en DMSO-
de con fluoruro. Los espectros de abajo a arriba fueron obtenidos en presencia de 0, 0.7; 1.3 and 2
mM de (BusN)2F por RMN *Hy 0, 8, 15.5, 30, 44 y 57 mM de (BusN),F por RMN !B.
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Figura A12. Perfiles de titulaciones por RMN de 'Hyde 1 (a 11.2 mMy b 19.3 mM) en DMSO-ds
con dihidrogenfosfato. Los desplazamientos quimicos corresponden al proton B-OH con acetato,
mientras que para dihifrogenfosfato se sigue a los protones aromaticos

102
e | Uis Ramon Ortega Valdovinos



“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores lecul b en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”

ANAN) Ll ’
)

J
| L J_Mw ’2

1 (ppm)

Figura A13. Titulacién por RMN de 'H de 1 (3 mM) en DMSO-d¢ con sulfato. Los espectros de
abajo a arriba fueron obtenidos en presencia de 0; 1.5; 3.0 y 4.5 mM de (BusN),SO..

Tabla A3. Resultados de las titulaciones por fluorescencia de 1 (0.01 mM) en MeCN.

Anion Ka, M-t Ic/lo
AcO 470 0.12

H2PO4 | 74 0.25
BzO 154 0.39
F 3.3x10* | 0.07

HSOs | 3.1x103% | 2.27

“w
dhy

(%]

1-AcO (H) 1-AcO (B) 1-H,POy4 (H)
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1- H,PO4 (B) 1-HPO4* (H) 1-HPO4* (B)

1-SO4* (H) 1-SO.* (B)

Figura A13. Estructuras calculadas de los complejos de 1 con aniones por enlaces de hidrégeno
(H) o coordinandose con el &tomo de boro (B)

Tabla A4. Suma de la energia libre electronica y térmica en Hartree Eh (1 Eh = 627.509 kcal/mol) y
el numero de frecuencias imaginarias calculadas para las estructuras de la figura A13

Anion Binding type Energy Number of imaginary frequencies
AcO B -1348.08936 0
H -1348.11046 0
H,PO4 B -1763.27041 0
H -1763.27913 0
HPO,* B -1762.792521 0
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H -1762.795419 0
Nora B -1818.91203 0
H -1818.920523 0

Tabla A5. Coordenadas cartesianas

Complejo 1-AcO" (H):

Atom X Y Z

C -2.50730 1.71428 -0.31360
C -1.62313 2.25600 -1.26361
C -1.35567 3.62127 -1.26827
H -0.66169 4.02208 -1.99973
C -1.95240 4.47248 -0.34367
H -1.73235 5.53307 -0.36118
C -2.81827 3.95063 0.60548
H -3.28360 4.60134 1.33616
C -3.08234 2.58427 0.61514
H -3.75333 2.18013 1.36520
C -0.90592 1.34491 -2.23023
H -1.63351 0.71311 -2.73584
H -0.38264 1.94179 -2.99331
C 0.32343 -0.71178 -2.34072
H 0.77167 -0.44728 -3.31205
H -0.60267 -1.25853 -2.52092
H 1.01559 -1.37016 -1.81410
C 1.25179 1.19382 -1.18689
H 0.95391 2.14795 -0.74989
H 1.81212 1.44639 -2.09536
C 2.12556 0.46240 -0.19398
C 1.75345 0.46689 1.16502
C 0.56822 1.12011 1.63471
H -0.08609 1.61320 0.92874
C 0.23531 1.11728 2.95357
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H -0.66995 1.61540 3.27940
C 1.05622 0.46167 3.91360
H 0.77120 0.47219 4.95810
C 2.18810 -0.17302 3.51403
H 2.82658 -0.67890 4.22917
C 2.57153 -0.19347 2.13772
C 3.73242 -0.84215 1.73080
H 4.35223 -1.34022 2.46870
C 4.11022 -0.86609 0.39431
C 5.30082 -1.54684 -0.00980
H 5.89487 -2.03051 0.75709
C 5.67357 -1.59054 -1.31350
H 6.57543 -2.11004 -1.61186
C 4.86958 -0.95159 -2.29956
H 5.16931 -0.99788 -3.33918
C 3.73375 -0.28909 -1.95490
H 3.14761 0.17543 -2.73412
C 3.29762 -0.20783 -0.59063
N 0.03108 0.46005 -1.53200
0 -3.08087 -0.53321 -1.38257
0 -3.07197 -0.35136 1.00758
B -2.88612 0.16882 -0.23469
H -3.33228 -1.49445 -1.24497
H -3.35024 -1.31379 1.01998
H -4.82552 -5.20449 1.04164
C -4.21458 -5.00525 0.16276
H -4.71106 -5.37019 -0.73452
C -3.89552 -3.52406 0.04797
0 -3.79539 -2.87463 1.11713
0 -3.72653 -3.05915 -1.10593
H -3.27323 -5.54900 0.27614
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Complejo 1-AcO" (B):

Atom X Y Z

C 2.83776 -1.10526 -0.17384
C 1.92571 -1.63202 -1.11437
C 1.82939 -3.01320 -1.30645
H 1.17285 -3.39685 -2.07905
C 2.57189 -3.90581 -0.54520
H 2.48038 -4.97286 -0.71024
C 3.43684 -3.40912 0.41889
H 4.02333 -4.08731 1.02831
C 3.56868 -2.03398 0.57952
H 4.27706 -1.66082 1.30854
C 1.01409 -0.73592 -1.93760
H 1.34747 0.29490 -1.83468
H 1.08838 -1.00836 -2.99392
C -1.12984 -1.95213 -2.06280
H -0.90323 -2.86351 -1.49041
H -0.89195 -2.13415 -3.11212
H -2.20570 -1.77704 -1.98401
C -0.66241 -0.53859 -0.17178
H 0.08411 0.17348 0.17981
H -0.50848 -1.45141 0.41481
C -2.04467 0.02767 0.06766
C -2.27850 1.37581 -0.26868
C -1.25921 2.20856 -0.83524
H -0.27649 1.79445 -1.01620
C -1.50602 3.50864 -1.15044
H -0.71923 4.11850 -1.57722
C -2.78887 4.08382 -0.92677
H -2.96204 5.12104 -1.18505
C -3.78459 3.33173 -0.39130
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

H -4.76737 3.75280 -0.21257
C -3.56596 1.96185 -0.04843
C -4.58614 1.18976 0.49835
H -5.56064 1.63511 0.66818
C -4.37894 -0.14449 0.82456
C -5.44058 -0.93128 1.37141
H -6.39872 -0.45062 1.53290
C -5.25653 -2.24073 1.67476
H -6.06626 -2.82988 2.08658
C -3.98946 -2.84866 1.44505
H -3.85416 -3.89703 1.68053
C -2.95278 -2.13317 0.93415
H -2.00887 -2.63162 0.76797
C -3.09154 -0.74380 0.60355
N -0.41438 -0.78066 -1.59256
@) 3.61214 1.07902 -1.31801
0 1.97974 1.25502 0.39002
B 3.14408 0.51050 -0.05316
H 4.34428 0.56658 -1.67089
H 2.02721 2.15726 0.05966
H 3.39169 3.22824 1.58336
@) 5.76526 1.59390 2.26819
C 4.84377 1.67407 1.47197
C 4.32270 3.02866 1.04943
0 4.27902 0.60334 0.98888
H 4.11864 3.05558 -0.01931
H 5.05013 3.79091 1.31774

Complejo 1-H,PO4 (H):

Atom X Y Z

C -1.66481 2.48449 -0.32873

C -0.68402 2.80715 -1.28354
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C -0.11524 4.07658 -1.29642
H 0.65042 4.30582 -2.03011
C -0.50395 5.04612 -0.37743
H -0.05051 6.02967 -0.40158
C -1.46449 4.73929 0.57432
H -1.77113 5.48295 1.30002
C -2.02875 3.46719 0.59393
H -2.77227 3.22991 1.34690
C -0.19573 1.75232 -2.24692
H -1.04847 1.31165 -2.75959
H 0.45869 2.20823 -3.00576
C 0.49716 -0.54381 -2.34098
H 0.99180 -0.40456 -3.31569
H -0.53414 -0.85316 -2.51368
H 1.01192 -1.34477 -1.80877
C 1.86314 1.09048 -1.20496
H 1.80670 2.09340 -0.77926
H 2.46663 1.18901 -2.11551
C 2.53665 0.18008 -0.20446
C 2.18936 0.29654 1.15610
C 1.20361 1.22622 1.62061
H 0.68214 1.85279 0.90993
C 0.89270 1.32485 2.94120
H 0.13887 2.03315 3.26343
C 1.53862 0.50435 3.90806
H 1.27492 0.60065 4.95380
C 2.47748 -0.39364 3.51344
H 2.97986 -1.02883 4.23395
C 2.83060 -0.52879 2.13557
C 3.79331 -1.44831 1.73340
H 4.27999 -2.07089 2.47654
C 4.13954 -1.58631 0.39522
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C 5.12190 -2.54556 -0.00371
H 5.58771 -3.14751 0.76805
C 5.45778 -2.70153 -1.30881
H 6.20085 -3.43174 -1.60352
C 4.82424 -1.90134 -2.30146
H 5.09106 -2.03811 -3.34211
C 3.89046 -0.97355 -1.96209
H 3.42699 -0.39355 -2.74676
C 3.50322 -0.76455 -0.59648
N 0.49999 0.67136 -1.54290
0 -2.74902 0.44259 -1.39159
0 -2.64417 0.60133 1.01032
B -2.37843 1.06451 -0.23977
H -3.18901 -0.44015 -1.30292
H -3.14461 -0.25051 1.08195
H -6.20179 -3.03510 -0.76036
0 -5.88286 -2.76966 0.11150
P -4.30023 -2.46997 0.09318
0 -4.00008 -1.67106 1.31052
0 -3.91750 -1.95257 -1.25710
0 -3.63304 -3.92318 0.29311
H -3.44408 -4.34012 -0.55678

Complejo 1-H,PO, (B):

Atom X Y Z

C -2.34077 1.49995 -0.35003
C -1.34308 1.92392 -1.25257
C -1.08729 3.28794 -1.42199
H -0.36706 3.60321 -2.16771
C -1.74976 4.24985 -0.67315
H -1.53281 5.30097 -0.82116
C -2.69783 3.84668 0.25605
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

H -3.22424 4.58108 0.85452
C -2.99037 2.49540 0.39217
H -3.76114 2.19704 1.09170
C -0.50114 0.94769 -2.06066
H -0.94005 -0.04895 -2.00668
H -0.50903 1.24550 -3.11216
C 1.75562 1.94124 -2.06341
H 1.60361 2.84650 -1.45865
H 1.57170 2.18864 -3.10994
H 2.80391 1.65118 -1.96151
C 1.07495 0.50991 -0.25175
H 0.29267 -0.19500 0.03005
H 0.91153 1.39295 0.37557
C 2.42297 -0.11224 0.03842
C 2.65068 -1.43876 -0.37685
C 1.67051 -2.19459 -1.09821
H 0.73476 -1.72610 -1.37042
C 1.90643 -3.47971 -1.47603
H 1.14946 -4.02830 -2.02278
C 3.14170 -4.11611 -1.16751
H 3.30720 -5.14036 -1.47717
C 4.10371 -3.43549 -0.49316
H 5.05213 -3.90186 -0.25230
C 3.89441 -2.08340 -0.08106
C 4.88163 -1.38528 0.60671
H 5.82232 -1.87551 0.83375
C 4.68526 -0.06807 1.00174
C 5.71690 0.64351 1.69005
H 6.64209 0.11949 1.90103
C 5.54556 1.93649 2.06339
H 6.33255 2.46910 2.58230
C 4.32243 2.60177 1.76599
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

H 4.19800 3.63732 2.05745
C 3.31331 1.95714 1.12241
H 2.40388 2.49980 0.90937
C 3.43972 0.58789 0.71275
N 0.90833 0.83064 -1.66721
0 -3.35834 -0.55712 -1.52938
@) -1.88558 -1.04297 0.25925
B -2.86042 -0.04623 -0.23072
H -3.68670 0.15514 -2.08642
H -1.51229 -1.52671 -0.48486
0 -3.99954 -0.05842 0.77636
H -4.57971 -1.63613 -0.93030
O -5.14321 -2.03140 -0.22052
P -4.75358 -1.36142 1.16751
O -5.91097 -1.20835 2.05367
O -3.64786 -2.30007 1.81812
H -2.79453 -2.07905 1.37787
Complejo 1-HPO4?> (H):

Atom X Y Z

C -1.88867 2.37046 -0.32783
C -0.91255 2.71890 -1.27962
C -0.38208 4.005406 -1.30145
H 0.37850 4.25224 -2.03523
C -0.80307 4.97119 -0.39261
H -0.38031 5.96824 -0.42347
C -1.75834 4.64151 0.55728
H -2.09116 5.38136 1.27574
C -2.28360 3.35240 0.58349
H -3.02230 3.09684 1.33556
C -0.38726 1.67306 -2.23359
H -1.22821 1.17575 -2.71193
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

H 0.22667 2.14730 -3.01555
C 0.42550 -0.58518 -2.29826
H 0.88913 -0.44136 -3.28794
H -0.59178 -0.95263 -2.43718
H 0.99597 -1.34539 -1.76246
C 1.72450 1.14014 -1.22082
H 1.62233 2.14544 -0.80859
H 2.30764 1.25537 -2.14287
C 2.45988 0.28364 -0.21620
C 2.10505 0.38601 1.14326
C 1.05486 1.24709 1.59782
H 0.49124 1.82737 0.88007
C 0.73290 1.33184 2.91661
H -0.07152 1.98563 3.23172
C 1.43305 0.56631 3.89094
H 1.15918 0.65001 4.93517
C 2.43539 -0.26471 3.50554
H 2.97932 -0.85731 4.23217
C 2.80099 -0.38461 2.12947
C 3.82665 -1.23690 1.73488
H 4.35622 -1.81708 2.48303
C 4.18054 -1.36259 0.39740
C 5.22731 -2.25422 0.00543
H 5.73663 -2.81308 0.78215
C 5.56955 -2.40099 -1.29914
H 6.36172 -3.08012 -1.58807
C 4.87699 -1.66053 -2.29871
H 5.14805 -1.79208 -3.33893
C 3.88181 -0.79622 -1.96603
H 3.37422 -0.26056 -2.75494
C 3.48685 -0.59745 -0.60123
N 0.38097 0.64495 -1.52603
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

o -2.89028 0.27906 -1.38103
0 -2.83751 0.46996 1.01797
B -2.56886 0.92033 -0.23246
H -3.30626 -0.67056 -1.29125
H -3.33895 -0.43275 1.07149
0 -5.28054 -3.66853 0.07211
P -4.12250 -2.71144 0.07357
o -4.09047 -1.70990 1.22267
o -3.87884 -2.02646 -1.27411
O -2.76920 -3.63080 0.35610
H -2.84416 -4.44150 -0.15716

Complejo 1-HPO,* (B):

Atom X Y Z

C -2.34742 1.54770 -0.31876
C -1.34212 2.01525 -1.19060
C -1.08201 3.38494 -1.30036
H -0.35460 3.73185 -2.02562
C -1.75112 4.31561 -0.51640
H -1.53260 5.37237 -0.61587
C -2.70840 3.87076 0.38472
H -3.24027 4.57946 1.00983
C -3.00091 2.51313 0.45877
H -3.77911 2.17740 1.13410
C -0.50595 1.06219 -2.02933
H -0.95920 0.07235 -1.99144
H -0.51349 1.38618 -3.07369
C 1.76452 2.03011 -2.03442
H 1.62338 2.93354 -1.42351
H 1.58294 2.28710 -3.07926
H 2.81070 1.72972 -1.93561
C 1.07552 0.596091 -0.22987
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

H 0.25377 -0.05773 0.06380
H 0.97721 1.49076 0.39629
C 2.39053 -0.10221 0.03647
C 2.52804 -1.44216 -0.37641
C 1.48405 -2.13885 -1.06678
H 0.56889 -1.61587 -1.30700
C 1.63178 -3.43648 -1.44670
H 0.82780 -3.94012 -1.96904
C 2.83484 -4.14530 -1.16989
H 2.92986 -5.17836 -1.48009
C 3.85417 -3.52292 -0.52377
H 4.77875 -4.04545 -0.30647
C 3.73807 -2.15976 -0.11129
C 4.78360 -1.52025 0.54682
H 5.69925 -2.06497 0.75083
C 4.67659 -0.19248 0.94076
C 5.76703 0.45864 1.59793
H 6.66463 -0.11899 1.78701
C 5.68368 1.76088 1.96894
H 6.51502 2.24700 2.46380
C 4.49491 2.49759 1.70107
H 4.44039 3.53965 1.99081
C 3.43229 1.91224 1.08781
H 2.55094 2.50676 0.89655
C 3.46537 0.53658 0.68108
N 0.90652 0.92699 -1.64365
0 -3.25562 -0.46571 -1.59281
0 -1.80531 -0.94671 0.28704
B -2.86730 -0.01774 -0.25868
H -3.92067 -1.15942 -1.43701
H -1.58936 -1.55784 -0.42390
0 -4.02393 -0.06739 0.68467
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

o -5.00823 -2.19284 -0.24154
P -4.76975 -1.42774 1.03507
0 -5.92900 -1.17512 1.93496
o -3.63033 -2.20151 1.90543
H -2.78024 -1.95787 1.48758

Complejo 1-SO4% (H):

Atom X Y Z

C -1.72909 2.33831 0.41815
C -0.61677 2.36392 1.27316
C 0.20580 3.49346 1.31278
H 1.05468 3.49709 1.98885
C -0.03488 4.59192 0.50467
H 0.62018 5.45398 0.54685
C -1.12975 4.57945 -0.35340
H -1.33442 5.43143 -0.99074
C -1.96284 3.47200 -0.37665
H -2.82585 3.47108 -1.03233
C -0.24702 1.22773 2.20150
H -0.13413 1.63481 3.20952
H -1.04104 0.47400 2.22954
C 1.52128 -0.19856 2.94757
H 0.82193 -1.01351 3.19461
H 1.65128 0.42179 3.83533
H 2.48585 -0.64151 2.69712
C 0.92213 -0.16664 0.61554
H 0.38532 0.43678 -0.11714
H 0.28865 -1.04290 0.78237
C 2.26731 -0.55799 0.04679
C 3.02782 0.41690 -0.62879
C 2.57340 1.76533 -0.79154
H 1.61882 2.05790 -0.37827
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C 3.32352 2.69075 -1.44785
H 2.95442 3.70362 -1.55529
C 4.59047 2.34678 -1.99808
H 5.17073 3.09923 -2.51729
C 5.06084 1.07935 -1.87108
H 6.02160 0.79657 -2.28585
C 4.30286 0.07940 -1.18706
C 4.78529 -1.21850 -1.05907
H 5.74980 -1.47427 -1.48460
C 4.05340 -2.19277 -0.39176
C 4.56794 -3.52013 -0.25829
H 5.53247 -3.73829 -0.70232
C 3.87249 -4.47654 0.40663
H 4.26934 -5.47914 0.50462
C 2.61058 -4.15911 0.98423
H 2.06460 -4.92606 1.51953
C 2.08422 -2.91057 0.87365
H 1.12694 -2.70900 1.33142
C 2.77514 -1.86448 0.17613
N 1.04190 0.62236 1.84692
0 -2.33158 -0.14971 0.40353
@) -4.02606 1.47747 -0.09398
B -2.75983 1.12709 0.24944
H -3.03029 -0.86826 0.24997
H -4.67251 0.71338 -0.23588
0 -4.90217 -1.84490 -2.18333
0 -5.75848 -0.40782 -0.42771
S -5.26594 -1.78332 -0.76009
0 -4.05030 -2.03706 0.07984
0 -6.30170 -2.76769 -0.42679
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

Complejo 1-S04* (B):

Atom X Y Z

C -2.29409 1.56806 -0.23813
C -1.29097 2.06096 -1.09738
C -1.02710 3.43203 -1.16232
H -0.29864 3.80185 -1.87519
C -1.69588 4.33663 -0.34728
H -1.47652 5.39593 -0.41129
C -2.65362 3.86391 0.53924
H -3.18413 4.55308 1.18686
C -2.94732 2.50451 0.57261
H -3.72305 2.15168 1.24256
C -0.47100 1.11943 -1.96362
H -0.93352 0.13375 -1.93584
H -0.47874 1.46655 -3.00054
C 1.81101 2.05274 -1.98145
H 1.68435 2.95823 -1.37003
H 1.62572 2.31168 -3.02522
H 2.85455 1.74139 -1.88991
C 1.11361 0.62439 -0.17132
H 0.27000 0.00189 0.12779
H 1.06304 1.52301 0.45436
C 2.40518 -0.12612 0.06907
C 2.46446 -1.48479 -0.30121
C 1.34283 -2.16825 -0.87524
H 0.40735 -1.64027 -1.01018
C 1.42645 -3.47905 -1.23045
H 0.56442 -3.97634 -1.65816
C 2.63136 -4.21369 -1.04316
H 2.67347 -5.25563 -1.33513
C 3.71582 -3.60796 -0.49466
H 4.63995 -4.15256 -0.33790
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C 3.66973 -2.23326 -0.10731
C 4.77947 -1.61265 0.45775
H 5.69104 -2.18136 0.60769
C 4.74075 -0.27469 0.82903
C 5.89146 0.35355 1.40046
H 6.78073 -0.24920 1.54531
C 5.87324 1.66498 1.74754
H 6.74930 2.13293 2.17876
C 4.69357 2.43507 1.53965
H 4.68996 3.48342 1.81128
C 3.57699 1.87318 1.00559
H 2.70391 2.49185 0.85819
C 3.53988 0.48907 0.62876
N 0.94179 0.96052 -1.58523
¢) -3.33606 -0.29137 -1.59069
0 -1.70490 -0.89905 0.13818
B -2.78724 0.00069 -0.26410
H -4.11476 -0.85281 -1.48324
H -2.11811 -1.69749 0.49406
¢) -3.92124 -0.11903 0.77842
0 -5.46805 -1.66158 -0.28044
S -4.74097 -1.42718 0.97173
0 -5.62365 -1.16682 2.09472
¢) -3.77689 -2.49992 1.23958
Complejo 1-HOx (7’):

Atom X Y Z

C -3.11112 0.86731 -0.26905
C -2.22138 1.51019 -1.15333
C -2.21771 2.90440 -1.24386
H -1.57768 3.38831 -1.97178
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C -3.03437 3.68427 -0.43662
H -3.01405 4.76392 -0.52409
C -3.88064 3.06618 0.47267
H -4.52210 3.65962 1.11343
C -3.92001 1.67887 0.53616
H -4.61146 1.20837 1.22509
C -1.24164 0.72758 -2.01467
H -1.49170 -0.33306 -1.97200
H -1.33589 1.04592 -3.05598
C 0.80275 2.10606 -2.05465
H 0.51841 2.95768 -1.42042
H 0.53934 2.33923 -3.08737
H 1.88874 2.00302 -1.99599
C 0.44524 0.54070 -0.25875
H -0.20354 -0.28549 0.02825
H 0.17345 1.37761 0.39415
C 1.88415 0.12947 -0.03803
C 2.28463 -1.15098 -0.46773
C 1.38277 -2.05968 -1.11134
H 0.35762 -1.76095 -1.28312
C 1.79236 -3.29308 -1.51290
H 1.09095 -3.96282 -1.99505
C 3.13445 -3.72059 -1.30767
H 3.43744 -4.70698 -1.63586
C 4.02368 -2.89246 -0.70192
H 5.04936 -3.20104 -0.53534
C 3.63278 -1.58907 -0.26604
C 4.54406 -0.74047 0.35422
H 5.56437 -1.07465 0.50906
C 4.17066 0.53016 0.77320
C 5.12168 1.39749 1.39606
H 6.13020 1.02698 1.53984
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“Mecanismos de deteccion de aniones y carbohidratos por receptores lecul en acidos arilborénicos con grupos donadores en posicién-orto”
R —IIIIIIIIIII———

C 4.77441 2.64803 1.79112
H 5.50100 3.29937 2.26034
C 3.44432 3.11152 1.58274
H 3.17796 4.11461 1.89212
C 2.50876 2.31495 1.00131
H 1.51232 2.70541 0.85493
C 2.82131 0.98186 0.57276
N 0.17738 0.85626 -1.66091
o -3.86509 -1.25451 -1.48851
B -3.34769 -0.73972 -0.26220
H -4.12171 -0.55290 -2.09102
o -4.26653 -1.12452 0.89852
0 -4.12424 -2.34129 2.77693
C -3.66515 -1.89326 1.75833
C -2.23210 -2.15268 1.24460
0 -2.09719 -1.53273 0.10627
0 -1.40066 -2.81545 1.80785
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1. Introduction

Anion recognition by anthracene appended
ortho-aminomethylphenylboronic acid: a new
PET-based sensing mechanismf

Luis Ramon Ortega-Valdovinos,® Josue Valdes-Garcia,® Ivan J. Bazany-Rodriguez,”
José Carlos Lugo-Gonzalez, (22 Alejandro Dorazco-Gonzalez (2 ° and
Anatoly K. Yatsimirsky (2 *?

Interactions of anthracene appended ortho-aminomethylphenylboronic acid 1 with 20 organic and
inorganic anions have been studied by fluorescence, *H and B NMR titrations in DMSO. Carboxylate,
phosphate and sulphate anions form hydrogen bonded complexes with the B(OH), group producing a
strong turn-off fluorescence response attributed to the enhanced photoinduced electron transfer (PET)
resulting from the removal of the intramolecular hydrogen bond between boronic acid and the amino
groups of 1. The preferable hydrogen bonding interaction of 1 with a dihydrogen phosphate anion,
which typically coordinates directly to the B(i) atom, is confirmed by DFT structural optimization. The
logarithms of the binding constants for the majority of anions correlate linearly with the pK, of their
conjugate acids, but sulfate and hydrogen oxalate show strong positive deviations. Anomalously strong
binding of hydrogen oxalate is attributed to the formation of the covalent cyclic ester. In the series of
monoanions of dicarboxylic acids HOOC-R-COO™, the monoanion of malonic acid induces a strong
opposite turn-on effect, demonstrating the ability of 1 to act as a ditopic receptor through the
simultaneous binding of basic and acid groups of the guest to the boronic acid and amino groups of the
receptor, respectively. The results of this study demonstrate the possibility of successful manipulation of
the efficiency of PET produced by the anthracene attached aminomethyl group by the guest hydrogen
bonding in addition to well-known protonation and metal coordination effects.

presence of bound anions. This study demonstrated the
generally weak optical response of fluorescent boronic acids to

Boronic acids are often used as components of anion sensors."
The most successful receptors have been developed for fluoride,
which demonstrates high affinity to the B(wm) center even in
protic solvents,” but the recognition of other anions also attracts
attention. Recently pyrenylboronic acid derivatives were
employed for the construction of a chemosensory array for
fluorescence detection of a large set of anions of different types
(carboxylates, phosphates, and fluoride) in DMSO solution.®
Added anions produced non-specific small scale fluorescence
quenching or enhancement effects, which were analyzed by a
pattern recognition approach, and were attributed to not entirely
explicable changes in the photoinduced electron transfer in the
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i Electronic supplementary information (ESI) available. CCDC 2043138 and
2043139. For ESI and crystallographic data in CIF or other electronic format
see DOI: 10.1039/d1nj02684d
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direct binding of anions. Thus, the future development of anion
sensors on the basis of boronic acids depends on the discovery
of a specific signaling mechanism for anion sensing by boronic
acids with a significant complexation induced optical response.

The possible signaling mechanism depends on the type of
the boronic acid-anion interaction. It has been shown that
boronic acids recognize anions in aprotic solvents either as
Lewis acids through direct coordination of an anion to the B(u)
center or as proton donors through the hydrogen bonding of an
anion with the B(OH), group.” The former mode is observed with
fluoride and phosphate anions and the latter is characteristic for
carboxylate and halide anions.* The hydrogen bonding mode
was exploited in the design of several recently reported anion
receptors® and it was a subject of in-depth theoretical
investigation,® but until now it was not associated with any type
of specific signaling mechanism. In this paper we explore the
possibility of using some structural features of a popular
receptor 17® to achieve the fluorescence signaling of anions via
hydrogen bonding to a boronic acid. A model receptor 2° lacking

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2021
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the boronic acid group was also prepared for comparative

studies.

8 1
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N N:
©)\
1 2

Analogs of 1 were used previously as fluoride sensors in
aqueous methanol'® or MeCN/MeOH mixed solvent'" through
the mechanism in which the anionic Lewis type fluoride adduct
to boronic acid was stabilized by the hydrogen bonding from
the protonated amino group. Here we attempt to use another
type of co-operation between boronic acid and amino groups in 1.
The aminomethyl group attached to anthracene is known to
quench its fluorescence by the photoinduced electron transfer
(PET) mechanism,"”™ but the amino group in 1 is hydrogen
bonded to the B(OH), group,” as shown in Scheme 1, and this
should reduce the extent of PET allowing increased fluorescence of
the receptor. However, the hydrogen bonding of an anion to
boronic acid should remove the intramolecular H-bond generating
the PET-induced turn-off fluorescence signal as illustrated in
Scheme 1.

The intramolecular hydrogen bonding was established in
the crystal structure of 1," but there is convincing evidence,
discussed below, that it persists also in DMSO solution. As will
be demonstrated in this study, the sensing mechanism outlined
in Scheme 1 successfully operates with sensitivity of anion
detection by 1 similar to that reported for fluorophores with
attached classical hydrogen bonding anion recognition sites
such as (thio)ureas.'® Incidentally, the sensing mechanism
of ureido substituted receptors is also the anion enhanced
PET-induced turn-off effect, but created in a different way
(see Conclusions).

The recognition properties of 1 were tested for a large set of
mono- and dianions of variable structures shown in Chart 1.
It was demonstrated also that the anion recognition by 1 may

O—

Less fluorescent

More fluorescent
Scheme 1
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proceed by several different modes besides the hydrogen
binding mechanism outlined in Scheme 1. In particular, 1
may act as a ditopic receptor toward monoanions of
dicarboxylic acids producing turn-on instead of turn-off effect.
Also, anions capable of forming covalent boronate esters, like
e.g., oxalate, induce turn-off fluorescence signals, but show
much higher affinity to the receptor than would be expected
on the basis of their basicity.

2. Experimental section
2.1 General experimental methods

Commercially available reagents employed for the synthesis of
ligands, tetrabutylammonium salts of anions and reagent grade
solvents were used as supplied. The receptor (2-((anthracen-9-
ylmethyl)(methyl)amino)methyl)phenyl)boronic acid 1 and a model
compound lacking the boronic acid group 2 (1-(anthracen-9-yl)-N-
benzyl-N-methylmethanamine) were synthesized as previously
reported (see the ESLT for details) and characterized by single
crystal X-ray diffraction (ESI Table S1). All spectroscopic titrations
were performed with completely equilibrated solutions incubated
at 25 °C for at least 30 min before starting the titration experiment
and making at least 3 min intervals between additions of a titrant
aliquots to the mixtures of 1 and the respective anion.

2.2 Fluorescence titrations

Fluorescence titrations were performed at 25 °Cwitha 1 x 10> M
solution of 1, adding tetrabutylammonium salts as aliquots of a
stock solution prepared in the presence of 1 in order to keep
constant the concentration of the receptor during the titration.
The observed equilibrium constants of the complex formation
(Kobs) were calculated from the fluorescence intensity (I) vs.
concentration of an anion guest (G) profiles at several wavelengths
by nonlinear least squares fitting to eqn (1), and the results
were averaged. In eqn (1), subscript T stands for the total
concentration, I, is the initial fluorescence intensity of the boronic
acid 1 measured in the absence of G, and I is the fluorescence
intensity of the boronic acid-guest complex. Eqn (1) is valid under
conditions of high excess of the guest over the boronic acid
receptor fulfilled in all titration experiments.

1= (Ip + IcKobs[G]7)/(1 + Kobs[Glr) (1)

2.3 B NMR measurements

B NMR spectra were recorded in quartz tubes at 128.3 MHz
with Et,0-BF; in CDCl; as the external standard. Spectra were
obtained using a 4.9 ps and 90° pulse, 50 ms FID acquisition
time, and 0 s acquisition delay. The sweep width was set to
87.2 ppm. Two thousand scans were taken for each sample.
A solution of 1 was prepared in DMSO-ds and mixed with
tetrabutylammonium salt solution in the same solvent to
obtain 5-10 mM total boronic acid in the final solution.

2.4 Calculation method

Structural optimization was performed at the DFT level using a
dispersion corrected B97D3 functional'” and 6-311+G(d,p)
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basis set as is implemented in Gaussian 09."® At the same time,
frequency calculations were performed and no imaginary
frequencies were detected in all cases. The calculations were
performed in DMSO with the Polarizable Continuum Model
(PCM) method of solvation."

2.5 Crystallographic investigations

Crystals of compounds 1-HBr and 2 suitable for X-ray diffraction
were grown by slow evaporation from acetonitrile solutions.
The relevant details of the crystals, data collection and structure
refinement can be found in Table S1 (ESIt). Data for 1-HBr and 2
were collected on a Bruker APEX II CCD Diffractometer at 100 K,
using Mo-Ko. radiation (k = 0.71073 A) and Cu-Ka radiation (k =
1.54178 A) for 1-HBr and 2, respectively, from an Incoatec Imus
source and Helios optic monochromator.>® Suitable crystals were
coated with hydrocarbon oil, picked up with a nylon loop, and
mounted in the cold nitrogen stream of the diffractometer.
The structures were solved by direct methods®* and refined by
full-matrix least-squares on F* using the shelXle GUL>* The
hydrogen atoms of the C-H bonds were placed in idealized
positions, for the O-H and N-H moieties, the hydrogen atoms
were found in the map of residual density, and their positions
were fixed using a standard distance (DFIX instruction) with
Uiso = aUeq (Where a is 1.5 for -CH;, ~OH and -NH moieties and
1.2 for others). Crystallographic data for the two crystal

structures have been deposited with the Cambridge Crystallo-
graphic Data Centre, no. CCDC 2043138 and 2043139.7

3. Results and discussion
3.1. Structures of receptors

The structure of the neutral compound 1 crystallized from
dichloromethane, methanol or acetonitrile was reported
previously.’® The most essential feature for the present study,
observed in crystals grown from all three solvents, is the
presence of an intramolecular hydrogen bond between the
BOH group and the bridging nitrogen, Fig. 1a.

In our case the receptor 1 was crystallized as a hydrobromide
1-HBr, Fig. 1b. Interestingly, the bromide anion is hydrogen
bonded to the neutral BOH group rather than to the cationic
NH' ammonium group, as one would expect from electrostatic
consideration. The mutual arrangement of boronic acid and
amino groups is similar in both structures with a NH'---OH
hydrogen bond in 1-HBr substituting the BOH: - -N hydrogen
bond in neutral 1 with the hydrogen bond in 1 (<(DHA)
157(2)°) more ideal than that in 1-HBr (138(2)°). Both hydrogen
bonds have similar O-N distances (Fig. 1), but the N-H distance
in 1 (1.775 A) is much longer than that in 1-HBr (0.893 A). Thus,
the hydrogen bonded to the boronic acid amino group in 1 is
far from being protonated, but the N-H distance in 1 is

Fig. 1 (a) The structure of neutral 1, (crystals grown from MeCN).'>® (b) The crystal structure of 1.-HBr. (c) The crystal structure of 2. Non-H atoms are
represented by 50% probability ellipsoids and H atoms are shown as small circles of arbitrary size.
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noticeably shorter than the N-H distances in e.g., amine
hydrates observed in the range 1.9-2.1 A.** As will be demon-
strated below, the hydrogen bonding of this type provides
sufficient decrease in the energy of the nitrogen lone electron
pair to reduce noticeably the PET effect observed in the model
compound 2.

The structure of the compound 2 (Fig. 1c) was not reported
previously. In comparison with 1, the benzylic group of 2 is
turned closer to the anthracene group (the distances between
the centroids of the aromatic rings are 5.867 A in 2, but 6.407 A
in 1 and 6.359 A in 1.-HBr), but still too far to expect any
intramolecular interaction.

3.2. Recognition of simple mono- and dianions and the
sensing mechanism

The results of fluorescence titration of 1 by acetate (Fig. 2a)
demonstrate the expected quenching effect of the anion. For
comparison the titration by acetate was performed also with a
model compound 2 lacking the boronic acid group (Fig. 2b).
Note, 2 was used previously as a reference compound for the
receptor 1 to prove its self-aggregation in aqueous media,®*>*
but this should not be a problem in DMSO. Thick red and black
lines in Fig. 2b show the emission spectra of free 1 and 2
respectively. A more than three-fold increase in the fluorescence
intensity induced by the presence of the boronic acid group in 1
can be attributed to the reduced PET due to the hydrogen bonding
of the amino group. Additions of acetate to 1 quench the
fluorescence approximately to the level observed for 2, which can
be explained by restoration of PET in accordance with Scheme 1.
Additions of acetate to 2 induce an increase in the fluorescence
intensity at higher anion concentrations, most probably due to
saltinduced aggregation of 2. These observations prove the
involvement of boronic acid in the quenching effect of acetate
and agree with the sensing mechanism of Scheme 1.

The interaction of acetate with 1 was also followed by *H and
B NMR spectroscopy. Fig. 3a illustrates the results of "H NMR
titration. The signal of B(OH), protons in the free receptor is
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observed at 9.09 ppm shifted by 1 ppm downfield in comparison
with its position at 8.04 ppm in the free phenylboronic acid
(PBA) in the same solvent.” This shift confirms the involvement
of B(OH), protons in the intramolecular hydrogen bonding even
in a polar solvent such as DMSO. Additions of acetate induce
strong characteristics for hydrogen bonding downfield shifts of
B-OH signals and small upfield shifts of the majority of aromatic
signals, which can be attributed to an inductive shielding effect
of the bound anion.>** At the same time, the doublet at
8.22 ppm belonging to H'(H®) anthracene protons undergoes a
small downfield shift usually attributed to a through-space
hydrogen bonding interaction with anions.>®> The "B NMR
signal of 1 is observed at 29.38 ppm and remains unchanged
on addition of acetate (Fig. S1, ESIt). This observation confirms
that boron conserves its trigonal structure and that hydrogen
bonding of acetate to the B(OH), group is the only mode of anion
complexation with 1.

To get a deeper insight into the structure of the acetate
complex, theoretical calculations at the DFT/B97D3/6-311+G(d,p)
level of theory were carried out. The simulated structure 3 of the
complex is shown in Fig. 4. It demonstrates bidentate cyclic
structure of the hydrogen bonded complex with nearly coplanar
COO™ and B(OH), groups and short hydrogen bonds with O---O
distances of 2.62-2.63 A in agreement with the experimentally
established structure of the PBA-benzoate anion complex with
O- --O distances 2.68 and 2.72 A.”° The anthracene H'(H®) proton
is too far from the bound acetate for any detectable through-space
interaction, but it is close to the nitrogen of the amino group at
the distance of 2.72 A, slightly shorter than the sum of van der
Waals radii of N and H atoms. This close CH- - -N contact probably
is the reason for the observed downfield shift of the signal of the
anthracene H'(H®) proton in the presence of acetate.

The interaction of 1 with H,PO, is characterized by similar
spectroscopic changes both in fluorescence (Fig. S2, ESIt) and
'H NMR (Fig. 3b) titrations. The only difference in the case of
'H NMR is that the signal of the B-OH proton disappears
already after the first addition of the anion apparently as a
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Fig. 2 (a) The course of the fluorescence titration of 10 uM 1 in DMSO by 0-0.08 M acetate, excitation wavelength 370 nm. (b) Emission spectra of
10 uM 1 and 2 in DMSO (thick lines) and spectra of 2 in the presence of increasing concentration of acetate. The inset shows the relative emission
intensity at 416 nm as a profile vs. acetate concentration. The arrows show the direction of the spectral changes on increase in acetate concentration.
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Fig. 3 'H NMR titration of 1 in DMSO-dg by acetate (a) and dihydrogen phosphate (b); (a) 11.2 mM 1, spectra 1 to 6 are recorded in the presence of 0, 5,
10, 19, 27 and 35 mM (Bu4N)OACc; (b) 19.3 mM 1, spectra 1 to 6 are recorded in the presence of 0, 10.9, 21.1, 40.3, 57.5 and 73.1 mM (Bu4N)H,PO,.
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Fig. 4 DFT simulated structures of the acetate (3) and dihydrogen
phosphate (4) complexes of 1.

result of even stronger broadening than in the case of acetate
(¢f Fig. 3a and b). Also, like in the case of acetate, there is no
shift of the signal in the 'B NMR spectrum of 1 in the presence
of dihydrogen phosphate (Fig. S3, ESIT). All these observations
agree with the hydrogen bonding association of 1 with H,PO, .

Previously it was established that PBA binds a dihydrogen
phosphate anion, in contrast to acetate, as a Lewis acid through
the coordination to the boron atom.*>* This type of interaction
was confirmed also by theoretical calculations.® In the case of 1,
however, both anions prefer the hydrogen bonding interaction.
The possibility of hydrogen bonding interaction of boronic
acids with phosphate anions recently was demonstrated as a
synthon motif -B(OH),--- O(O)P= in crystal structures of
several organic phosphate salts of quinolineboronic acids with
the average O- - -O distance between hydrogen bonded atoms of
2.74 A*” The DFT calculations confirm the stability of the
hydrogen bonded complex between 1 and H,PO,™ with O---O
distance 2.67 A, the structure 4 in Fig. 4. At the same time, the
energy minimization of a Lewis acid type complex with H,PO, ",
Fig. S10, ESI, T showed a higher energy of this complex (Table S4,
ESIt). Since 1 has in its structure a voluminous ortho-
substituent, the reason for decreased stability of the Lewis acid
complex most probably is the steric effect. It is well known that
incorporation of just a small methyl group in the ortho-position
of PBA increases its pK, from 8.86 to 9.74,”® which means a

15622 | New J. Chem., 2021, 45, 15618-15628

decrease in affinity of the hydroxide anion to the boronic acid by
nearly one order of magnitude. At the same time, the respective
Bronsted type complex is free from the steric effect.

The fluoride anion induces a strong quenching effect, which
“saturates’” below 1 mM of the anion (Fig. S4, ESIT). The results
of "H NMR titration by fluoride indicate formation of a complex
mixture of products, which may result from a complexation-
induced aggregation of 1, Fig. S5a, ESL{ Formation of
oligomeric species on interaction of a fluoride anion with PBA
in DMSO was reported previously.* The respective ''B NMR data,
Fig. S5b (ESIt), show the appearance of an unresolved signal at
2.5 ppm, which belongs to a tetrahedral Lewis type adduct with
fluoride, but does not show expected doublet multiplicity, most
probably because of overlapping of differently shifted signals of
aggregated forms. The fluorescence titration was performed at
much higher dilution of 1 and should not be complicated by the
aggregation process, but the Lewis type binding of F~ to 1,
inferred from the ''B NMR data, must be valid also in dilute
solution. The quenching effect of F~ can be attributed to a
weakening or even disruption of the intramolecular BOH: - -N
bond in 1 as a result of conversion of the neutral B(OH), group
into the anionic B(OH),F~ group with concomitant decrease in
the positive charge on the protons of OH groups.

To characterize the interactions of anions with 1 quantitatively,
the respective association constants K, (M~ ') for the complex
formation were calculated from the results of fluorescence titrations
by fitting to eqn (1). The fitting curves for monocarboxylate
and inorganic anions are illustrated in Fig. 5. The calculated
binding constants and quenching effects at “saturation” Ic/I,
are summarized in Table 1.

For AcO™ and H,PO, anions the association constants
were determined also from the 'H NMR results (Fig. S6, ESIt).
The calculated K, value of 130 4= 10 M * for AcO™ is in good
agreement with the constant determined from the fluorescence
titration (Table 1, entry 1), but K, = 22 + 4 M~ * for H,PO,~ is
significantly lower than that from the fluorescence titration
(Table 1, entry 3). This discrepancy most probably is a result of
a significant autoassociation of the dihydrogen phosphate

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2021
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Fig. 5 Fluorescence titrations of 1 by anions of monocarboxylic acids (a) and by inorganic anions (b) in DMSO. Emission at 416 nm, excitation at 370 nm.

Table 1 Stability constants Kx (M™% of anion complexes of 1 in DMSO,
complexation induced effects at saturation (/c/lp) and pK, of conjugated
acids for anions

Anion Ky Ic/1y pK, in water  pK, in DMSO
1 AcO™ 150 0.14 4.76 12.3
2 BzO~ 80 0.23 4.2 11.1
3 H,PO,~ 60 0.12 2.12 10.8
4 HPO,*~ 8000 0.36 7.2
5 F~ 1.1 x 10*  0.095 3.17 15
6 HSO,~ 90 1.12
7 S0, 1150 0.37 2.0 9.1
8 iso-Pht>~ 145 0.32 4.6
9 iso-PhtH™ 50 0.77 3.7
10  Pht*” 600 0.21 5.43
11 PhtH™ —a 2.94
12 Glu*~ 630 0.44 5.42
13 GluH™ 100 0.62 4.32
14 Suc*” 640 0.34 5.64
15 SucH™ 140 0.76 4.21
16 Mal*™ 740 0.23 5.70
17  MalH™ 15.4 3.38 2.95
18  Ox*~ 990 0.26 4.27
19 OxH~ 700 0.34 1.25
20 Lact™ 460 0.50 3.70
21  AcO? 94 0.18
22 AcO™ ¢ 36 0.18

% No interaction. ” 0.5% H,0. ¢ 1.5% H,O.

anion in DMSO,*® which may affect differently the titration
profiles obtained by different techniques.

Usually, the stability of hydrogen bonded complexes is very
sensitive to the solvent polarity. For instance, stability constants
of anion complexes with NH proton donors such as ureas or
amides increase approximately 100-fold in less polar MeCN
as compared to DMSO.>**° However, 1 shows relatively little
sensitivity to the solvent polarity: the stability constants for
acetate, benzoate and dihydrogen phosphate measured in MeCN
are equal to 470, 154 and 74 M " respectively (Table S3, ESIY),
being only 2-3 times larger than in DMSO. Also, the binding
constants for acetate show a relatively modest decrease in the
presence of added water (see Fig. 5a and entries 21, 22 in
Table 1). This relatively small effect of the solvent polarity can

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2021

be explained in terms of Scheme 1 by approximately equal
solvent effects on intra- and intermolecular hydrogen bonding
in the free receptor and in its anion complex, respectively.

The complexation of 1 with benzoate is weaker than that
with acetate (Fig. 5a and Table 1, entry 2), as it is typically
observed for hydrogen bonding receptors.®® Testing of interactions
with inorganic anions shows that HSO,  induces a very small and
opposite to the other anions turn-on effect with the association
constant larger than for much more basic benzoate (Fig. 5b and
Table 1, entry 6). This can be explained by ditopic binding of this
anion involving simultaneous hydrogen bonding to the boronic
acid group by proton accepting and to the amino group by proton
donation. Such a binding mode induces a much more pronounced
effect with the monoanion of malonic acid (see below). Dianion
S0,>~ behaves as a very strong hydrogen bond acceptor (Fig. 5b
and Table 1, entry 7). Phosphate dianion HPO,>~ also strongly
surpasses the affinity of the respective monoanion H,PO," (Fig. 5b
and Table 1, entries 3 and 4). Results for these dianions will be
discussed later in the context of general trends in stability of the
anionic complexes of 1.

3.3. Recognition of mono- and dianions of dicarboxylic acids
and general trends in the stability of anionic complexes of 1

Results with simple monoanions confirm the proposed sensing
mechanism (Scheme 1), but the binding constants with acetate
and dihydrogen phosphate to 1 are significantly smaller than
the binding constants of the same anions to PBA.* Although
this result can be seen as a drawback, it indirectly supports
Scheme 1 because the hydrogen bonding of the boronic acid
group to the anion indeed should be hampered by the intra-
molecular bonding of the boronic acid to the amino group.

In a further study of anion recognition properties of 1 we
tested interactions of the receptor with mono- and di-anions of
dicarboxylic acids. Molecular recognition of dicarboxylates is a
subject of significant current interest.’> With receptor 1 one
may expect stronger binding of dianions as compared
to monocarboxylates due to their higher basicity, but more
interesting is the possibility of the selective complexation of
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Fig. 6 Fluorescence titration profiles for mono- and dianions of (a) aromatic and (b) aliphatic dicarboxylic acids in DMSO.

mono-anions of dicarboxylic acids via simultaneous ditopic
binding of COO™ and COOH groups to the boronic acid and
amino group of 1 respectively. Fig. 6a and b show the titration
profiles of 1 by mono- and dianions of several dicarboxylic
acids. The respective association constants are collected in
Table 1 and are presented as the Bronsted plot of log K, vs.
pK. of the conjugated acid of the anion in Fig. 7a. Fig. 7b
illustrates the size of complexation-induced change in the
fluorescence intensity by different anions calculated as (I — Io)/Io-

In line with the hydrogen bonding mechanism of anion
recognition, the association constants for the majority of
anions follow the Brensted correlation shown as the solid line
in Fig. 7a with parameters given in eqn (2).

log Ky = —(0.7 £ 0.1) + (0.62 = 0.03)pK, (adj. R-square = 0.98488)

(2)

The absence of complexation with hydrogen phthalate
(Fig. 7a and Table 1, entry 11) can be attributed to the strong
intramolecular hydrogen bonding between adjacent COOH and

4.0
@) HPO >
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COO™ groups, which prevents the hydrogen bonding of the
latter to boronic acid. Other anions demonstrating significant
deviations from the Bronsted plot are H,PO,~, SO,>~, lactate
and both mono- and dianions of oxalic acid. Analyzing these
deviations, one must consider the fact that the correlation is
based on pK, values determined in water. Unfortunately, pK,
values in DMSO are available for only a few anions among those
used in this study. The available values are collected in Table 1
and the correlation with them, shown as the inset in Fig. 7a,
demonstrates that in this scale H,PO,  appears on the same
line as carboxylates, but the anomalously tight binding of SO4>~
cannot be explained by this effect. There is a possibility of a
different binding mechanism for sulfate, which can act as a
Lewis base binding directly to the B(m) center, but the RMN
titration (Fig. S7, ESIf) confirms the hydrogen bonding for
this anion.

The tight binding of a sulfate dianion by cationic hydrogen
bonding receptors is well documented,®® but with neutral
hydrogen bond donors the high negative charge —2 of sulfate
should be irrelevant and such receptors may bind much
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Fig. 7 (a) Brensted correlations for stability constants. Inset shows the plot vs. pK, values in DMSO. (b) The relative change in fluorescence of 1 in the

presence of mono- and dianions of dicarboxylic acids.
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stronger more basic, although less charged acetate.** It seems,
however, that bidentate hydrogen donors, including the boro-
nic acid, often prefer sulfate over acetate. Thus, N,N’-
diethylurea binds sulfate in DMSO with an association constant
K = 1405 M~ ",* but for binding of acetate to N,N-diethylurea K
= 45 M ' in the same solvent.’® Also, N,N’-diethyl-2,6-
pyridinedicarboxamide binds sulfate with K = 744 M~ ",** but
for acetate binding to more acidic N,N’-diphenyl-2,6-
pyridinedicarboxamide K = 33 M~ ">’ A probable reason for
this effect is a better complementarity of these bidentate proton
donors to tetrahedral sulfate than to trigonal acetate. The
simulated structure of the sulfate complex 5 indeed shows
the perfect match of O-O distances in the boronic acid group
and the anion, while in the acetate this distance is noticeably
shorter (2.232 A). Also, the O-H- - -O distance between oxygen
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case of 1 has the structure 7. The ester 7 still contains the B-OH
fragment, but it belongs to a negatively charged group and
hardly can form a hydrogen bond to nitrogen. The DFT simu-
lated structure of 7 (7') confirms the absence of the intra-
molecular hydrogen bonding, which explains the turn-off
signal for OxH™ (Fig. 6b). The association constant corres-
ponding to the equilibrium (3) for OxH™ and PBA in water
equals 35.5 M .*® The strongly increased value in DMSO
(Table 1, entry 19) is an expected result of a very low water
content in the organic solvent. A similar covalent binding mode
is observed for lactate with a smaller K, = 18.6 M~ * for PBA in
water.*® Titration of 1 by lactate in DMSO also gives a smaller K
value, which however is much larger than expected from the
basicity of this anion (Table 1, entry 20, and Fig. 7a) in
agreement with a similar binding mode of both anions.

O,
HO. OH o]
N HO, o /OH .\
~N H0 o—” N
+ —_ [S]
—_—
+H,0
eO o
7 q

atoms is shorter in the sulfate complex (cf structure 3 and 5) in
agreement with its higher stability. Finally, the calculated
structure of the possible Lewis acid type complex (Fig. S10,
ESIT) has a higher energy (Table S5, ESIt) additionally confirm-
ing the preferable hydrogen bonding type of the interaction.

For comparison, the structure of the even more stable
(Table 1, entry 4) hydrogen phosphate complex 6 was also
calculated and displayed expectedly shorter O-H---O bonds
between the interacting groups. The preferable hydrogen bond-
ing for this anion is confirmed by the higher energy for the
respective Lewis acid type complex (Fig. S10 and Table S5,
ESIY).

A very strong positive deviation for the hydrogen oxalate
monoanion (OxH ™) can be explained by the different binding
modes. It is known that oxalic acid interacts with boronic acids
as a “diol” affording the cyclic tetrahedral ester,”” which in the

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2021

The dianion Ox*~ cannot form the ester 7 because this
would require obviously unfavorable release of the hydroxide
anion. Therefore Ox>~ should form a hydrogen bonded
complex of the type shown in Fig. 3a for acetate. A possible
reason of the positive deviation of the point for this anion from
the Brgnsted plot in Fig. 7a is its potential ability to form two
types of hydrogen bonded cyclic complexes: involving one
carboxylate group as in the case of e.g., acetate, or involving
both carboxylate groups as in the structure 8.

Examining the magnitude of the fluorescence response, one
observes that all dianions induce a significant approximately
three-fold decrease in the fluorescence of 1 (Fig. 7b, right side),
in line with the mechanism of Scheme 1. At the same time,
monoanions, excluding OxH™ and MalH ™, show smaller, less
than two-fold quenching effects and MalH™ induces a strong
fluorescence enhancement (Fig. 7b, left side). It is noteworthy
that malonic acid, like oxalic and lactic acids, can form a
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Anion  Kx(M') I/, in DMSO
AcO" 140 0.27
H,PO; 66 0.54
F 800 0.36

Scheme 2 The sensing mechanism and association constants for anions
with a typical PET sensor.>

covalent cyclic ester with boronic acids, although of a lower
stability (K, = 10 M~" for PBA in water).”® However, K, for the
interaction of HMal™ with 1 does not show any positive deviation
from the general Brensted plot (Fig. 7a), indicating noninvolvement
of the covalent bonding.

A plausible explanation of small quenching effects with
monoanions of dicarboxylic acids is that the non-dissociated
COOH group of the guest can reach the bridging nitrogen atom
and reduce the PET effect by formation of COOH: - -N hydrogen
bonds, as illustrated in the model structure 9 for the malonate
anion. In the series of dicarboxylic acids with different distances
between the carboxylic groups, this interaction is apparently
optimal for HMal~ producing a turn-on effect, but even in this
case the interaction is rather weak. This follows from the
absence of any noticeable extra stabilization of the complexes
of all these species above what is expected from the basicity of
their COO™ group (see the correlation in Fig. 7a). The titration of
1 by free acetic acid (Fig. 6b, open squares) produces a very small
turn-on effect confirming weak intermolecular COOH- - -N inter-
action unable to compete efficiently with intramolecular
BOH- - ‘N bonds.

4. Conclusions

The principal anion sensing mechanism of receptor 1 is the
turn-off PET-based effect induced by the hydrogen bonding of
the anion. A chemically different PET-based mechanism of
anion sensing through hydrogen bonding has been developed
previously by using as recognition sites strong (thio)urea anion
binders coupled to anthracene or other fluorophores."® The
general signaling scheme and a typical example of anion
binding by these receptors is shown in Scheme 2. Here the
bound anion increases the electron density on the proton
donor group making it a more efficient PET quencher. In 1
an increase in the electron density on the PET quenching
nitrogen atom is achieved by removal of intramolecular hydrogen
bonding of this atom to the B-OH proton donor group. It is
noteworthy that the association constants and the quenching
effects by common anions are similar for 1 and for typical
receptors of this type (cf results in Table 1 and Scheme 2).

An interesting feature of the receptor with internally hydrogen
bonded amino groups is that it apparently produces an inter-
mediate degree of PET quenching, which can be either enhanced
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or lowered producing a turn-off or turn-on signal respectively.
The former occurs with the majority of anions and the latter
is observed with the monoanion of malonic acid and the
sharp opposite signaling effect produced by MalH™ provides a
possibility of selective detection of this species among other
mono- and dicarboxylate anions.

Another specific feature of 1 is that it can bind some anions
covalently with strongly increased affinity in comparison
with other anions of similar basicity. This allows a selective
detection of hydrogen oxalate in a weakly acidic medium when
other carboxylates are protonated.

In general, the results of this study demonstrate that the
degree of PET produced by the anthracene attached methylamino
group can be efficiently regulated by the guest hydrogen bonding
in addition to previously widely exploited protonation and/or
metal coordination.'* Taking into consideration that boronic
acids belong to a general type of OH proton donor, often
employed in anion recognition,*® this way of PET regulation
may find applications also for the design of anion sensors based
on e.g., alcohol groups.
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ABSTRACT: The binding types (H-bonding or coordinate) and stability Hydrogen bonding
constants for complexes of 11 mono- and di-anions with benzoxaborole (1) _,A,_

Coordinate bonding
o A

were determined by 'H and ''B NMR titrations in DMSO or MeCN.

Compared to phenylboronic acid (PBA), 1 is a stronger Lewis acid and a
poorer H-bond donor with only one B-OH group, which is expected
therefore to recognize anions mostly through the coordinate bonding. This is
anions, which are
coordinately bonded to 1, and partially with SO,*~, which forms only the H-
bonded complex with PBA, but both H-bonded and coordinate complexes

the case however only with F-, HPO,>”, and PhPO,*~

-

A=F, HPOZ,
PhPO,>, SO

e

A=CI,Br,AcO,
H,PO,’, PhPOH",
(PhO),PO,", SO,

with 1. The majority of tested anions (AcO~, PhPO;H"~, (PhO),PO,", CI,

and Br™) form H-bonded complexes with both 1 and PBA, whereas H,PO,~ changes the binding mode from coordinate for PBA to
H-bonded for 1. The preferable binding type for each anion is confirmed by calculations of DFT-optimized structures of the anion
complexes of 1. The preferable binding type can be rationalized considering the effects of the steric hindrance, more significant for
the coordinate bonding, and of increased anion basicity, which is favorable for both binding types, but enhances the strength of
coordinate bonding more significantly than the strength of H-bonding.

B INTRODUCTION

Anion recognition is an extensively developed area of
supramolecular chemistry that is attracting much interest
both in fundamental and applied aspects.’ Boronic acids
recognize anions in aprotic solvents either through the direct
coordination of the anion to the B(III) center or through the
hydrogen bonding with the B(OH), group (Scheme 1a).” For
arylboronic acids, the former binding mode was observed with
fluoride and dihydrogen phosphate anions and the latter mode
was observed with carboxylate and halide anions.” Both types
of anion recognitions are important for sensing and other
applications. The majority of reported boronic acid-based
anion sensors operate via the coordinate bonding and are
designed for detection of fluoride,” but recently, the hydrogen
bonding mode is also exploited in the design of anion
receptors.” The type of anion binding is essential for
applications of boronic acids in catalysis,” and it is also the
subject of computational analysis.’ The preferable acidity type,
Lewis or Brensted, was 1nvest1gated recently for boranol-
containing naphthoid heterocycles.” Also, results involving the
selectivity of anion recognition by boronic acids are of interest
for studies of hydrogen bonding interactions of boronic acids
with other Lewis bases of different types.®

To get a deeper understanding of the factors controlling the
preferable type and the strength of boronic acid—anion
interaction, we turned our attention to benzoxaborole (1) as
a potential anion receptor (Scheme 1b). It differs from
phenylboronic acid (PBA) by a much stronger Lewis acidity,”
but it lacks the second OH group required for anion chelation

© XXXX American Chemical Society
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through the hydrogen bonding. Therefore, the expected
difference in anion recognition behavior between these two
acids is the enhanced coordinate bonding, but reduced, if any,
hydrogen bonding to 1. One could even expect a switch in the
binding mode from the hydrogen to the coordinate bonding
for halide and carboxylate anions. The results of this study
obtained for a wide range of anions of different structures
(Chart 1) demonstrate, however, a much more complex
picture.

The increased Lewis acidity of 1 is manifested most clearly
in its low pK, value 7.3 as compared to pK, 8.9 for PBA."” The
“acid dissociation” of boronic acids is actually the addition of
hydroxide anion to the boron atom of RB(OH),, inducing the
splitting of a water molecule with formation of RB(OH);™ and
a hydrated proton. The difference in pK, values by 1.6 units
means that OH™ has a 40 times higher affinity to 1 than to
PBA in water. The increased acidity leads to a stronger
observed binding of diol molecules by 1 in neutral solutions,
which is one of the most important advantages of 1 as a diol
receptor.”'’ An obvious reason for the stronger binding is the
presence of a larger fraction of the anionic tetrahedral boronate
form of 1 in neutral solutions, but, at the same time, the true
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Scheme 1. Expected Anion Binding Modes to (a) Phenylboronic Acid and (b) Benzoxaborole
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binding constants K, of diols to the boronate form of 1 are
smaller than those for PBA. For instance, K, for fructose and 1
is 830 M, which is 6 times smaller than K, for fructose and
PBA (5180 M™!); for maltose, this ratio is 2.5."" The decrease
in K for 1 as compared to PBA means that the relative affinity
of alkoxide groups of diols to the boron atom in comparison
with hydroxide anions is smaller in 1 than in PBA. An opposite
tendency was observed for tetrahedral complexes of amino
phenolic N,O-ligands with boronic acids, which demonstrated
a larger K, for 1 than for PBA."” Thus, the Lewis acidity of 1
is manifested differently for different ligands, which is a
common situation with stability of Lewis acid—base pairs,"
and one of the aspects of this study is to find out how the
Lewis acidity of 1 is manifested toward anions of variable
basicity and structure. It appeared also that 1 still was able to
bind many anions through the hydrogen bonding via its single
B-OH group without any contribution from the coordinate

bonding to the boron atom. These results, which are examined
together with the relevant data for PBA, allowed us to analyze
factors responsible for the preferred type, H-bonding or
coordinate, of anion recognition by boronic acids.

In general terms, boronic acids may be considered as a kind
of OH donor receptor for anions.'* There are, however, at
least two aspects in which boronic acids differ significantly
from other OH donor receptors. First, acyclic alcohol or
phenol-based receptors bind anions only in low polar media
with MeCN being the most polar solvent where the binding is
still detectable, while boronic acids successfully operate even in
DMSO.>" Second, boronic acids have an additional Lewis acid
binding site, which gives them more options for anion
recognition. In particular, in water, where the hydrogen
bonding becomes inefficient, boronic acids still can bind
anions due to their Lewis acidity.”” In this aspect, the
enhanced Lewis acidity of 1 makes it a promising molecule for
the future design of anion receptors operating in water.

B RESULTS AND DISCUSSION

The interactions of anions with 1 were studied by 'H and ''B
NMR spectroscopic titrations. In an ideal situation, the 'H
NMR data allows one to confirm the participation of B(OH)
group in the hydrogen bonding by observing the characteristic
down-field shift of the OH proton signal and ''B NMR data
allows one to prove or reject the coordinate anion bonding,
which transforms the sp? boron of the free acid to the sp’

(@)

,““»-" - l e
— _ﬂ‘\\m;ﬂﬁ | ./M l‘.’n‘_ - —

7 |

(b) ’
e Ktk iy T

.40  9.30 9.20 9.10 7.80 7.70 7.60 7.50

ppm

7.40 7.30

7.20

5.00

4.90

pe WY,
Ay N
r4 [P RS e st W WT‘“‘MW«W,WWMN
l3
T
mew,wwmwm,www AN g o A
2
1
|
i ! ‘\dl) I' e |
ago 103 101 99 97 95 93 9.1 89 8.7
ppm

Figure 1. (a) 'H NMR (400 MHz) spectra of S mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.5, 3.0, 4.9, 9.6, 14, 23, and 31 mM
Bu,NAcO in DMSO-d,. (b) Expanded down-field area of the spectra obtained with 0—4.9 mM of Bu,NAcO.

B

https://doi.org/10.1021/acs.joc.2c00324
J. Org. Chem. XXXX, XXX, XXX—XXX


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=sch1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=sch1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=cht1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=cht1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=fig1&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.2c00324?fig=fig1&ref=pdf
pubs.acs.org/joc?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.joc.2c00324?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

The Journal of Organic Chemistry

pubs.acs.org/joc

boron in the complex accompanied by the strong up-field shift
of the signal. In practice, the hydrogen bonding often induces
strong broadening of the signal, sometimes to the extent that it
cannot be recorded at all. Therefore, both 'H and 'B results
are indispensable for determining the type of anion binding
and often the analysis of the accompanying shifts of the signals
of aromatic protons also are helpful.

Interactions with AcO™ and H,PO,". Figure la illustrates
the results of '"H NMR titration of 1 by acetate in DMSO-dg.
The signal of the B(OH) proton of the free receptor is
observed at 9.15 ppm. Additions of acetate induce the strong
broadening of the signal, which eventually disappears, but is
still detectable and down-field shifted after additions of first
three portions of the anion (Figure 1b). A small down-field
shift is observed also for the doublet at 7.73 ppm, which
belongs to the aromatic ortho-proton, but the signals of other
aromatic protons and the methylene group undergo up-field
shifts. It is generally assumed that the down-field shifts of 'H
signals can be attributed to through-space hydrogen bonding
interactions while the up-field shifts reflect the inductive
shielding effect of the bound anion.'® From this point of view,
the '"H NMR results agree with the hydrogen bonding of
acetate to the B(OH) group with possible additional
contribution from the CH-anion bonding with the aromatic
ortho-proton. The results of ''B NMR titration of 1 by the
acetate shown in Figure S1 (Supporting Information) confirm
this binding model: the position of the signal remains
practically unchanged on addition of acetate, demonstrating
that the boron atom conserves its trigonal structure and that
there is no coordinate interaction of acetate with the boron
atom. A small up-field shift of the signal may reflect the
electron donor inductive effect of the bound anion like in the
case of the majority of aromatic protons.

The fitting of titration profiles of 'H NMR signals of
aromatic protons to eq 1 (see the Experimental Section) gives
the association constant K, = 34 + 3 M~ (Figure S2). Using
this value of the binding constant, we estimated from the
results in Figure 1b the limiting value of the signal for the
totally bound 1 as 11.77 ppm, which corresponds to the
complexation-induced shift of the signal by 2.62 ppm. The
respective shift at “saturation” of the aromatic ortho-proton
signal is only 0.11 ppm. From these results, one may conclude
that the principal attractive interaction of 1 with acetate is the
hydrogen bonding with the B(OH) group with a small possible
contribution of C-H"OAc interaction (Scheme 2a). The
anion recognition through C—H donor groups is well
documented,'” but the complexation-induced shifts of the 'H
NMR signals are usually much larger, about 1 ppm, even with
low basic anions such as chloride.'® At the same time, in the
case of PBA, acetate induces an opposite up-field shift of the

Scheme 2. Possible H-Bonding Modes of Anions to (a) 1
and (b) PBA

downfield shift )i upfield shift
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ortho-proton signal by ca. —0.1 ppm (Table 1, entry 2),
attributable to the inductive shielding effect of the anion
(Scheme 2b). Therefore, some contribution of the C-H "OAc
interaction with 1 is realistic.

The binding constants and characteristic complexation-
induced shifts in the NMR signals for all studied anions are
collected in Table 1, which also shows the respective data for
PBA.

The binding of acetate to PBA in DMSO also occurs
through the hydrogen bonding,2 but in this case, to the
bidentate B(OH), group with a much larger binding constant
and larger complexation-induced shift of the B(OH) signal
(Table 1, entry 2). The weakened binding of acetate to 1
through the single hydrogen bond is understandable, but it
seems surprising that the strongly enhanced Lewis acidity of 1
does not lead to the alternative coordinate binding of the
anion.

The results of NMR titrations of more acidic S-fluoro
substituted 1 (Tavaborole) by acetate are shown in Figure
S3a—c. The interaction type again is the hydrogen bonding
confirmed by the absence of any shift of the ''B signal but with
a slightly smaller association constant K, = 25 + 3 M™". Such
an unusual trend of decreased affinity of acetate to arylboronic
acids with moderately strong electron acceptor substituents
through the hydrogen bonding was also observed for
substituted phenylboronic acids.”

The association of PBA with H,PO,”, in contrast to the
association with acetate, was reported to proceed through the
coordinate bonding.” This binding type was also found for a
different arylboronic acid** and was confirmed by theoretical
calculations. Surprisingly, 1 that is more electrophilic and
lacks the second OH group binds this anion through the
hydrogen bonding. The course of 'H NMR titration of 1 by
H,PO,” shown in Figure S4a essentially coincides with that by
acetate. The only difference is that the broadening of the
B(OH) signal is even stronger, and it disappears already after
the first addition of the anion. There are no changes in the ''B
NMR signal of 1 (Figure S4b), and the fitting of the
concentration profiles of the aromatic signals (Figure S4c)
indicates a quite strong association with K, = 3 + § M™".
With PBA, the K, for H,PO, is significantly larger (Table I,
entry 3) but this is not the result of the chelate effect because
with PBA, the binding is coordinate.

This unexpected shift of the binding type means that the
preferable binding site for H,PO,” is determined by a subtle
balance of several factors. Recently, the H-bonding type of
H,PO,” binding was observed also with an ortho-substituted
fluorescent phenylboronic acid,*® which has, in common with
1, the presence of the ortho-methylene group, potentially
causing a strong steric effect responsible for the observed
change in the binding mode (see the General Discussion
below).

Interactions with Halide Anions. The results of 'H and
"B titrations of 1 by F~ are shown in Figure 2ba, The
interaction occurs slowly on the NMR time scale. The signal of
B(OH) disappears and the up-field shift of the signal of the
methylene group is much more pronounced than those for
acetate and dihydrogen phosphate. The final spectrum with an
excess of fluoride probably belongs to a single species, but the
intermediate spectra show the presence of a mixture of
products, probably oligomers with bridging fluoride anions
detected for the interaction of fluoride with PBA.> A simpler
behavior is observed in ''B titration (Figure 2b), which
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Table 1. Association Constants K, (M™") of 1 and PBA with Anions and Chemical Shifts (ppm) of Selected Nuclei in 1 and

PBA at Saturation (Relative Errors in K, Are Less Than +20%)

benzoxaborole (1)

phenylboronic acid (PBA)

anion pK,* Ky BOH ArH CH, ug Ky BOH ArH® 1B
in DMSO

1 none 9.15 7.73 4.98 312 8.04 7.77 28.4
2 AcO™ 12.6 34.0 11.77 7.84 4.90 31.5 950° 11.28 7.67 287
3 H,PO,” 10.8 52.5 7.86 4.92 30.5 220° 7.67
4 F~ 15 4 4.54 8.4 ad 4.1
5 PhPO,H"~ 27 nd 7.85 4.95 32.0 350 9.46 7.72 272
6 (PhO),PO,~ 6 9.65 7.80 4.96 312 15 8.89 7.76 283
7 S0, 9.1 800 9.7 7.86 4.86 312 6.2 x 10° 10.76 7.69 26.9
8 ekl 640 4.57 8.4
9 HPO2~ 4 4.58 8.7 &

10 PhPO,*~ 4 4.58 8.1 5.0 x 10* 12.9 7.68 27.8
11 lactate 3.4 x 10* 7.17 4.57 112 40 x 10° 7.35 7.0
in MCN
12 none 6.64 7.74 5.03 317 5.99 7.75 28.7
13 AcO™ 200 7.95 4.90 312 2.6 X 10* 29.1
14 cl” 1.8 37 10.09 8.32 4.96 31.5 257¢ 7.95 29.1
15 Br~ 0.9 7.7 9.44 8.37 5.03 317 52.5° 7.29 289

“pK, values of conjugated acids of anions in DMSO: H,P0,~," $0,>7,*° and other anions’" available in the literature. The ortho-proton marked
by a circle in Scheme 2. “From ref 2. “Too large to be reliably determined. “Fast exchanging complex. TSlow exchanging complex. #Complex pattern

impeding an estimate of K.
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Figure 2. (a) '"H NMR (400 MHz) spectra of S mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 2.5, 5.0, and 10 mM Bu,NF in DMSO-dg. (b)
''B NMR (128.3 MHz) spectra of 5 mM 1 in the presence of the same concentrations of Bu,NF in DMSO-d,.

contains two signals of variable intensity at 31 and 8 ppm
belonging to trigonal and tetrahedral boron of the initial free
boronic acid and the fluoride coordinate adduct, respectively.
The expected ''B—'"F coupling is not observed as it often
happens due to line broadening.”” The binding is very strong
with the association constant being too large to be reliably
estimated from these results. The coordinate binding of F~ is
observed also with PBA,> but unfortunately, the results for
PBA and 1 cannot be compared quantitatively.

The binding of other halides, CI” and Br~, in DMSO was
very weak, and it was studied in the less polar solvent, MeCN
(Figure SSa,b). The complexation through hydrogen bonding
is obvious from the strong down-field shift of the signal of the
B(OH) proton and the absence of any shift in the ''B signal
(Figure SSc,d). The association constants with 1 (Table 1,
entries 14, 15) are ca. 7 times smaller than those for PBA with
both anions, obviously due to the absence of the chelate effect

of the B(OH), group, but similar to the cases of acetate and
phosphate, there is no tendency for coordinate bonding with
the more electrophilic boron atom of 1.

To see the magnitude of the solvent effect on anion binding
with 1, the titration of 1 with AcO™ was performed also in
MeCN (Figure S6 and Table 1, entry 13). In this solvent, the
broadening of the BOH signal is even stronger than in DMSO,
the down-field shift of the signal of the ortho-CH proton is
larger, and the association constant increases 6 times.

Interactions with Organic Phosphate and Phospho-
nate Monoanions. The unexpected behavior of H,PO,”,
preferring the hydrogen bonding with 1, prompted us to study
interactions of 1 with other phosphate and phosphonate anions
in a hope to find some trends. The 'H NMR titration of 1 by
the phenylphosphonate anion (PhPO;H™) (Figure 3a) looks
like those for H,PO,” and AcO~ (Figure S4 and Figure 1).
The "B NMR signal recorded at the highest employed anion
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Figure 3. (a) '"H NMR (500 MHz) spectra of $ mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.5, 4.4, 9.2, 16, 25, 36, 51, 69, and 87 mM
PhPO,H™ in DMSO-d,. (b) "H NMR (500 MHz) spectra of S mM PBA in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.5, 4.4, 9.2, 16, 25, 36, 51,

and 69 mM PhPO,H™ in DMSO-d,.

e

\

(b) A T Sl
A ~‘ |‘ r8
»’\____/"“ AL\ . J .k~ "\.&
|
'L,._,v"“‘fL4/ | I I I I O 1‘ U 4'\__ 7
J'\___j'l’g'ﬁw/h\w___—_____«l‘- N_AJ,L_ e
i ,"h ,1_/ M

| JUEMAA
i A
A W
Lol 2
1
[ ik [t
110 106 102 98 94 90 36 82 78 74 70 10.0 9.6 92 88 84 80 76 72 68 64 60 56 52 48 4.4
ppm ppm

Figure 4. (a) '"H NMR (400 MHz) spectra of 4.5 mM PBA in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.3, 2.5, 3.8, 5.0, and 7.3 mM SO,>". (b)
"H NMR (400 MHz) spectra of 4 mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.3, 2.6, 3.8, 5.0, 6.2, 7.3, 8.5, and 9.5 mM SO,*~ in DMSO-

de.

concentration was at 32.93 ppm, confirming the absence of the
coordinate bonding. Thus, the association of 1 with PhPO;H™
also proceeds through the hydrogen bonding.

Results for the 'H NMR titration of PBA by PhPOH™ are
shown in Figure 3b. The signal of the BOH proton disappears
at anion concentrations above 0.01 M, but amplification of the
low-field area of the spectrum at smaller concentrations
(Figure S7) clearly shows the gradual down-field shift of the
signal characteristic for the hydrogen bonding. All signals of
aromatic protons are shifted up-field as it is observed with
acetate and the ''B signal at saturation remains practically
unchanged (Table 1, entry S). Thus, the more voluminous
PhPO;H™ is hydrogen-bonded with both boronic acids. The
association constants for PhPO;H™ with both boronic acids
were determined from the respective titration plots for
aromatic protons (Figure S8ab), and K, for the bidentate
PBA was found expectedly higher (Table 1, entry S). Titration
results for even more voluminous (PhO),PO,~ (Figures S9a,b
and S10a,b and Table 1, entry 6) also demonstrate all typical

characteristics of the hydrogen bonding both for 1 and PBA
with small binding constants.

All three anions, H,PO,~, PhPO;H™, and (PhO),PO, ", have
similar charges, geometries, and basicities but progressively
increased volumes, which appears to be the principal factor
determining the binding site and affinity.

Interactions with Dianions. Reported molecular recog-
nition studies with dianions involve mostly sulfate and
phosphate™ with particular interest to the nature of hydro-
gen-bonding recognition of sulfate dianion operating even in
water.”" Interactions of dianions with boronic acids were not
studied previously.

The association of PBA with SO,*” proceeds through the
hydrogen bonding, as evidenced by the down-field shift of the
BOH signal (Figure 4a) and by the observation of the ''B
signal at 26.86 ppm at saturation, with a very large binding
constant (Figure S11 and Table 1, entry 7). The interaction of
1 with SO,*” is more complex. Two sets of signals in the
presence of added sulfate are clearly observed (Figure 4b),
indicating the slow complex formation in the NMR time scale,
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but the signals of “free” 1 move noticeably in the presence of
increasing anion concentrations, indicating the existence of a
simultaneous fast complexation process. The aromatic signals
of the slowly formed complex appear at approximately 7 ppm,
are poorly resolved, and partially overlap with the signals of
free 1, but the signal of the methylene group at 4.6 ppm is
sharp and well separated from the respective signal of free 1 at
S ppm, which moves to 4.9 ppm at the high sulfate
concentration. The relative intensities of the signals at 4.6
and 4.9 ppm remain unchanged on the increase in sulfate
concentration above 7.3 mM (1.7 mol equivalent of sulfate).
The signal of the BOH proton undergoes strong broadening
and disappears at the first addition of sulfate, but the signal of
the ortho-aromatic proton at 7.73 ppm moves down-field,
indicating the hydrogen bonding of the anion.

A plausible explanation of all these observations is that
sulfate forms simultaneously two isomeric complexes with 1,
one in fast and another one in slow time scales, which co-exist
at a constant ratio at saturation with an excess of the anion.
Logically, the fast complex formation can be attributed to the
hydrogen bonding and the slow process to the formation of a
coordinate adduct (Scheme 3). This interaction model is

Scheme 3. Simultaneous Formation of Slow and Fast
Exchanging Sulfate Complexes with 1
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supported by the observation of two signals in the ''B NMR
spectrum of 1 at saturation with sulfate (Figure Sa), one at
31.18 ppm corresponding to the trigonal and another one at
8.35 ppm corresponding to the tetrahedral boron.

Integration of the signals of methylene protons at saturation
shows that “fast” and “slow” complexes coexist at the ratio
1:1.05 and the integration of ''B signals gives the ratio 1:0.6 of
trigonal and tetrahedral boron, giving on the average the ratio
1:0.8 of concentrations of the H-bonded and the coordinate
complexes at equilibrium. The formation constants for these
species cannot be obtained simply from the ratio of integrated
signals because the intensity of the signal of “free” 1 in fact
includes both free and bound in the fast process boronic acid.
The following procedure was used. Concentrations of the
“slow” complex were calculated from the relative intensities of
the signals of methylene protons and were subtracted from the
concentrations of total sulfate, giving the sum of the
concentrations of free and bound to the “fast” complex sulfate.
Then, the chemical shifts of aromatic protons were fitted to eq

1 for a fast-exchanging complex (Figure Sb), giving the value of
K, = 800 + 100 M™". Assuming the given above estimate of
the ratio 0.8 of concentrations of “fast” and “slow” complexes
at saturation, one obtains for the “slow” (coordinate) complex
K, = 640 M™%,

Phosphate and phosphonate dianions HPO,*~ and PhPO5*~
are much more basic species than sulfate and therefore are
expected to form more stable complexes. The results for
titration of PBA with HPO,>~ were inconclusive and were not
analyzed (see Figure S12 and comments below the figure), but
with PhPO,’>", a typical pattern for the formation of a
hydrogen-bonded complex was observed (Figure 6a). The
BOH signal suffers a strong broadening but remains detectable
and strongly down-field shifted in the presence of low
concentrations of the anion (Figure 6b). The ''B signal at
saturation is observed at 27.79 ppm, confirming the formation
of a trigonal hydrogen-bonded complex. The fitting of the
concentration profiles for the aromatic protons (Figure S13)
gives a large association constant (Table 1, entry 10).

Interactions of both dianions with 1 are slow in the NMR
time scale, Figure 7ba,. Like in the case of sulfate, the signals of
aromatic protons become unresolved, but the methylene
protons show sharp signals for free (at 4.98 ppm) and bound
(at 4.58 ppm) 1. The integration of these signals indicates a
very strong association with the ratio of signal intensities equal
to the molar ratio of the components, which does not allow
one to reliably estimate the association constants. The ''B
signals at saturation were observed at 7.8 ppm for HPO,*~ and
7.3 for PhPO;*", indicating the formation of coordinate
complexes.

Surprisingly, additions of more than 1 mole equivalent of
HPO,* to 1 induce the appearance of another up-field shifted
signal at 4.5 ppm with concomitant disappearance of the signal
at 4.58 ppm (spectra 6—10, Figure 7a). Similar transformation
occurs after addition of more than 0.5 mole equivalent of
PhPO,;*" to 1 (spectra S—8, Figure 7b). These results point to
a possibility of the binding of two anions to 1, which requires
either substitution of OH™ anion or opening of the oxaborole
ring. In favor of the latter speaks the fact that the chemical shift
of the methylene protons observed with the excess of
phosphate and phosphonate dianions is very close to the
signal position in the open form of 1 observed at 4.55 ppm.*
However, the ring opening requires protonation of the alkoxide
group impossible in an aprotic solvent. In the case of HPO,*",
a proton can be transferred from the OH group of the anion,
but in the case of PhPO,*, the situation by the moment is
unclear.

Interactions with Sodium L-Lactate. The relative
coordinate affinity of a carboxylate anionic group to PBA
and 1 is of interest because this group is present in many
important ligands such as amino or hydroxy acids. It cannot be
estimated from the results for acetate because it forms only H-
bonded complexes, and in order to estimate it, we measured
the association of PBA and 1 with lactate, a hydroxy
carboxylate where the carboxylate coordination to boron is
enforced by the concomitant ester bond formation. The
reaction of a neutral boronic acid with an anion of hydroxy
acid, shown in Scheme 4 for 1 and lactate, involves
simultaneous esterification and formation of a coordinate
bond with the carboxylate group in the product 2. The
respective product with PBA has the structure 3. Thus, the
strength of carboxylate binding to the boron atom of both
acids should be manifested in relative stability constants of
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Figure S. (a) 'B NMR (128.3 MHz) spectrum of 4 mM 1 in the presence of 9.5 mM SO,>". (b) Fitting of the profile of the chemical shift of the
ortho aromatic proton of 1 vs the concentration of “free” sulfate anions (see the text for explanation) to eq 1.
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Figure 6. (a) "H NMR (400 MHz) spectra of 4.2 mM PBA in the presence (from the bottom to top) of 0, 0.6, 1.1, 2.2, 3.3, 4.4, 5.4, 6.4, and 7.3
mM PhPO;*". (b) Expanded down-field area of the spectra obtained with 0.6—4.4 mM PhPO,>". Asterisks mark the signals of the phenyl group of
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Figure 7. (a) "H NMR (400 MHz) spectra of S mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 1.0, 2.0, 2.9, 4.8, 6.5, 9.1, 11.5, 13.8, and 16.6
mM HPO,>". (b) '"H NMR (400 MHz) spectra of 4.4 mM 1 in the presence (from the bottom to top) of 0, 0.6, 1.1, 2.2, 3.3, 4.4, 6.4, and 7.3 mM
PhPO,*".
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Scheme 4. Formation of Diastereomeric Complexes of L-Lactate with 1 and PBA
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Figure 8. '"H NMR (400 MHz) spectra of S mM 1 (1 and 2) or PBA (3 and 4) in the presence of S mM (1 and 3) or 10 mM (2 and 4) sodium

lactate. Signals of free components are marked by asterisks.

complexes 2 and 3, assuming the same strength of the ester
bond in both complexes.

The course of "H NMR titrations of 1 and PBA by sodium 1-
lactate is shown in Figure S14ab. Figure 8 illustrates the
spectra of the reaction mixtures obtained in the presence of 1
and 2 molar equivalents of L-lactate in respect of 1 or PBA. As
should be expected in the case of the ester formation, the
complexation is slow in the NMR time scale. In a 1:1 mixture
with 1, the complex formation is nearly quantitative (Figure 8,
spectrum 1). Very weak signals of free 1 are marked by
asterisks, and signals of free L-lactate are practically
undetectable. With an excess of L-lactate (spectrum 2), even
trace signals of the free 1 disappear and signals of free L-lactate,
the Me group doublet at 1.09 and the CH group quartet at
3.54 ppm, marked by asterisks, co-exist with signals of the
bound lactate. Two sets of signals of bound lactate, doublets at
1.18 and 1.23 ppm and quartets at 4.04 and 4.11 ppm,
apparently are observed because of the formation of a mixture
of diastereomeric complexes 2 created due to the induced
chirality at the tetrahedral boron atom. The signal of ''B NMR
recorded with an excess of L-lactate appears at 11.23 ppm,
confirming the tetrahedral structure of the complexed
boronate. An estimate of the stability constant from the
integration of the signals of free and bound 1 gives the value of
Ky, =34x%x 10" M.

The interaction with PBA is much weaker as is evidenced by
a significant intensity of the signals of free PBA and lactate in a

1:1 mixture (Figure 8, spectrum 3). From the integration of
the signals, one obtains in this case the value of K, = 4.0 X 10°
M}, one order of magnitude smaller than for 1. The signal of
''B NMR recorded with an excess of L-lactate appears in this
case at 6.96 ppm in agreement with the tetrahedral structure of
the complexed boronate. Interestingly, only one set of signals
of the bound r-lactate, a doublet at 1.15 and unresolved quartet
at 3.98 ppm, is observed in this case (Figure 8, spectrum 4),
indicating the formation of a single diastereomer of the
complex 3. Seemingly, the chiral induction for PBA occurs
with a higher selectivity than 1.

Assuming a similar contribution of the boronate ester bond
to the stability of L-lactate complexes 2 and 3, one may
conclude that the carboxylate anionic group has ca. 10 times
higher affinity to the boron atom of 1 than to the boron atom
of PBA. This difference is smaller than that for the OH™ anion
in water (see Introduction) but significant enough to confirm
the increased Lewis acidity of 1 also toward a carboxylate
anion.

DFT-Optimized Structures of Benzoxaborol Anion
Complexes. To get an additional support to the identification
of the binding type of anions to 1 established on basis of NMR
titrations, the structures of H-bonded and coordinate
complexes of 1 with anions were optimized by DFT
calculations. Previously, the B97-D3 functional with the 6-
31+G(d) or Def2TZVP basis set was used to optimize both H-
bonded and coordinate anion-PBA complexes.6 However, the
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Scheme S. DFT-Calculated Structures with Selected Interatomic Distances
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B97-D functional was found to perform less satisfactory for the
dative bonding in substituted boranes, for which significantly
better results were obtained with the M06-2X functional.”®
The performance of M06-2X for H-bonded interactions is
similar to that of the B97-D functional,”” and therefore, we
chose to use the M06-2X functional with the Def2TZVP basis
set for structure optimization. Mean absolute deviations in the
interaction energy for the M062X functional are estimated as
0.30—0.50 kcal/mol both for H-bonded and dative inter-
actions.”””” The calculations were performed in DMSO or
MeCN medium with the Solvation Model Based on Density
(SMD) method of solvation.”® The SMD method gives
accurate solvation energies for singly charged cations and
anions but is not tested for doubly charged species. It may still
perform satisfactory for the low basic sulfate dianion, but with
highly basic strongly solvated phosphate dianions, the
calculation results should be considered as rather approximate.
The representative calculated structures with selected
interatomic distances are shown in Scheme S, and the total
energies for all calculated complexes are given in Table S1.
The calculated structure of the hydrogen bonded complex
with acetate (1AcO,;,) confirms the simultaneous formation of
a weak CH:---O hydrogen bond with the aromatic CH proton
of 1: the CH-+-O distance 2.54 A is shorter than the sum of van
der Waals radii 2.72 A. The respective coordinately bonded
complex (1AcO,,) has a higher energy by 0.86 kcal/mol, in
agreement with the preferable formation of the H-bonded
complex. Similar results confirming the preferable formation of
H-bonded complexes were obtained for phosphate and
phosphonate monoanions with energies of H-bonded com-
plexes lower than those of coordinate complexes by 4.0, 7.4,
and 3.0 kcal/mol for H,PO,~, (PhO),PO,”, and PhPO,H"
anions, respectively, as follows from the results in Table S1.
The calculated structure of the hydrogen-bonded chloride
complex (1Cly, Scheme 5) also confirms the formation of an
additional CH---Cl hydrogen bond (the sum of van der Waals
radii in this case is 2.95 A). The energy minimization of the
coordinately bonded complex (1Cl,,) predicts no interaction:
the distance of Cl—B is exactly the sum of van der Waals radii

34 A and the boron atom conserves its trigonal planar
geometry. The calculated energy for 1Cl, is 7.05 kcal/mol
higher than that for the H-bonded 1Cly,.

The calculated structures of sulfate complexes 150, and
1SO,,, have very close energies (Table S1) with 150414 being
just by 0.28 kcal/mol more stable than 1SO,. This result
agrees with approximately equal stability constants of the H-
bonded and the coordinate complexes found experimentally
(Table 1, entries 7 and 8). The results for phosphate and
phosphonate dianions (Table S1) confirm the preferable
formation of coordinate complexes, which have lower energies
than the respective H-bonded complexes by 3.9 and 3.2 kcal/
mol, but in view of the abovementioned possible deficiency of
the solvation model with these highly basic and highly charged
species, these results should be taken only as qualitative
evidence.

Thus, generally the calculations support the experimentally
observed H-bonded or coordinate type of anion binding to 1.

General Discussion. The ability of 1 to form quite stable
monodentate hydrogen-bonded complexes with anions allows
one to estimate the magnitude of the chelate effect for the
bidentate binding by PBA. The ratio of association constants
K,(PBA)/K,(1) in DMSO is about 10 for the majority of
anions, increases to 28 for acetate, and decreases to 2.5 for
weakly bound voluminous (PhO),PO,”. In MeCN solvent,
this ratio is about 10 for all anions studied. These results can
be compared with available data for anion complexation with
mono- and diol molecules. There are no data for such
receptors in DMSO, but the reported results in MeCN show
that the ratio of association constants for CI~ (the only anion
for which systematic results are available) is equal to 21 for the
pair catechol/phenol,” 3.6 for the pair fluorinated 1,3-
benzenedimethanol/benzyl alcohol,”® and 1.5 for the pair
1,3-propanediol /propanol.®’ Although the comparison is only
qualitative because of variable space arrangements and variable
acidity of OH groups in diols, the magnitude of the chelate
effect in PBA toward CI™ (Kppa/K; = 7 in MeCN) is of similar
order.
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Scheme 6 summarizes the assignments of binding sites of 1
and PBA for different anions established in DMSO or MeCN
(for CI” and Br").

There are more anions coordinately bound to boron for 1
than for PBA, as one would expect, but the reason of the
binding preference is not always obvious. There is one
“boronophilic” anion, F~, which in both cases prefer boron,
and several “protonophilic” anions (AcO~, Cl~, Br~, PhPO;H,
and (PhO),PO,”), which in both cases prefer the hydrogen
bonding. At the same time, PhPO;*~ and SO,>~ are hydrogen-
bonded to PBA but are bound to boron in 1, although SO,*~
conserves also the simultaneous hydrogen bonding mode in 1.
Finally, H,PO,~ switches the preferable binding site in the
opposite direction: from the coordinate bonding in PBA to the
hydrogen bonding in 1.

To rationalize these observations, one needs to consider at
least three characteristics of anions: basicity, size, and shape.
The increased basicity should be favorable for the binding to
both sites, although not necessarily to the same extent, while a
large size creating the steric repulsion should be more harmful
for the coordinate bonding occurring at a shorter distance than
the hydrogen bonding. The anion shape can be essential for
the optimum fit of the proton acceptor sites of the anion to
both proton donor OH groups of PBA. All these aspects are
discussed in detail below.

Table 1 collects the available pK, values for conjugated acids
of anions in DMSO, which can be considered as a measure of
their basicity. The first and second pK, of phenylphosphonic
acid in water (1.86 and 7.51)” are very close to the respective
values for phosphoric acid, and therefore, the basicity of
PhPO;H™ and PhPO;*" anions should be like that of H,PO,~
and HPO,*", respectively. Both phosphate and phosphonate
dianions should be the most basic species among all anions
studied in this work. Finally, the hydrogen diphenyl phosphate
is known to behave as a strong acid with no measurable pK, in
water’® and therefore (PhO),PO,” should be a less basic anion
than H,PO,”. Thus, the expected order of increased basicity
for all anions is Br~ < CI~ < (PhO),P0O,” < SO,>~ < H,PO,~
~ PhPO;H™ < AcO™ < F~ < HPO,*>~ ~ PhPO;*".

Using pK, values as a basicity scale is a traditional approach,
which should be suitable for analysis of the stability of
hydrogen-bonded complexes. Less evident is the suitability of
pK, values for analysis of stability of Lewis acid—base pairs, but
since both H* and B(III) centers are “hard” according to the R.
G. Pearson classification,”” the same basicity scale should be
valid for both types of complexes.

Figure 9 shows the association constants K, for hydrogen-
bonded complexes of 1 and PBA versus the pK, of the
conjugated acids of anions in DMSO and MeCN. For Br~, CI7,
and AcO™ anions, one observes approximately linear increase
in log K, for more basic anions with points for PBA shifted to
higher values by 1 logarithmic unit due to the chelate effect.

Strong positive deviations are observed for SO,*~ with both
boronic acids. A much stronger binding of significantly less
basic sulfate as compared to acetate seems strange. A larger
negative charge of sulfate should be irrelevant for the binding
to a neutral host. However, a similar effect is observed for the
H-bonded complexation with N,N’-dialkylureas in DMSO:
N,N'-diethylurea binds sulfate with the association constant K
= 1405 ML* but for the binding of acetate to N,N’-
dimethylurea, K, = 45 M~1.*° A tentative explanation is that in
the case of PBA, sulfate oxygens are better preorganized for the
chelate complexation with two OH groups,” and in the case of
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Figure 9. Logarithms of association constants K, for hydrogen-
bonded complexes of 1 (red squares) and PBA (black squares) vs pK,
of the conjugated acids of anions in DMSO and MeCN.

1, the simulated structure of 15O, (Scheme $5) predicts an
additional short-distance S-O""H-C contact between the anion
and the aromatic group of the receptor.

Another parameter reflecting the interaction strength is the
complexation-induced shift in the position of the B-OH signal.
From Table 1, one can see that for PBA, the shift varies from
0.85 to 4.96 ppm, increasing in the order (PhO),PO,” <
PhPO;H™ < SO,* < AcO™ < PhPO,*". The complexation-
induced shift for 1 varies from 0.5 to 2.6 ppm in the order
(PhO),PO,” < SO, < AcO™. In both cases, the complex-
ation-induced shift increases exactly in the order of increasing
basicity of anions. Thus, by this criterion, the relative strength
of the sulfate hydrogen bond corresponds to its relative basicity
and is not anomalously large, and therefore the higher stability
of sulfate complexes should be due to the structural geometric
factors discussed above.

The results for the coordinate complexation of anions show
a very strong influence of steric effects and a clear requirement
of very high basicity of the anion for the efficient coordinate
binding to boron. Thus, in the series of phosphate/
phosphonate anions, one observes only hydrogen bonding
for bulky and low basic (PhO),PO,” and PhPO,H~ with both
PBA and 1, but switching from the H-bonding complexation
with PBA to the coordinate complexation with 1 for still bulky,
but strongly basic dianion PhPO;*". The smallest in this series
H,PO,™ anion binds coordinately to PBA, but with sterically
more encumbered 1, it prefers less restricted hydrogen
bonding. The steric hindrance in 1 can be attributed to the
presence of ortho-methylene group. Indeed, the incorporation
of an ortho-methyl substituent in PBA increases the pK, value
of the boronic acid by one logarithmic unit to 9.7,”” reducing
by one order of magnitude the affinity of even a small OH"™
anion to boron.

To visualize the steric effect, one may compare the angles
around the B atom in DFT-calculated structures of tetrahedral
complexes of 1 with small F~ (1F,) and larger acetate
(1AcO,,,) and sulfate (1SO,,,) anions (Scheme 7). In the
fluoride complex, the B atom has nearly perfect tetrahedral
arrangement, but with larger anions, the arrangement becomes
progressively more distorted with the O-B-O angle opposite to
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Scheme 7. DFT-Calculated Structures with Selected Angles Around the B Atom
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the methylene group decreasing from 108.44 to 104.45 and
104.06°.

The results for other anions confirm that the coordinate
complexation with 1 (see Scheme 6a) takes place only with
highly basic anions with the exclusion of a low basic sulfate
dianion. There are insufficient data for the analysis of the
coordinate anion binding in terms of log K, vs pK, correlation
of the type shown in Figure 9 for hydrogen-bonded complexes,
but qualitatively, it seems that the slope of such correlation
would be much larger with undetectably small stability of
coordinate complexes with low basic anions, but high stability
surpassing the stability of hydrogen-bonded complexes for
strongly basic anions.

B CONCLUSIONS

The structural features of benzoxaborole causing its increased
Lewis aciditgr are very much favorable for polyol/sugar
recognition,'’ but generally, they do not have equal positive
effect on the recognition of anions. An expected change of the
binding type from H-bonding with PBA to coordinate bonding
with more electrophilic benzoxaborole does not occur with the
majority of tested anions. Moreover, H,PO,”, which is
coordinately bonded to PBA, prefers a much less efficient H-
bonding with benzoxaborole. The most probable reason for
this behavior is the unexpectedly strong steric effect of the
ortho-methylene group of benzoxaborole. Only the smallest
anions F~ and OH™ clearly prefer the coordinate bonding, but
larger anions experience a significant steric hindering and
prefer the inefficient for benzoxaborole H-bonding to its single
OH group. However, with strongly basic anions HPO,*~ and
PhPO,*", apparently having very large affinity to the boron
atom, the coordinate bonding predominates. Thus, well-known
Lewis acidity of boronic acids is essential in anion recognition
for either very small or very basic anions, while larger and
moderately basic anions are recognized preferably through the
H-bonding.

In the practical aspect, the results of this study indicate that
benzoxaborole should be a potentially efficient receptor for
usually highly basic polyphosphates, in particular for important
analytes such as pyrophosphate.”® Another type of analyte for
which benzoxaborole has an advantage over PBA are alpha-
hydroxy carboxylate anions like L-lactate. In this case, the
carboxylate coordinate binding is enforced by the chelate effect
due to esterification of the hydroxy group and is much stronger
for more acidic benzoxaborole.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Methods. Commercially available
boronic acids and tetrabutylammonium salts of acetate, halides, and

dihydrogen phosphate were used as supplied. Stock solutions of
sulfate, phenylphosphonate, and diphenyl phosphate salts were
prepared in DMSO by neutralization of respective acids by 40% wt
(BuyN)OH. The water content in titration experiments was below
0.5% by volume. All titration experiments were performed with
equilibrated solutions incubated at 25 °C for at least 1 h before
starting the titration experiment and making at least S min intervals
between additions of titrant aliquots.

"B NMR Measurements. ''B NMR spectra were recorded in
quartz tubes at 128.3 or 160.5 MHz with NaBH, in DMSO-d, (—37.3
ppm) as the external standard using the instrumental parameters
similar to those employed previously.” Chemical shifts given in Table
1 and throughout the text are converted to the usual BF;-Et,O scale.

NMR Titrations. To a S mM solution of 1 or PBA in DMSO-d, or
MeCN-d;, portions of concentrated solutions of anion salt in the same
solvent were added, and the mixture was incubated for at least 10 min
after each addition before recording the spectrum. The observed
association constants (K,) were calculated from the chemical shift
(84ps) Vs concentration of anion (L) profiles by nonlinear least squares
fitting to eq 1. In eq 1, subscript T stands for the total concentration,
0y is the chemical shift of a given proton of the free boronic acid B
measured in the absence of L, and A¢ is the difference in the chemical
shifts of a given proton between the complex and free boronic acid.

8,0 = 8y + 0. SAS{[L]; + [Bly + 1/K,

ol obs

— ((ILl; + [Bly + 1/Ky,)* — 4[L1:[Bl;)**}/[Bl;
(1)

The fittings were performed with chemical shifts of all protons of
boronic acid, which demonstrated noticeable complexation-induced
shifts in the presence of a given anion and the calculated binding
constants were averaged to give the values of the binding constants
shown in Table 1. For the majority of anions, the titration plots
reached at least 80% of complexation of the boronic acid. With weakly
bound (PhO),PO,” and Br~ anions, titrations were performed up to
50% of complexation.

The amount of water in DMSO was estimated from the position of
the water "H NMR signal.*’ The commercial samples of DMSO-d,
used in titration experiments contained about 0.1% wt H,O, and
amounts of water introduced with usually hygroscopic tetrabutylam-
monium salts of anions reached in some cases 0.5% wt. To estimate a
possible effect of added water, the association constants of 1 with
acetate were determined in a separate series of experiments with 0.1,
0.3, and 0.5% of added water and the respective K, values were found
tobe 51 +9, 55 + 4, and 44 + 7 M. From these results, the effect of
variable content of water on association constants is less than 20%.
No variations in "H NMR chemical shifts of boronic acids in this
range of water content as well as on the acid dilution (10 to 2 mM)
were observed.

Calculation Methods. The structures of benzoxoborole com-
plexes were optimized using density functional theory (DFT) with the
MO62X functional®® and Def2TZVP basis set”' as is implemented in
Gaussian 09.* The free benzoxoborole structure was optimized
starting from coordinates of the reported crystal structure. There are
no imaginary frequencies in frequency analysis of all calculated
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structures. The calculations were performed with the Solvation Model
Based on Density (SMD) method to take into account the solvation
effect.”®
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