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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo de investigacion se informan el disefio, sintesis, estudios estructurales vy
reconocimiento molecular por técnicas espectroscopicas y de difraccion de rayos X de dos sistemas

de quimiosensores para aniones y tioles con importancia bioldgica.

El primer sistema consiste en una sal luminiscente tetracationica de triflato 5,10,15,20-tetra (4-
bencilpiridinio) - 21H, 23H-porfirina, 1.0Tf, la cual se disefid y estudié como un quimiosensor para
yoduro en agua pura. En condiciones éptimas, la adicién de aniones inorganicos y acetato como
sales de sodio a 1.0Tf apaga su fluorescencia roja (Aem=658 y 717 nm) con una afinidad muy
pronunciada hacia el yoduro (K1-= 1.9 (+ 0.08) x 10* M) acompafada por una extincion completa
de su emision (Ksv = 1.1 (+ 0.1) x 10°) en un intervalo de concentracién micromolar (0-50 pM). Se
observo una respuesta analitica rapida y directa de 1.0Tf mediante la adicion de iones I" en un
amplio intervalo de pH (5.0-8.0) con un limite de deteccion de 180 nmol L a pH neutro y buena
selectividad sobre otros aniones bioldgicos y méas bésicos tales como pirofosfato, cloruro, fluoruro y
fosfato. EI cambio 6ptico por la adicién de yoduro se atribuye a una fuerte union de par i6nico con
la formacion simultanea de interacciones eficientes de enlaces de hidrogeno C-H---I°, estos
contactos estan soportados por experimentos de RMN de H. La unién eficiente y la deteccion
fluorescente se atribuyen a la alta carga positiva de la especie monomeérica de 1.0Tf en combinacion
con una fuerte acidificacion de los donadores C-H mediante la cuaternizacion de los grupos piridilo.
Por otro lado, la adicion de bromuro, que es un anion interferente comdn, muestra un cambio
espectral modesto pero méas bajo que los observados para el yoduro. Sobre la base de mdltiples
experimentos de titulacion espectroscopica (RMN *H, UV-Vis, fluorescencia), grafica de Job,
estructuras cristalinas de la sal de bromuro (1.Br) y de triflato (1.0Tf) y mediciones de tiempo de
vida media de fluorescencia, se propone un mecanismo de extincién fluorescente a través de una
transferencia de electrones fotoinducida con una complejacion simultanea 1.0Tf-yoduro tanto en el
estado excitado como en el basal. A partir de estudios tedricos de DFT, el modo de union de este
quimiosensor con yoduro es una interaccion marcadamente ionica con energia calculada en 402.8
kcal/mol. EI método propuesto es directo, rapido, preciso y de bajo costo para la determinacion de

iones de yoduro en agua pura.



RESUMEN
Por otra parte, el segundo sistema esta basado en dos complejos tipo pinza de Pd (11) con un ligante
para-hidroxil-POCOP:  [PdCI{C¢H>-4-OH-2,6(OPtBuU2)-}]:2Tbu.Cl 'y [PdCI{CsH2-4-OH-2,6-
(OPiPr2)2}]: 3l1s0.Cl. La afinidad de los analitos hacia los complejos 2Tbu.Cl y 3lso0.Cl fue
estudiada a través de titulaciones de absorcion UV-Vis y de emision fluorescente utilizando sales de
tetrabutilamonio de los siguientes aniones: CI-, Br~, I, AcO", H2PO4~, CN, F, OH", NOz", HSO4
en CH3CN vy tioles bioldgicos como: cisteina, glutation, homocisteina y N-Acetyl cisteina, en un

medio acuoso micelar, pH=7.4.

Los estudios en CH3CN mostraron que el complejo 2Tbu.Cl puede funcionar como quimiosensor
cromogénico a CN- con una afinidad de Ka= 5.01x10°+ 0.03 M. La adicion de cianuro produce un
cambio drastico de color de transparente a naranja intenso, atribuido a la coordinacion del anion
CN" al centro metalico de paladio (II), formando un complejo estable con pronunciada selectividad
sobre aniones, tales como yoduro, fosfato, acetato, y bromuro. Las estructuras cristalinas de
2Tbu.CN y 31s0.CN soportan el mecanismo de intercambio de cloruro por cianuro con el cambio de
color.

Adicionalmente se realizaron estudios de reconocimiento molecular de tioles bioldgicos con
2Tbu.Cl en medio acuoso micelar pH=7.4. ElI complejo 2Tbu.Cl presenté un incremento drastico
de su emisidn fluorescente verde con los tioles, resultando una mayor afinidad a glutation y cisteina

con constantes de asociacion de 2.75x10* y 1.80x10* M, respectivamente.
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INTRODUCCION

El disefio y sintesis de quimiosensores Opticos para aniones Y tioles bioldgicos es un &rea muy activa
dentro de la quimica supramolecular analitica debido a las importantes funciones que tienen estas
especies en procesos bioldgicos, ambientales e industriales?.

Este trabajo de investigacion se centra en dos nuevos sistemas de quimiosensores opticos basados en
una sal tetracationica de triflato de porfirina 1.0Tf, y dos complejos tipo pinza POCOP de Pd (II)
2Tbu.Cl y 3ls0.CI.

La informacion de esta tesis se ordena mediante cinco capitulos: Marco Teorico, Antecedentes,
Desarrollo Experimental, Resultados y Discusion del quimiosensor 1.0Tf (porfirina cationica),
Resultados y Discusién de los quimiosensores 2Thu.Cl y 31s0.Cl. (complejos tipo pinza POCOP de
Pd (1)) y Conclusiones. Finalmente se muestra un articulo derivado del trabajo de porfirina en la
revista Sensors and Actuators: Chemical B.

En el Marco Tedrico se expone el fundamento quimico en el que se basa este trabajo, desde los
conceptos de Quimica Supramolecular Analitica y reconocimiento molecular de aniones. Los
Antecedentes recopilan y describen los quimiosensores para aniones basados en compuestos de
porfirinas y complejos de coordinacidn tipo pinza; asi como complejos de coordinacion para tioles
biologicos. El Desarrollo Experimental detalla la metodologia llevada a cabo: sintesis,
caracterizacion estructural espectroscopica, cristalizaciéon y reconocimiento molecular del
quimiosensor 1.0Tf; asi como el reconocimiento molecular en solucién de los quimiosensores
2Tbu.Cl y 31s0.Cl. En el capitulo de Analisis y Discusion de Resultado del quimiosensor 1.0Tf, se
expone la informacién obtenida del reconocimiento molecular con aniones en medio acuoso pH=7.4
por absorcion UV-Vis y emision fluorescente como las constantes de asociacion (Ka) y de Stern
Volmer (Ksv), los cambios dpticos y la selectividad hacia yoduro, ademas de analisis en estado
solido. En el capitulo de Analisis y Discusion de Resultado de los quimiosensores organometalicos
2Tbu.Cl y 3ls0.Cl, se reporta la deteccion de F y CN- con diferentes respuestas Opticas por
absorcion UV-Vis y selectividad sobre los otros aniones en estudio. Asimismo se analiza en estado
solido ambos quimiosensores acomplejados con CN". También se abordan los resultados del
reconocimiento molecular con tioles bioldgicos.

Finalmente se presentan las Conclusiones de este proyecto de investigacion.
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1. Quimica supramolecular analitica
Gran parte de los estudios en el campo de la quimica supramolecular en la Ultima década se han
enfocado en el desarrollo de receptores sintéticos con el objetivo de mimetizar receptores bioldgicos
y estudiar la asociacion de las moléculas basada en el reconocimiento molecular. La combinacién de
las ciencias analiticas espectroscopicas con el creciente y constante desarrollo de nuevos receptores
artificiales ha permitido la generacion de nuevos sistemas de quimiosensores moleculares eficientes
y selectivos. Los sensores moleculares son indicadores quimicos cromogénicos o luminiscentes
capaces de identificar, detectar y cuantificar una gran variedad de analitos por cambio de sus
propiedades dpticas, principalmente absorcidén o emision fluorescente. Su disefio esta basado en los
principios de reconocimiento molecular y autoensamble. Es considerable remarcar que a pesar de
ser una rama reciente de la quimica estos procesos de reconocimiento molecular basados en
interacciones intermoleculares reversibles son tan antiguos como la vida ya que son los mecanismos
bioquimicos de replicacion del ADN, sintesis de proteinas, transporte de oxigeno o funcionamiento
de los sistemas antigeno-anticuerpo o reconocimiento selectivo de enzima-sustrato.? Algunas
definiciones de la quimica supramolecular son:
“Es la quimica de los enlaces intermoleculares, que involucra las funciones y estructuras de las
entidades formadas por la asociacion de dos o més especies quimicas”. J. M. Lehn
“En contraste a la quimica molecular, la cual predominantemente se basa en enlaces covalentes de
los &tomos, la quimica supramolecular se basa en interacciones intermoleculares en la asociacion de

dos 0 mas bloques de construccidn, los cuales son enlazados por enlaces intermoleculares.” 3

Las interacciones moleculares o interacciones no covalentes son la base esencial de un sistema

supramolecular, ya que mantiene unidas a las moléculas o especies por las que se conforma.

1.1. Reconocimiento molecular
El término de reconocimiento molecular se refiere a la interaccion especifica entre dos 0 mas
moléculas a través de la unién no covalente, siguiendo los principios de complementariedad
molecular. En este contexto general, consideramos que una molécula "anfitrion™ que se une a otra
molécula "huésped"” puede producir un complejo "anfitrion-huésped”. Cominmente el anfitrion es
una molécula grande o un agregado tal como una enzima o un compuesto ciclico sintético que posee

un agujero o cavidad central de tamafio considerable. EI huésped puede ser un cation monoatomico,
4
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un simple anién inorganico, un par i6nico o una molécula més sofisticada tal como una hormona,
neurotransmisor o feromona. Més formalmente, el anfitrion es definido como la entidad molecular
que posee sitios de union convergentes (&tomos donadores bases de Lewis, donadores de enlaces de
hidrogeno, etc.). EI huésped posee sitios de union divergentes (sitios esféricos, cationes metalicos
acidos de Lewis o un anion halogenuro aceptor de enlace de hidrdgeno). A su vez un sitio de union
es definido como la region del anfitrion o del huésped capaz de participar en una interaccion no

covalente.®

2. Quimiosensores

En la Quimica Supramolecular Analitica los anfitriones (quimiosensores), son moléculas o
ensambles que responden a un cambio fisico o quimico tras su interaccion con un analito y producen
una sefial potencial que es una medida de su sensibilidad. Los quimiosensores generalmente
consisten en dos componentes: la unidad de union y la unidad de sefializacién. La unidad de union
interactta con el analito por medio de interacciones no covalentes como las fuerzas de van der
Waals, enlaces de hidrdgeno, enlaces de coordinacion, etc. y conduce a cambios en el entorno
electrénico, que pueden ser observables como el color. Estas variaciones provocan modificaciones
en las propiedades del componente de sefalizacion. Los cambios en las propiedades del
qguimiosensor se pueden evaluar utilizando diferentes instrumentos como un espectrofotometro de
absorcion UV-Vis, espectrofotometro de fluorescencia o voltametria ciclica para la deteccion
cromogénica, fluorescente o electroquimica de analito, respectivamente.*(Fig. 1.1)

A Quimiosensor e I /
\ . z Unidad - . i
H S A e ) Sy § -
'.. v - senalizacion =y > e
| @ D o
s Unidad A - / e
: \ : : de >/ \
enlace v= . / |
Interacciones
Analitos anionicos ENEEovalcuies

Fig. 1.1 Representacion esquematica de un Quimiosensor.*
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2.1.Requisitos de un quimiosensor

El disefio de un quimiosensor debe incluir aspectos como: alta selectividad hacia el analito incluso
en presencia de otros analitos interferentes y competidores. La selectividad de un quimiosensor
generalmente esta influenciada por las moléculas de disolvente circundantes, el tamafio y la
complementariedad estructural y la fuerza de union. Otra propiedad deseable para un quimiosensor
eficiente es su sensibilidad, es decir, la capacidad de detectar incluso pequefios cambios en la
concentracion del analito. Deben tener constantes de asociacion apropiadas que se rijan por la fuerza
de las interacciones no covalentes. Ademas, deben mostrar una respuesta rapida y tener un limite de
deteccidn bajo para aplicaciones en tiempo real. La biocompatibilidad y la solubilidad en agua de un

quimiosensor facilitan alin méas su aplicacion en muestras bioldgicas y ambientales.®

Un estudio detallado y cuidadoso relacionado con la caracterizacion fisicoquimica de la union del

huésped es la clave para el desarrollo de receptores quimiosensores.®

2.2.Tipos de quimiosensores
Los quimiosensores se pueden clasificar en dos tipos, de acuerdo a su unidad de sefializacion

(6pticos) y a su disefio molecular.

Quimiosensores opticos
Los quimiosensores Opticos son cromoforos y/o fluoréforos con sitios de unién especificos que
tienen como caracteristicas: alta sensibilidad, rapidez en su respuesta analitica, eficiencia y

simplicidad.’

Los quimiosensores cromogénicos cambian de color luego de asociarse con el analito, por lo tanto,
estan basados en el cambio de sus propiedades Opticas dentro del intervalo visible del espectro. Su
principal ventaja es que elimina el uso del equipo analitico costoso, pues no precisa de un
procesamiento electrénico de la sefial. Aun asi, el procesamiento de la sefial luminica con un equipo
espectrofotométrico UV-Vis es Util para obtener datos més precisos y fiables, que no dependa de la
subjetividad del operario. En este tipo de sensores, las bandas del espectro de absorcion del
qguimiosensor pueden sufrir desplazamiento batocromico (a longitudes de onda mas largas) o
hipsocrémico (a longitudes de onda més cortas) como consecuencia del aumento o disminucion de
la densidad electrénica en la unidad cromdfora, con el consiguiente cambio de color del complejo

quimiosensor-analito formado, con respecto al del receptor libre.
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Los quimiosensores fluorescentes son indiscutiblemente los sistemas mas eficientes en términos de
su alta selectividad, limite de deteccidén bajo, respuesta rapida, deteccion in situ y facilidad de
operacion hacia analitos incluso a bajas concentraciones.® Son aquellos que interactGian con el
analito, sefializando su presencia mediante el cambio de sus propiedades fluorescentes tales como la
longitud de onda de emision, la intensidad de la emision, o la aparicion de una nueva banda de
emision. (Fig. 1.2)
La intensidad de fluorescencia F puede medirse dadas las longitudes de onda de excitacion y
emisién (por lo general, en los maximos de emision). Su dependencia con la longitud de onda de
emision, F (Aem) da el espectro de emision de fluorescencia. Si esta intensidad se mide sobre la
longitud de onda de excitacion, se puede obtener el espectro de excitacion de fluorescencia F (Aex).
Estos y otros parametros pueden ser utilizados para informar sobre las interacciones del
qguimiosensor en estudio, y existen una gran variedad de posibilidades para su empleo en

construccion de quimiosensores.

Espectro de Espectro de
Excitacion Emisién

F . /,fl\

Fig. 1.2 La intensidad de fluorescencia F medida a longitudes de onda particulares de excitacion (hex) Y
emision (Aem). La F se mide en unidades relativas.

0

Intensidad
Fluorescente
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Simultaneamente, el empleo de analisis de estructuras cristalinas de rayos X y estudios en
resonancia magnética nuclear (RMN) es de suma importancia para la determinacion de las

modificaciones estructurales en los mecanismos de unién quimiosensor-analito.

Quimiosensores por su disefio molecular

Revisando la literatura, podemos catalogar a los quimiosensores por su disefio molecular en dos
conjuntos: intrinsecos-conjugados y ensamblados. En este trabajo se estudiaron quimiosensores

intrinsecos y conjugados, asi que a continuacion se enfoca en estos.
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Los sensores intrinsecos se basan en una sola molécula, el sitio de union es la misma unidad de
sefializacion (fluoroforo y/o croméforo) generalmente presentan un sitio de unién al analito. Si la
unidad se sefializacion se separa de la de unién a través de un conector covalente corto, se trata de
quimiosensores conjugados. Los "quimidosimetros™ son otro tipo de sensores intrinsecos. En este
caso, no hay formacion del complejo supramolecular guimiosensor-anion, sino que el anion

reacciona con el sensor para crear una molécula nueva con diferentes propiedades dpticas (Fig.1.3).°

Sitio de union

Unidad de @\ @ Unidad de

a) sefalizacion sefalizacién

Sitio de union

Unidad de
senalizacion

Unidad de @\

b) seiializacion

\

Sitio de union

Unidad de @ N

e > Molécula nueva
© senalizacion

Fig. 1.3 Descripcion esquematica de los quimiosensores intrinsecos a), conjugados b), y quimidiosimetros c),
basados en una sola molécula. Todos los sensores se muestran como sensores fluorescentes de "switch on"
(encendido fluorescente), pero también son posibles los sensores “switch off” (apagado fluorescente) y los

sensores colorimétricos.°

3. Reconocimiento molecular de aniones
El campo del reconocimiento y deteccion de aniones por receptores moleculares sintéticos se ha
convertido en una de las areas mas importantes de la quimica supramolecular debido al importante

papel que juegan los aniones en numerosos procesos bioldgicos y ambientales.!

La Quimica de Coordinacion de Aniones, es un concepto propuesto por primera vez por Lehn en

1978. El reconocimiento quimico de los aniones ha progresado a pasos agigantados en los Gltimos

8
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veinte afos , tiempo durante el cual se ha desarrollado una gran variedad de receptores y sensores
selectivos.’? Sin embargo, en comparacion con los metales, el desarrollo de la coordinacion de
aniones fue relativamente lento al principio, o que no es sorprendente cuando se consideran las

propiedades intrinsecas de los aniones.

A medida que el campo de la quimica de coordinacidn de aniones continta desarrollandose, se esta
viendo un cambio desde los sistemas que funcionan solo en condiciones de laboratorio (por ejemplo,
receptores de aniones basados en enlaces de hidrégeno que funcionan solo en solventes orgéanicos) a
nuevos receptores de aniones que emplean una variedad de interacciones para funcionar en
condiciones reales (acuosas Yy fisioldgicas). Esta area de la quimica supramolecular tiene una serie
de aplicaciones como la organocatalisis y la separacion de mezclas de aniones en desechos
industriales o radiactivos. La quimica de receptores de aniones también puede ser util en el
tratamiento futuro de enfermedades, como la fibrosis quistica, causadas por problemas con el
transporte de cloruro a través de canales ionicos defectuosos en las membranas de las células
epiteliales. Un enfoque propuesto para abordar esto es la "terapia de reemplazo de canales”, en la
que moléculas pequerias facilitan el transporte de cloruro; actualmente se esta dedicando un esfuerzo
significativo en esta area. Estos avances destacan la naturaleza interdisciplinaria de esta area de la

quimica supramolecular con progresos en las ciencias de los materiales y la biologia.!*

3.1. Receptores de aniones
La Quimica de Receptores de Aniones se refiere al disefio de moléculas que reconocen, responden o

perciben especies que tienen carga negativa.

Hasta la fecha se han reportado receptores para aniones basados en receptores biciclicos protonados,
jaulas de grupos amonio cuaternarios, poliaminas ciclicas o biciclicas, criptandos, receptores
basados en guanidinio, ciclopéptidos. Sin embargo, otra estrategia exitosa para el reconocimiento de
aniones en agua implica el uso de interacciones de coordinacion con metales combinadas con

interacciones electronicas y/o de enlace de hidrégeno.™

Por lo general, las caracteristicas de coordinacion de aniones, como ‘‘ntimero de coordinacion" y
“geometria", es bastante similar a la coordinacion de metales de transicion, aunque no estan tan bien
definidas como las dltimas. Estos conceptos se han utilizado para clasificar las estructuras de los
complejos anionicos. Sin embargo, en contraste con los metales de transicion, el par libre de

electrones se dona del anién rico en electrones a un atomo de hidrégeno en el ligante o al metal
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ionico (&cidos de Lewis) en el caso de la coordinacion de aniones (Fig. 1.4), y la "coordinacion™

aqui se refiere a interacciones no covalentes (principalmente enlaces de hidrégeno).*3

Metales de transicion Aniones
H\ +
SN SN—H=-=AT
H™ : H™ =
H H
Enlace de coordinacion covalente Enlace de hidrogeno
a) b)

Fig. 1.4. Comparacion del enlace covalente de coordinacion en metales de transicion y la coordinacion de
aniones por enlaces de hidrégeno.*®

3.2.Desafios y retos en la deteccion de aniones
A pesar del enorme progreso logrado en este campo, el reconocimiento selectivo de aniones sigue
siendo un verdadero desafio, especialmente en agua y medios bioldgicos-fisiologicos debido a las
caracteristicas intrinsecas de los aniones. Los aniones tienen una carga mas difusa en comparacion
con los cationes isoelectronicos correspondientes, una gran variedad de geometrias, mayor

dependencia del pH, y estan fuertemente solvatados por disolventes polares.

Caracteristicas de los aniones
El disefio de los receptores de aniones es todo un reto y hay un gran nimero de razones para esto.
Los aniones son mas grandes que los cationes isoelectrénicos (Tabla 1.1) y, por lo tanto, tienen una

relacion carga/radio menor, lo que hace que sus interacciones electrostaticas con un receptor de
carga opuesta sean mas débiles. 1’

Tabla 1.1 Comparacion de los radios r de cationes y aniones isoelectronicos en ambientes
octaédricos.’

Cation r (A) Anion r (A)
Na* 1.16 F 1.19
K* 1.52 Cl 1.67
Rb* 1.66 Br 1.82
Cs* 1.81 I 2.06

Ademas, los aniones tienen una amplia gama de geometrias (Fig. 1.5) desde esférica (F-, CI, Br,, I,
lineal (SCN"y N3, plana (NO3 trigonal y PtCls?* cuadrada), tetraédrica (SO4> y PO4*), octaédrica
(PFs'y Fe(CN)s*) y algunas mas complicadas, como los oligofosfatos bioldgicamente importantes.*®

10
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Esférica
F~.CI~, Br, I”
Lineal

C D Ni. CN-, SON-, OH-

< Trigonal plana
C0O42~, NO3~

Tretaédrica
PO4*, VO, SO4%,
MoQ42~, SeO4%~, MnO4~

Octaédrica
[Fe(CN)gl*, [Co(CN)e]*~

Formas Complejas

WW Doble Hélice del ADN

Fig. 1.5. Geometrias de diversos aniones.*’

Otra desventaja es que muchos aniones existen solo en una ventana de pH relativamente estrecha y

pueden protonarse a valores de pH bajos (perdiendo su carga negativa), por lo tanto los receptores

deben funcionar dentro de ese rango de pH. *3

Efectos de disolvente

Los efectos de solventacion también juegan un papel crucial en el control de la fuerza de union al

anion y la selectividad. Por lo tanto, un posible receptor de aniones debe competir eficazmente con

el entorno disolvente en el que tiene lugar el evento de reconocimiento de aniones. Por ejemplo, un

11
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receptor neutro que une aniones Unicamente a través de interacciones ion-dipolo solo puede formar
el complejo anidn-receptor en solventes orgdnicos aproticos, mientras que un receptor cargado tiene
la capacidad de unir aniones altamente solvatados (hidratados) en medios préticos. No es casualidad
que los sistemas de receptores de aniones biologicos estén optimizados para operar en un rango muy
especifico de entornos donde la fuente de selectividad para el anion es la diferencia en la energia

libre perdida al deshidratar el anion y la obtenida por la interaccion del anion con el sitio de unién. Y7

La hidrofobicidad también puede influir en la selectividad del receptor. La serie Hofmeister (Fig.
1.6), que se establecié por primera vez a través de estudios sobre el efecto de las sales en la
solubilidad de las proteinas, ordena los aniones por su hidrofobicidad (y, por lo tanto, el grado de
solvatacion acuosa). Los aniones hidréfobos generalmente se unen mas fuertemente a los sitios de

union hidréfobos.

hidrofilico
OH~ F~ HPO4*~
alto pKa
pequefios CH3CO5™ cr

Ng_
Br-

bajo pKa I~
grandes Y ClO4

hidrofobico
Fig. 1.6 Serie de aniones hidrdfilos / hidr6fobos.

Deteccidn de aniones en agua
El reconocimiento de aniones en agua sigue siendo un desafio clave en la quimica supramolecular
moderna, y es esencial si se quieren lograr aplicaciones propuestas en ambitos biolégicos, medicos y
ambientales que requieren condiciones acuosas. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha logrado un
cambio significativo hacia la realizacién rutinaria del reconocimiento de aniones en agua, con un
enfoque particular en el control y uso del efecto hidrofobico, asi como en interacciones exaticas

como enlaces de hidrogeno C-H y enlaces de hal6geno.*?

El reconocimiento de aniones en agua requiere suficiente energia libre de union para superar las

altas energias de hidratacién de los aniones en el agua (Tabla 1.2). En la naturaleza, la union del
12



Capitulo 1 Marco Tedrico
anion se logra a través de mdaltiples interacciones de enlace de hidrogeno a un sitio bien definido
dentro de una cavidad proteica, en la que los enlaces de hidrogeno dirigidos complementan la forma
del anidén objetivo. La afinidad del anidn se ve facilitada por el entorno hidrofébico proporcionado
por la proteina, minimizando la energia de solvatacion del receptor. Las interacciones de enlace de
hidrogeno por si solas generalmente no son suficientes para desplazar las moléculas de agua que
rodean a un anion. Por lo tanto, la mayoria de los receptores sintéticos que dependen de las
interacciones de enlace de hidrégeno para unirse al anion estan condenados para su uso en medios
aproticos, donde las energias de solvatacion del anion son mucho mas bajas. Se requieren fuertes
interacciones electrostaticas o metal-ligando para superar la energia de hidratacion del anién y

permitir la unién en medios acuosos.*®

Tabla 1.2 Energias libres de hidratacion (-AGPyq)? y tamafios (A)® de aniones comunes

Anion Radio (A) -AGhyq (kJ/mol)

F 1.26 465
Cr 1.72 340
Br 1.88 315

I 2.10 275
Sz 191 1315
SH- 2.07 295
OH- 1.33 430
CN- 191 295
NOs 1.96 300
HCOs 1.56 335
COz* 1.78 1315
CHsCH,COO 1.62 365
H,PO4 2.00 465
POs* 2.38 2765
SO4* 2.30 1080
ClOy 2.40 205

4Para la transferencia del ion en fase gaseosa a una solucién acuosa a 298 K. ® Basado en un analisis de
energia de red; los valores se encuentran dentro del 5% de los radios iénicos cristalograficos.®

Para los andlisis directos, los perfiles de afinidad y selectividad estan determinados por la naturaleza

del medio.

Se pueden distinguir dos enfoques distintos para la union de aniones en solucion acuosa. El primero
implica disefiar un sitio de union hidrofobo en un receptor, basado en la complementariedad de la
carga y la forma, emulando los sitios de unién encontrados en las proteinas. El segundo enfoque une
el anion a un centro metélico, desplazando una molécula de agua coordinada o un ligante débilmente
unido. Los iones metalicos presentan preferencias geométricas de union asociadas con geometrias de

coordinacion favorecidas, dando direccionalidad a las interacciones de unién metal-anion.®

13
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Kubik clasifica a los receptores en tres categorias considerando la union del anion en agua o mezclas

de solventes acuosos:*®

» Los que toleran una pequena cantidad de agua en la mezcla de disolventes (<30%) porque
contienen donadores de enlaces de hidrogeno bien organizados alrededor de una cavidad.

» Los que requieren un disolvente organico en la mezcla acuosa para los estudios de unién, a
veces solo porque el receptor no es soluble en agua al 100%, pero el contenido de agua es del
>30%.

> Y aquellos que interacttan eficientemente con los aniones en el agua. Los receptores de esta
ultima categoria son en su mayoria los que dependen de fuerzas de Coulomb o interacciones
coordinantes, pero también en estos casos las interacciones mas débiles, como los enlaces de

hidrogeno, pueden tener una influencia decisiva en la afinidad y/o selectividad del receptor.

El disefio de anfitriones selectivos para aniones requiere que se tenga en cuenta la geometria, la
basicidad del anion y la naturaleza del medio disolvente. La complementariedad entre el receptor y
el anion es claramente crucial para determinar las selectividades a través de interacciones no
covalentes como interacciones electrostaticas, enlaces de hidrogeno, hidrofobicidad, coordinacion a
un ion metalico y sus combinaciones. A continuacion se dan ejemplos de quimiosensores para
aniones basados en la estructura quimica de la porfirina asi como de complejos de coordinacion tipo

pinza. Adicionalmente se citan quimiosensores para tioles bioldgicos.
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Capitulo 2 Antecedentes
Este capitulo se divide en tres secciones:

» Quimiosensores para aniones basados en porfirinas: se abordan las propiedades quimicas,
electrénicas y fotofisicas de las porfirinas y ejemplos de quimiosensores para aniones
basados en su estructura quimica.

» Quimiosensores para aniones basados en complejos de coordinacion tipo pinza: se expone el
fundamento del mecanismo de deteccion de estos complejos con aniones y se dan ejemplos.

» Quimiosensores para tioles biologicos: se exponen ejemplos de quimiosensores organicos y

de coordinacion para tioles bioldgicos.

1. Quimiosensores para aniones basados en porfirinas

1.1. Propiedades generales de la porfirina
Las porfirinas son macrociclos organicos heterociclicos, se componen de cuatro subunidades de
pirrol interconectadas en sus atomos de carbono a a través de puentes de metino (=CH-). Esta
estructura incluye dos nitrogenos pirrélicos (con hidrégenos) y dos nitrégenos pirrolidinicos en el
centro del macrociclo que participan en el sistema electronico macromolecular de resonancia. La
porfirina tiene una estructura electronica expandida de 18 electrones @, que satisface la regla de

Hiickel 4n+2 de la aromaticidad.? Fig. 2.1.

Fig. 2.1 Porfirina de base libre H.P y su ciclo de 18 electrones .

Debido a su conjugacion z, las porfirinas son estables y exhiben propiedades fotofisicas excelentes.
Su espectro de absorcion UV-Vis consta de dos regiones; la region alrededor de 390-450nm,
presenta una banda maxima denominada Soret, creada por las transiciones electronicas de los

orbitales HOMO a los LUMO, con coeficientes de extincidn significativamente grandes; en la
15



Capitulo 2 Antecedentes
segunda region alrededor de 480-600nm, aparecen las bandas Q de menor intensidad, formadas
como resultado de las transiciones electrénicas prohibidas de los orbitales HOMO a los LUMO.%
Las transiciones mencionadas y su nomenclatura se detallaran en las propiedades fotofisicas del
sensor de porfirina 1.0Tf en el Capitulo 4. La intensidad relativa de la banda Soret depende de la
concentracion, pH, sustituyentes periféricos y grado de envejecimiento de sus soluciones. En cuanto
a su espectro de emision, exhibe dos bandas de gran intensidad en la regién del rojo-infrarrojo,?
presenta estabilidad fotoquimica y buenos rendimientos cuénticos. En la Fig. 2.2 se presentan los

espectros de absorcion y emision de la meso-tetrafenilporfirina (TPP).
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Fig. 2.2 Espectros de absorcion (5uM) y emison (0.5 uM, Aex = 418 nm) de TPP en tolueno.?
Las propiedades &cido-base representan un aspecto fundamental en la quimica de los tetra-pirroles.
El estudio de éstas propiedades nos da informacion de la reactividad del macrociclo, la forma de la
deslocalizacion de los electrones © (aromaticidad), la energia de resonancia, el tautomerismo N-N’ y

la estereoquimica del ciclo tetrapirrolico.

Las porfirinas solubles en agua pertenecen a los compuestos amfipréticos, que pueden presentar
diferentes formas dependiendo del pH. A pH de 5-9 se observa la porfirina neutra denominada “de
base libre” H2P (especie no metalada). Esta puede ser desprotonada a su correspondiente monoanion
(HP) y dianion (HP%), mientras que a pH menor de 5.5 los dos nitrégenos pirrolidinicos son
protonados a sus formas monocationica (HsP*) y dicationica (HsP?*), de acuerdo a las siguientes

reacciones: 23

P~ + H" < HP~ monoanion
HP~ + H* < HP porfirina de base libre
H:P + H" < H3P* monocation

HsP*+ H* — H4P?* dication

16
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La region de las bandas Q en el espectro de absorcion UV-Vis de la especie dication H4P?* consiste
en s6lo dos bandas debido a su alta simetria (Dan). En contraste la forma en base libre H2P, es menos
simétrica (D2n) y consta de 4 bandas Q. De esta forma, las bandas Q pueden indicar si el ntcleo de la

porfirina esta coordinado a un centro metalico o esta en su base libre. 2

Los cuatro nitrogenos del nucleo del tetrapirrol, permiten a las porfirinas actuar como ligantes con
una fuerza divalente y tetradentados, lo que permite la formacion de complejos metalicos
porfirinicos, con practicamente todos los elementos metalicos de la tabla periddica. ° A diferencia
de los complejos de metales de transicion, la porfirina debe su color a las absorciones del ligante,

involucrando la excitacion de los electrones de los orbitales w al a* del anillo porfirinico.

Las propiedades espectroscopicas especificas de los sistemas de porfirina, resultantes de su
estructura y propiedades fisicoquimicas, asi como el alto coeficiente de absortividad molar son
responsables de su intensa fluorescencia y absorcion. Por lo tanto, los procesos mencionados
anteriormente pueden monitorearse utilizando principalmente métodos espectrofotométricos. Los
cambios que se producen en los espectros de absorcion, excitacion y emisién de compuestos de
porfirina pueden analizarse tanto en soluciones acuosas y organicas, como en matrices de silica y

recubrimientos obtenidos por el método sol-gel. 2

Teniendo en cuenta las propiedades excelentes espectroscopicas de los derivados de porfirina
sintéticas, son herramientas poderosas para diversas aplicaciones, como la electronica molecular,
recoleccion de luz artificial, biomedicina y reconocimiento molecular; también sirven como bloques

de construccion para el ensamblaje supramolecular. 2

1.2. La porfirina como anfitrion en el reconocimiento molecular.
Se han desarrollado una serie de receptores moleculares de alta eficiencia para detectar una amplia
gama de analitos importantes ambientales y biomédicos, incluidos iones metélicos, aniones,
pequefias moléculas organicas, ADN, ARN, proteinas e incluso células, bacterias y virus. Desde este
punto de vista, es de gran interés actual el desarrollo de receptores con longitudes de onda de
excitacion/emision en el infrarrojo cercano, excelente tolerancia a entornos de deteccion complejos,

buenas estabilidades y alta reproducibilidad. 2

Las porfirinas ocupan un lugar unico entre numerosos compuestos macro-heterociclicos debido a la
estructura geomeétrica y electronica del ligante cromdforo porfirinoide, esto las hace moléculas

atractivas cuyas cualidades fotofisicas Unicas se explotan para estudios de reconocimiento y
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deteccion molecular, ya que tienen funciones biolégicamente importantes y ventajas desde el punto
de vista quimico (es decir, su fisicoquimica, sintesis organica y coordinacion son bien entendidas).
Ademas, su estructura rigida es ideal y atil para su disefio como anfitrion de union preorganizado
(que puede usarse para analizar interacciones de unién especificas). Asimismo, es un cromoforo
fluorescente que puede detectar diversos analitos quimicos debido al gran coeficiente de extincion y

a sus propiedades de emision.

Las caracteristicas fisicoquimicas versatiles y estructurales de las porfirinas les proporcionan la
funcionalizacién que las convierten en compuestos altamente sensibles para el disefio de sensores y
receptores moleculares. Las porfirinas pueden reconocer iones positivos, negativos y moléculas
neutras que se utilizan para analizar sustancias biolégicamente activas, contaminantes ambientales,
iones de metales pesados y explosivos. Como resultado de la interaccién con el analito, la porfirina

modifica su estructura y realiza un cambio en sus propiedades dpticas, fluorescentes o electronicas.?’

De forma general, las porfirinas pueden proporcionar diferentes sitios de alojamiento para la union

del sustrato:

(a) El sitio central hidrofobo “bolsillo de uniéon” formado por el propio macrociclo tetrapirrélico y

sus sustituyentes periféricos no polares.

(b) Si el nicleo tetrapirrélico se encuentra coordinado a un centro metalico, proporciona un sitio de

unién tipo &cido de Lewis.

(c) Sitios de reconocimiento electrostatico provistos con los sustituyentes periféricos cargados o con

el ndcleo del macrociclo protonado/diprotonado.

Al mismo tiempo, el macrociclo porfirinoide puede servir como buen candidato para la transduccion
de la sefial quimica primaria en sefial analitica Optica. Tienen una luminiscencia bastante fuerte
(fluorescencia y/o fosforescencia) que se puede sintonizar en el rango espectral apropiado por la
modificacion quimica de la molécula. El disefio del receptor molecular puede simplificarse en tal

caso, ya que la misma molécula combina ambas funciones. 2

Asi, desde la Ultima década de los 90’s, se han sintetizado una amplia variedad de porfirinas
funcionalizadas para dilucidar el mecanismo subyacente del reconocimiento molecular de moléculas

huéspedes inorganicas (aniones, cationes) y organicas. 2°
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1.3.Estrategias generales para el disefio de sensores de porfirina para aniones
Las estrategias para el disefio de moléculas funcionales basadas en porfirina implican dos grandes
enfoques, la conexion del enlace covalente usando quimica organica sintética y un enfoque
supramolecular que utiliza interacciones reversibles no covalentes para construir una arquitectura.
Cuando se apunta a una pequefia molécula huésped y se usa una estructura basada en porfirina, se

pueden introducir grupos funcionales para mejorar y ajustar las capacidades del reconocimiento.

Debido a la diversidad estructural y las fuertes propiedades de absorcion y emision, los analogos de
porfirina muestran ventajas inherentes para detectar especies anionicas, basta con modular ciertas

propiedades moleculares de las siguientes maneras:

» Las porfirinas se pueden funcionalizar tanto en las posiciones meso como en las posiciones 3
de las subunidades pirrolicas, con sustituyentes enlazados de manera apropiada que crean un
“bolsillo” o “pinza” de unidn, un ejemplo seria la introduccidén de motivos de enlace de
hidrégeno para acomodar especies anidnicas y asi modular su selectividad y sensibilidad.
Esta conveniencia sintética brinda estructuras moleculares con propiedades de deteccion,
mediante la disposicién de una unidad de reconocimiento en el macrociclo, el resto de la
porfirina puede actuar como la unidad informadora de los quimiosensores resultantes.*

» El ndcleo tetrapirrdlico de las porfirinas puede coordinar varios iones metalicos,
proporcionando complejos de coordinacion de metales. Asi, las metaloporfirinas obtenidas
exhiben acidez de Lewis y por lo tanto, una fuerte afinidad de unién por el Unico par de
electrones en las especies anionicas.?

» El ligando tetrapirrélico neutro libre de la porfirina no tiene poder de unién anidnico por si
mismo. Esto se debe a su rigidez y al pequefio tamafio de su cavidad que no forma complejos
con los aniones a través de interacciones convergentes de enlace de hidrégeno N-H---anion.
Sin embargo, las porfirinas pueden protonarse en los atomos de N internos imino
considerandose como un gran ion catiénico para la deteccion de aniones, de ésta forma los
restos NH pirrélicos estan dispuestos adecuadamente para la union de aniones a traves de
interacciones cooperativas de enlace de hidrégeno. No obstante, una forma mas efectiva de
desarrollar quimiosensores de aniones a base de porfirina es funcionalizarla con una unidad

de reconocimiento de aniones. 3!

» La expansién de la cavidad de la porfirina, a través de la variacion del tamafio del

macrociclo, el uso multiple de &tomos de N pirrélicos o su reemplazo con otros heteroatomos
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(O, S, Se, Te), para la coordinacion selectiva de iones metélicos, conduce a la modificacion
de la afinidad hacia los aniones objetivo. Estos andlogos se denominan porfirinas
expandidas, pueden experimentar una emision de fluorescencia a longitudes de onda
superiores a 600 nm, incluso llegando a la region cercana al infrarrojo, lo que los hace mas
adecuados para aplicaciones que involucran muestras biologicas porque se puede evitar la

emision de autofluorescencia de los tejidos bioldgicos.!

Como se menciond, la rica fotoquimica del cromoforo de porfirina se puede utilizar para detectar
interacciones intermoleculares especificas. Estan disponibles varias formas de espectroscopias
moleculares que monitorean los cambios quimicos asociados con el reconocimiento molecular,
incluyendo resonancia magnética nuclear (RMN), absorcion UV-Vis, infrarrojo (IR), espectroscopia
Raman, resonancia de espin electronico y dicroismo circular (DC).

De este modo, el receptor funcionalizado libre se caracteriza por una propiedad espectral inicial. Al
formarse el complejo con un anion, emite una sefial espectral diferente. Este complejo anion-
porfirina se caracteriza por una propiedad espectral final. Si la union es reversible, el receptor puede
liberar al anion unido y volver a su estado espectral inicial. Por lo tanto, realiza la funcion de un
sensor espectral y también como un imitador de transporte. Cuando la complejacién no es

reversible, el receptor retiene al anién acomplejado.®?

Por consiguiente, las porfirinas son anfitriones muy atractivos para ser utilizados en estudios de

deteccion y reconocimiento molecular de aniones.

A continuacion, se describen ejemplos de sensores moleculares basados en porfirina para aniones

reportados actualmente basados en las estrategias mencionadas.
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1.4. Ejemplos de quimiosensores para aniones basados en porfirinas.
Kruk y colaboradores reportaron la formacién de complejos de halogenuros con una porfirina
diprotonada 1, mediante enlaces de hidrégeno de los nitrégenos pirrolicos protonados N*-H---X en

un sistema de acetonitrilo con acido perclérico 0.01M.

Dicha porfirina diprotonada (1.9x10® M), sustituida en todas sus posiciones p con grupos metilo y

butilo, se titulé con sales de halogenuro, sus espectros de absorcion UV-Vis mostraron la formacion
de puntos isosbésticos y el desplazamiento batocromico de sus bandas de absorcion, evidenciando
dos equilibrios; el primero se refiere a la formacion del complejo porfirina-haluro con una relacion
estequimétrica 1:1 (K1) y el segundo, al complejo con relaciéon 1:2 (Kz). Las constantes de unién
indican que la estabilidad de ambos complejos incrementa cuando el radio iénico del halogenuro
disminuye: 1.20x10%< 2.46x10%< 2.51x10° M para K1 y 1.07x10%< 1.23x10%< 2.01x10° M para
K2 (valores para la serie: I, Br, CI") Fig. 2.3. Estos resultados concuerdan con la relacion entre el
tamarfio del halogenuro y las energias de interaccion electrostraticas y de orbitales en la formacion de
los enlaces de hidrégeno en los complejos. La constante de union baja con el I se debe a las
fluctuaciones de la longitud del enlace de hidrogeno H---1 en solucion y a las desviaciones
estructurales simétricas en el complejo.

Sin embargo, se presenta un fuerte apagamiento de la fluorescencia del receptor porfirinico tras la
adicion de I, a través de la extincion estatica-dinamica con una Ksy = 277 M- por la formacién del
complejo 1:2 no fluorescente. La Ksv resultd baja debido al fendmeno de agregacion de las sales,

que también condujo a la disminucion de la sensibilidad en las mediciones.?

Complejo 1:1  Ki Complejol:2 K>
Fig. 2.3 Estructura esquematica de los complejos 1:1y 1:2 de la porfirina 1 con iones I-.

En el afio 2011, Jang y colaboradores reportaron una tetra-fenilporina de Zn (Il) 2, que contenia
cuatro grupos triazol en la posicion orto de cada grupo fenilo, la cual usaron como receptor para

iones halogenuro.
21



Capitulo 2 Antecedentes
A través de estudios de RMN de *H en DMSO-ds se siguid la formacion del complejo anfitrion-
huésped: las sefiales de hidrogeno del triazol, bencilo y fenileno se desplazaron a campos altos tras
la adicion de los haluros en forma de sales de tetrabutilamonio. Dos diferentes fenomenos afectan a
los hidrégenos de los triazoles tras la formacién del complejo. En el primero, la densidad electronica
de los hidrogenos eventualmente disminuye cuando participan en los enlaces de hidrogeno; segundo,
el efecto de la corriente electronica del anillo de porfirina guia a la proteccion de dichos hidrégenos
si se colocan directamente en el centro de la porfirina, los resultados de RMN H indican que éste
efecto es el que predomina. Esto implica que los hidrogenos de los triazoles en 2 estan localizados
muy cerca del anillo de la porfirina y estdn dirigidos hacia el bolsillo de union mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno sobre el anillo de la porfirina. De acuerdo al incremento del
radio ionico, el desplazamiento a campo alto disminuye porque la distancia del centro de la porfirina
al hidrogeno del triazol aumenta. Por otra parte, el receptor contiene un sitio acido de Lewis de Zn?*
para enlazar el par de electrones libres de los haluros. Si la porfirina estuviera como base libre
causaria repulsion electronica y no recibiria huéspedes anidnicos. Los espectros de absorcion UV-
Vis en CH2Cl,, mostraron que las bandas Soret y Q de 2 experimentan un fuerte desplazamiento
batocrémico y formacion de puntos isosbésticos por la adicion de halogenuros. Las constantes de

unién obtenidas fueron de 108, 1.79x10" y 1.84x10° M, para CI', Br'y I, respectivamente.

Concluyen que los efectos cooperativos de la coordinacion axial y las interacciones de enlace de

hidrogeno CH---X dan como resultado la fuerte de afinidad de 2 por los halogenuros.®

Fig. 2.4. a) Estructura quimica y b) simplificada del receptor 2. c) Estructura molecular de energia
minimizada del complejo 2-CI-.
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Lin y colaboradores, en el afio 2017, sintetizaron tres derivados de porfirina unidas a tetraureas y las
aplicaron como receptores de aniones.
Las cuatro ureas Y el plano de la porfirina forman una “bolsa” adecuada para acomodar aniones. Se
uso la titulacion por calorimetria isotérmica (ITC) para los estudios de reconocimiento en CHCls; la
estequiometria de unién resulté de 1:1, por la capacidad electroatractora de los sustituyentes sobre
los fenilos de los receptores, el receptor 3 con grupos pentafluoruro exhibe una complejacion mas
efectiva con los aniones, ya que entre mas &cidos los grupos N-H de las ureas mejor habilidad de
union. Por lo tanto, las constantes de union calculadas fueron de 1.1x108, 6.6x107, 4.3x107, 5.6x10°
y 3.1x10° M para HSOx", F, CI, Br'y I respectivamente.
La gran diferencia entre los valores de Ka (200 veces) de los complejos 3-F y 3-I" implica su
aplicacion como sensor quimico para F~ contra I".
La complejacion de 3 con los aniones se confirmd por difraccion de rayos X de monocristal,
mediante la encapsulaciéon y formacion de enlaces de hidrdgeno entre las unidades de urea y los
aniones: en el cristal de 3-ClI-, dos moléculas de agua también fueron encapsuladas, asi se formaron
seis enlaces de hidrdgeno para fijar al ion CI” entre los motivos de urea y dichas moléculas de agua.
Fig. 2.5.34

b)
Fig. 2.5. a) Estructura quimica del receptor 3 y b) estructura de rayos X del complejo 3-Cl- que muestra la
encapsulacion del anion y su modo de unién por enlaces de hidrégeno.
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Respecto a la funcionalizacion de porfirinas en sus posiciones [ para el reconocimiento de aniones,
Starness y su grupo de investigacion reportaron un receptor de porfirina unida a B,p’-
disulfonamidaquinoxalina 4, su atributo distintivo es que el sitio de union a los aniones se hace a
través de policiclos conjugados unidos en dos posiciones B adyacentes de la porfirina. Fig. 2.6.
La asociacion de 4 con los aniones se estudid por absorcion UV-Vis en CHCly, tras la adicion de
aniones la banda Soret tuvo desplazamiento batocromicos y se formaron puntos isosbésticos.
Las constantes de union para la estequiometria 1:1 resultaron de 255000, 70000, 4400, 960 y 470 M~
para F, H.PO4', CI, Br y I respectivamente. La tendencia de selectividad es paralela a la basicidad
de los aniones. La interaccion principal de unién consiste en enlaces de hidrogeno de los motivos N-
H de la sulfonamida &cida hacia el anion.
Por medio de titulaciones de RMN de H observaron que el desplazamiento a campo alto de los
grupos tosilmetilo era mas grande para el fluoruro que los otros aniones, por el incremento de la
densidad electrénica en el receptor, pues éste actia como acido Lewis en su interaccion con el
huésped anidnico. Asi se confirmd que 4 es mas selectivo a fluoruro lo que también se soporta con
los resultados de UV-Vis.*

Fig. 2.6. Complejo del receptor 4-anién

En relacion a sensores de metaloporfirinas para aniones usando el centro metalico coordinado al
nucleo tetrapirrolico, Sankar y colaboradores reportaron una metaloporfirina de cobalto (1) 5, no
planar deficientes de electrones, para la deteccion visual rapida de iones cianuro.

El reconocimiento de aniones se llevd a cabo en tolueno por absorcion UV-Vis con la adicion de los
aniones en forma de sales de tetrabutilamonio. La banda Soret del receptor 5 mostrd un
desplazamiento batocromico significativo con un cambio drastico de color por la adicion de iones

cianuro, mientras que con los otros aniones no se registraron dichos cambios. Fig. 2.7.
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La constante de unién del complejo 5-CN- fue de 77624 M- con relacién estequiométrica 1:1.(Fig.
2.8)%

— 5 con — 5 +F°
1.6 otros aniones . 540
—— 54Br
—_— 54
1.2 —— 5+0Ac’
5 con CN —— 5+HPO,
—— 54HSO,’
0.8 1 / i
— 5HCN
— 5+CIO
0.4- —— 5+NO;
—— 5+PF
0.0+

300 400 500 ,, 600 700 800
Fig. 2.7 Cambios de absorcién UV-Vis y colorimétricos de 5 tras la adicidn de sales de TBA* de los aniones
en tolueno.

Fig. 2.8 Posible mecanismo de deteccion del ion cianuro.

Hay pocas investigaciones sobre la extincion de la emision fluorescente de porfirinas por iones
yoduro, uno de ellos realizado por Steer y colaboradores en el 2010, consistié en estudiar las
propiedades fotofisicas dinamicas de la metaloporfirina soluble en agua tetra(4-sulfonato-
fenil)porfirina de zinc (ZnTPPS*), 6. Tras la adicion de iones yoduro a una solucién acuosa de 6, las
bandas de absorcion UV-Vis se ensancharon significativamente y se desplazaron ligeramente al
rojo, pero no se observaron puntos isosbésticos, dicho desplazamiento batocromico es ligeramente
mas grande para la banda Soret que para las Q ( dos bandas Q como consecuencia de la

coordinacion al zinc?*). Las bandas Q manifestaron un efecto hipercréomico.
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Entre todos los haluros, sélo los iones yoduro ocasionaron un apagamiento significativo de la
emision fluorescente de ZnTPPS*, concluyen que este anidn es un potencial agente de transferencia
electrénica. Estos estudios se llevaron a cabo en un medio de fuerza ionica constante (2.0-0 M
NaCl).

0.04
0.02 {
S 525 550 575 600 625

—
400 450 500 550 600 650

o g
a)
600
400
200
Fig. 2.9 Posible mecanismo de Sy
interaccion del ion yoduro con ] /
ZnTPPS* . 1000 +
0L
450 500 550 600 650 700
nm
b)

Fig. 2.10 Cambios en los espectros de a) absorcion y b) emisién de ZnTPPS* en solucién acuosa tras la
adicion de iones yoduro (0-2.0M) en una fuerza iénica constante (2.0 M NaCl). La expansion en el espectro b
muestra la banda de emision fluorescente débil S, en gran detalle.
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2. Quimiosensores para aniones basados en complejos de coordinacion tipo pinza
El desarrollo de sensores, sondas y reactivos que pueden detectar o monitorear aniones en medios
organicos 0 acuosos se ha convertido en una de las areas de investigacion mas activas dentro de la
quimica supramolecular.** Debido a la naturaleza 4cida de Lewis y catiénica de los iones metalicos
de transicion, y al hecho de que muchos de ellos exhiben propiedades interesantes en su quimica de
coordinacion y propiedades fotofisicas, su uso en la quimica supramolecular de aniones ha sido una

eleccion obvia en el desarrollo de nuevas estructuras supramoleculares, sondas y sensores. 3"

A lo largo de los afios, se han desarrollado muchos ejemplos excelentes de complejos de
coordinacion donde las diversas propiedades fotofisicas, como la absorcion, la emisién, el tiempo de
vida fluorescente y los rendimientos cuénticos se modulan en interacciones con los aniones.
Mientras que los primeros ejemplos reportados a menudo implicaban una simple interaccion
electrostatica entre tales complejos (anfitriones) y el huésped anidnico, el enfoque en los dltimos
afios se ha desplazado hacia el disefio de nuevos ligantes organicos funcionales que pueden
coordinar iones metalicos individuales o formar estructuras de autoensamblaje jerérquicas y de
orden superior. Esto también ha dado como resultado la formacion de complejos estables con iones
metélicos d que poseen unidades de union secundarias, como sitios de enlace de hidrégeno (amidas,
ureas, tioureas, etc.). Estos complejos pueden aumentar la afinidad de union y mejorar la

selectividad anionica, de manera sinérgica.*

En el periodo de 2011-2019 se desarroll6 una gran cantidad de tales ejemplos. En esta seccion solo
se enfoca en los complejos tipo pinza de iones metélicos d, que se pueden usar en los procesos de
deteccion de aniones bioldgicamente relevantes en solucién orgénica o acuosa. Asi mismo se
centrara principalmente en la deteccion basada en la coordinacion de aniones a través del

desplazamiento de ligantes débilmente unidos a complejos metalicos de transicion.

Para todos estos ejemplos, el proceso de reconocimiento de aniones da como resultado una
modulacion de sus propiedades en el estado fundamental (absorcion UV-Vis) o en el estado excitado

(emisidn de fluorescencia o fosforescencia).

2.1.Complejo tipo pinza
Un complejo pinza metalico de transicion es un tipo de complejo de coordinacion con ligantes
pinzas, los cuales son agentes quelantes que se unen fuertemente por tres sitios coplanares

adyacentes en una configuracion meridional.®® La inflexibilidad de la interaccion pinza-metal
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confiere una alta estabilidad térmica a los complejos resultantes. Esta estabilidad se atribuye en parte
a la geometria restringida de la pinza, que inhibe la ciclacion de los sustituyentes organicos en los
sitios donantes en cada extremo. Los sustituyentes organicos también definen una bolsa hidrofdbica
alrededor del sitio de coordinacion reactiva. Las aplicaciones estequiométricas y cataliticas de los
complejos de pinzas se han estudiado a un ritmo acelerado desde mediados de los afios setenta. La

mayoria de los ligandos pinza contienen fosfinas.

Los compuestos tipo pinza mas comunes son aquellos que contienen un anillo central tipo arilo con
dos sustituyentes en las posiciones orto respecto al carbono que forma el enlace con el metal. Estos
compuestos se forman por un enlace ¢ entre el carbono central del anillo arilo y el metal, con la
coordinacion de los atomos donadores en los sustituyentes para cerrar la pinza. Los atomos
donadores pueden ser N, P, O, S o Se. Para nombrarlos se utiliza el acrénimo ECE, donde la letra E

representa el atomo donador, de esta forma tenemos compuestos pinza NCN, PCP, etc. (Fig. 2.11) %

X—=E

X=CR,", 0
C—ML, E= NR,, PR,, SR, SeR
X—E

Fig. 2.11 Estructura quimica basica de un compuesto tipo pinza ECE.*

Los complejos de coordinacién metélicos tipo pinza han atraido mucha atencién en areas como la
catélisis, las ciencias de los materiales para el desarrollo de nuevos sistemas organometalicos
luminiscentes y magnéticos y, mas recientemente, en quimica médica, debido a sus excelentes
propiedades estructurales, electronicas y fotofisicas. Sin embargo, la deteccion dptica de un solo
analito y el reconocimiento de iones aun permanecen en gran parte inexplorados. En la Ultima
década se ha abordado con éxito la combinacion adecuada de ligantes organicos fluorescentes y/o
cromogénicos tipo pinza con centros metalicos de transicion, que contienen sitios de coordinacion
disponibles, capaces de unirse selectivamente con especies idnicas quimicas, bioldgicas vy
ambientales como haluros, pseudohaluros, oxianiones, nucledtidos, proteinas y el ADN en medios

competitivos. 4°
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En principio, los receptores basados en metales para la union selectiva de analitos pueden disefiarse
usando una combinacion de interacciones de enlace de hidrogeno, electrostatica y principalmente
enlaces de coordinacién capaces de producir cambios en sus propiedades facilmente monitoreadas,
tales como color, fotoluminiscencia y propiedades redox. Estos cambios Opticos pueden
interpretarse en términos de respuesta sensor-analito y su asociacion puede estudiarse desde una
perspectiva de reconocimiento molecular. Actualmente, la literatura presenta una gran cantidad de
receptores/sensores moleculares basados en croméforos/lumdéforos puramente orgénicos, y en menor

medida, complejos de coordinacion clésicos.

Los complejos metalicos de transicion tipo pinza son de interés en el analisis de bioimagen de
especies bio-activas como aniones, aminoacidos, proteinas, nucleétidos, ADN ya que su emision
puede discriminarse facilmente de la luz dispersa y la emision generalmente presente en muestras
bioldgicas y clinicas. Dichos complejos pueden prepararse directamente a partir de metales de
transicion de la segunda y tercera fila como platino, oro, iridio, paladio y rutenio con ligantes de
pinza estables del tipo (N~N”N) como derivados de terpiridina, (N"C”N), como 1,3 bis
(bencimidazolil) benceno, o derivados de 1,3-bis (piridina-2-il) benceno, y ligantes (P*"C”P) tales
como de tipo POCOP.

2.2. Ejemplos de quimiosensores para aniones basados en complejos tipo pinza
(EACE); (E=N, P)

Los compuestos metalicos EACAE pinza d® se han utilizado como nuevos quimiosensores
luminiscentes con excelentes propiedades de unién a especies anionicas (H2PO4, F, CI" y CN),
restos de nucle6tidos, vapor de SO> y &cidos inorganicos. Esta seccion destaca las aplicaciones de
deteccion para diferentes analitos que involucran interacciones no covalentes, enlaces de
coordinacion y procesos acido-base como desprotonacion basada en complejos de platino pinza
N~C”N y complejos de niquel POCOP.

Los compuestos fosforescentes de Pt (I1) y Pd (Il) son diferentes de los lumindforos organicos
debido a su caracteristico tiempo largo de emision (generalmente en el rango de milisegundos),
fuerte absorcion y grandes cambios de Stoke .El platino tiene una geometria de coordinacion
cuadrada plana con un eje axial descoordinado que puede ser ocupado por diferentes donantes de N,
O, S, haluros o aniones de pseudohaluro; todos estos ligandos pueden alterar significativamente el
estado fundamental y las propiedades en el estado excitado. Una ventaja de este tipo de compuestos
organometalicos (EAC"E) de pinza es la fuerte influencia trans del ligante fenilo. Este hecho es
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interesante porque se puede establecer facilmente un equilibrio quimico dinamico entre una
molécula de disolvente o un anion no coordinante y un huésped (Fig. 2.12) y su constante de union
se puede estimar por espectrofotometria de absorcién UV-Vis o de fluorescencia usando ecuaciones

isotérmicas de unién comunes. 4

hv; hvz
Fuerte / /

influencia.. ™ s
E E
ramns ] e |
/N =M\ —sol —— 7 N =N —X

Cambio en las
propiedades fotofisicas

M= Pt (II). Pd (II). Ni (II) , e
sol =solvente o anion no coordinate X"= analito neutro o anionico

E=N.P.5

Fig. 2.12 Equilibrio quimico dindmico entre una molécula solvente o anién no coordinante y un huésped
neutro o aniénico.

Por otro lado, es bien sabido que la emision de complejos de Pt (1I) y Pd (11) en estado sélido y
solucién depende en gran medida de la disposicion molecular de los ligantes (efecto electrénico y
estérico), interacciones intermoleculares (solvatacidn, reconocimiento iénico, interacciones Pt:--Pt),
temperatura y contra-iones. En este sentido, se puede lograr una amplia gama de longitudes de onda
de emision utilizando condiciones controladas y ligantes funcionalizados. La relacion entre las
propiedades estructura-fotofisica de una amplia gama de compuestos organometalicos de Pt (lI)
pinza E “C"E junto con sus aplicaciones en fotocatalisis, bioimagen y diodos emisores de luz ha
sido ampliamente estudiada.** Sin embargo, la literatura presenta solo unos pocos ejemplos de
sensores/receptores moleculares intrinsecos capaces de reconocer y detectar analitos selectivamente.

Los ejemplos se resumen a continuacion.

Dorazco-Gonzalez desarrollé un nuevo quimiosensor luminiscente selectivo para cloruro en medio
acuoso basado en el complejo 7 con formula general [Pt(N*C”N)(S)] TfO (N*C”~N=1,3-bis (2-N-
fenilbencimidazolil) benceno, S=disolvente y TfO =anion triflato. La adicion de cloruro en un rango
de concentracion milimolar apaga la fluorescencia en medios acuosos al 50% con DMF o CH3CN
con constantes de asociacion de 1.2x10° y 81 M, respectivamente. Por el contrario, en medio

micelar de hidrogenosulfato de cetiltrimetilamonio a pH 7.0, las adiciones de aniones inorganicos a
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7 incrementan la emision fluorescente con selectividad pronunciada hacia el cloruro, que muestra
una unién mucho mas estrecha al receptor con la constante de asociacion de 7.9x10* M? en
comparacion con las de las mezclas de los disolventes organicos. El equilibrio dindmico 7-cloruro
(Fig. 2.13) se establece en minutos. Sobre la base de los experimentos de titulacion de RMN de 'H y
estructura cristalina del cloro-complejo neutro 7.CI, se propone el modo de unién del cloruro, que
implica la coordinacion del cloruro al &tomo de Pt (II) con la formacion simultanea de contactos
cortos intramoleculares C-H---CI-Pt, 7.Cl (Fig. 2.13). La combinacion del complejo de platino
ciclometalado 7 con un surfactante cationico permite la deteccion de cloruro en el rango de

concentracion micromolar en muestras de agua mineral embotellada.*?

Fig. 2.13 a) Estructura quimica de los complejos pinza N*C”N platino (1) 7 utilizado como quimiosensores
luminiscentes para cloruro, 7 y su cloro-complejo 7.Cl. b) Fotografia de 7.Cl bajo radiacion UV.

Gong y Zhong sintetizaron un complejo simple neutro [Pt(N*C”N) CI] 8, funcionalizado con un
grupo amida y examinaron sus propiedades de absorcion y emision en diferentes disolventes en
respuesta a diversos aniones. La adicion de H2PO4™ a una solucién de 8 en acetonitrilo, genera un
cambio de color con un cambio de emision ratiométrica de una banda de emision verde a 537 nm a
una banda de emision roja a 680 nm. La deteccion cromogeénica es altamente selectiva para HoPO4
sobre otros aniones comunes, como haluros, acetato, nitrato y sulfato. Ademas, el complejo de
platino 8 muestra polimorfismo de emision de maultiples etapas en mezclas de CH3CN/H2O. La
deteccion colorimétrica se atribuye a la formacion de una interaccion de enlace de hidrogeno entre
H2PO4 y el grupo amida, esta interaccion se confirmé mediante analisis de RMN. En estado sélido,
este complejo de platino emite luz roja. Sin embargo, el material compuesto del complejo de platino

con H,POs~ muestra emisiones amarillas puramente monoméricas. 43
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- inCH,Cl, inCH,CN

a) b)
Fig. 2.14 a) Estructura quimica del complejo pinza N*C”N de platino (I1) 8, utilizado como quimiosensor
luminiscentes para H.PO, b) Fotografia de 8-H,PO, bajo radiacion UV 365nm.

Dorazco-Gonzalez y Morales-Morales disefiaron y sintetizaron tres complejos de Ni (I1) tipo pinza
POCOP: [NiCI{CsH2-4-OH-2,6-(OPPh2)2}], 9; [NiCI{Ce¢H2-4-OH-2,6-(OPtBu2)2}], y [NiCI{CsH>-
4-OH-2,6-(OPiPr2)2}], se estudiaron como sensores moleculares bifuncionales para aniones
inorganicos y acetato. (Fig. 2.15)

En CH3CN, el fluoruro genera un desplazamiento batocrémico con un cambio colorimétrico en los
tres complejos, con un encendido simultaneo de fluorescencia, este efecto dptico se basa en la
desprotonacién del grupo para-hidroxilo del ligante de POCOP. Por otro lado, en una solucién
acuosa neutra de 80% en volumen de CH3CN, las adiciones de cianuro producen un cambio de color
distintivo de amarillo a naranja, formando complejos muy estables con los tres receptores con log Ka
en el rango de 4.38-5.03 M y pronunciada selectividad sobre otros aniones comunes tales como
yoduro, fosfato y acetato. Ademas, el bromuro muestra un modesto cambio espectral y afinidad,
pero menor que el observado para el cianuro. (Fig. 2.16)

Con base a los experimentos de RMN de *H, titulaciones de absorcion UV-Vis, experimentos ESI-
MS, y la estructura cristalina del bromo-complejo neutro de 9, se propone que el cambio
colorimétrico implica un intercambio del ligante Cl'por CN" en el &tomo de Ni (11).

El sensor de Ni (I1) 9, permite la deteccion fluorescente selectiva de fluoruro con un limite de 5.66
umol L y la deteccion colorimétrica de cianuro en medio acuoso en el rango de concentracion

micromolar.*
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0 9.CN

Fig. 2.15 Complejo de niquel (II) tipo pinza POCOP utilizado como sensor bifuncional
colorimétrico/luminiscente para iones de cianuro y fluoruro 9 y su ciano-complejo 9.CN.

‘ 15 lOH' F CI  Br I AcO PFes SO42"' CN

| ——
N =

Fig. 2.16. Cambio de color de 9 (50 uM) en CH3sCN con la adicion de 3.0 equiv. de varios 'anione/'s.
9= cloro- complejo neutro, [NiCI{CsH,-4-OH-2,6-(OPPh,) 2}].
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3. Quimiosensores para tioles bioldgicos
Zhou y colaboradores reportaron un complejo de platino (1I) Pt(phen)C=C¢HsCHO, 10, que
funciond como quimiodosimetro fosforescente altamente selectivo para cisteina (Cys) y
homocisteina (Hcy).La adicion de Hey y Cys a 10 en una solucién CH3CN-H20 4:1 (v/v) (pH 7.2)
produce una disminucion gradual de la banda de absorcion a 330 nm y un aumento de la banda
centrada a 270 nm. Por otro lado, la banda de emision de 10 se desplazé al rojo de 510 a 555 nm en
presencia de Cys y Hcy con una variacién de color luminiscente de verde a naranja. Para validar la
selectividad de 10 a Cys y Hcy, otros aminoacidos naturales se estudiaron, incluidos His, Leu, Asp,
Arg, Tyr, Thr, Pro, Iso, Leu, Try, Met, Val, Ala, Phe, Glu-ine, Glu, Ser , Hyd, Lys y Gly y no
produjeron cambios en los espectros de emision. EI cambio de emision se atribuye a la formacion de
un anillo de tiazonano a través de una reaccion selectiva del grupo aldehido del complejo de platino

(11) con las Cys y Hey (Fig. 2.17), comprobandose con los estudios de RMN de!H.*
S
CHO }COOH
H

HS

H
N
CHO
COOH
10 Ve

Fig. 2.17 Reaccion propuesta entre el complejo de platino (I1) 10 y cisteina.

Ruan y sus colegas desarrollaron un nuevo método basado en la agregacion de perileno bisimida 11,
mediada por Hg?* para la deteccion altamente sensible de aminoéacidos con grupos tioles (Fig. 2.18).
Este sistema se baso en el conjunto quimico no covalente 11-Hg?*. Cuando se llevé a cabo la
titulacion de 11 en DMF: H2O 9:1 (v/v) con concentraciones crecientes de Hg?*, la fluorescencia a
532 nm disminuyé gradualmente y se apagd casi por completo, pero tras la adicion de Cys, la
fluorescencia se restablecid. Dada la interaccién Hg-S mucho mas fuerte en comparacion con la de
Hg-N, los agregados no fluorescentes 11-Hg?* se disociaron en mondmeros en presencia de Cys.
(Fig.x). El conjunto 11-Hg?* se probé con otros 19 aminoacidos naturales, Hcy, GSH, DTT, 4cido
mercaptoacético (MMA) y 2 mercaptoetilamina (MEA). Como se esperaba, solo los aminoacidos
gue contienen tiol fueron capaces de dar una respuesta fluorescente. El limite de deteccion para la

cisteina fue de 9.6 nM.*6
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Fig. 2.18 Representacion sistematica de la deteccion de cisteina con 11-Hg?*

Yin y colaboradores informaron una estrategia para determinar la presencia de aminoacidos con
grupos tioles, simplemente ensamblando cloruro de cobre y naranja de xilenol (3,30-bis [N, N-bis
(carboximetil) aminometil] -o-cresolsulfoneftaleina sal trisédica; XO) en relacién molar 1:1 en
solucion acuosa cuasi-fisiologica de pH 6.0. EI complejo Cu?*—XO0, 12, fue altamente selectivo para
especies de tioles como cisteina, homocisteina y glutation sin interferencia de otros aminoacidos
pudiendo detectarlos cuantitativamente en el rango de 10 a 200 pM con una relacion lineal y
absorbancia molar promedio constante de 6530 L molicm™ en agua pura. Todo el proceso de
reconocimiento del tioles da lugar a un rapido cambio visual del color de rojo pdrpura a amarillo.

Los autores sugieren el mecanismo de deteccion como sigue: el complejo Cu?*—XO tiene
coordinados 4 grupos que son fenoxi, dos oxigenos carboxilatos y una molécula de agua. Un
tiolamino&cido, como la cisteina puede coordinarse con cationes metalicos a través de sus grupos
funcionales: tiol (-SH), amina (—NH2) y carboxilato (-COQ), en este experimento a pH de 6.0,
existe principalmente como NH3*/SH/COQO", y solo sus fuertes grupos nucleéfilos tiol (-SH) y
carboxilato (-COQO") podrian participar en la formacion del complejo metalico. Como resultado,
descubrieron que la relacion de estequiometria 6ptima de Cys:Cu?* era 4: 1, por lo que se propuso el
complejo de asociacion Cu?*-Cyss mostrado en la Fig. 2.19 con estructura octaédrica distorsionada.
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Con la adicion de Cys, se llevaria a cabo la competencia por los iones Cu?* entre Cys y XO. En este
sentido, el indicador XO se libera del complejo de Cu?*—XO, cuando la cisteina se coordina con un
ion de Cu?* para formar el complejo Cu?*-Cyss (Fig. 2.19), razon principal del cambio de color. Las
constantes de asociacion se calcularon por titulaciones espectrofotométricas UV-Vis, resultaron de
2.41x10% M para Cu?*—X0 y 1.07x10%*® M “*para Cu?*-Cyss.*’

Formal
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Fig. 2.19. Mecanismo propuesto para la determinacion de cisteina usando el sistema Cu?*~XO 12, en un
medio acuoso cuasi-fisiolégico de pH 6.0.

Zhang y colaboradores prepararon un sensor luminiscente basado en el complejo de rutenio (I1) 13,
para el reconocimiento selectivo de Cys y Hcy en el rango de concentraciéon de 15-180 mM. Una
solucion de 13 en DMSO: H>0 9:1 v/v tamponada a pH 7.0, mostré una emision muy débil MLCT
a 720 nm (Aexc 485 nm) debido a la presencia de los grupos aldehidos electro-atractores que
extinguieron la emision. Sin embargo, la adicion de Cys y Hcy inducen un cambio hipsocrémico
importante (de 720 a 635 nm) con un incremento en la intensidad de emision. Estos cambios se
atribuyen a la reaccion de los aldehidos con Cys u Hcy, produciendo los correspondientes
heterociclos tiazolina-tiazinano donadores de electrones (Fig. 2.20). Los limites de deteccion

calculados fueron de 1.41 uM y 1.19 uM para Cys y Hcy, respectivamente. La adicion de Gly, Leu,
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Asp, Pro, Arg, Lys, Tyr, Val, GSH, Thr, Ser, Ala, His, Met y Trp no inducen cambios

significativos.*®

|
~ A~ HOOC N
AN N H,N  SH -

-
T ) Cys (n=1) |
| ' Hey (n=2) s
QHC 7/
HO
HOOC
Sin emision Emision encendida fuerte

Fig. 2.20Reaccién de la deteccion de cisteina y homocisteina con el complejo de rutenio (1), 13.
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HIPOTESIS
Dos sistemas moleculares basados en una porfirina cationica y complejos organometélicos tipo

pinza de paladio (I1)-POCOP pueden funcionar como quimiosensores fluorescentes y cromogénicos

para la multi-deteccion selectiva de halogenuros y cianuro; adicionalmente los complejos de Pd (1)

pueden reconocer tioles bioldgicos.

OBJETIVOS
General

Sintetizar y evaluar una porfirina cationica como quimiosensor fluorescente para aniones en medio

acuoso y evaluar dos complejos organometalicos tipo pinza POCOP de paladio (1) para la unién

selectiva de aniones y tioles biolégicos.

Especificos

1.

Sintetizar, purificar y caracterizar una sal de triflato de la porfirina tetra-cationica
(5,10,15,20-Tetra(4-piridil)-21H,23H-porfirina), 1.0Tf.

Estudiar las propiedades fotofisicas de absorcion UV-Vis y de emision fluorescente de la
porfirina 1.0Tf en medio acuoso a pH 7.4 y de los dos complejos tipo pinza POCOP de
paladio (I1) (2Tbu.Cly 31s0.Cl) en acetonitrilo y otros solventes inorganicos.

Realizar estudios de reconocimiento molecular de la porfirina 1.OTf en medio acuoso a pH
7.4 con aniones inorganicos y acetato

Realizar cristalizaciones de la porfirina 1.0Tf en disolventes préticos para obtener
monocristales adecuados para la difraccion de rayos-X.

Realizar estudios de reconocimiento molecular de los dos complejos tipo pinza POCOP de
paladio (II) (2Tbu.Cl y 3ls0.Cl) con una serie de analitos biol6gicos: aniones (en
acetonitrilo) y tioles (medio micelar acuoso - CTAB 5.0mM/ MOPS 10.0mM, pH=7.4).
Llevar a cabo la cristalizacion de los dos complejos tipo pinza POCOP de paladio (II) con
cianuro de tetrabutilamonio en acetonitrilo.

Determinar las constantes de asociacion entre los dos sistemas moleculares mencionados y
los analitos por medios de titulaciones espectroscopicas (absorcion UV-Vis, emision
fluorescente y RMN de H).

38



Capitulo 3 Desarrollo Experimental

Capitulo 3 Desarrollo experimental

1. Reactivos y disolventes
Todos los reactivos para las sintesis y estudios espectroscopicos fueron de grado analitico y sin
purificacion  previa.  5,10,15,20-tetra(4-piridil)-21H,23H-porfirina  (Sigma-Aldrich  97%),
dimetilformamida anhidra (99,8%), bromuro de bencilo (98%), acetato de etilo (99,8%), metanol
anhidro (99,8%), triflato de plata (98%). Los disolventes se purificaron y se secaron usando
procedimientos estandar. Agente de filtro Celite® 540. Malla molecular ACS (>97.0%).

Reactivos analitos (Sigma-Aldrich): acetato de sodio (>98.0%), bromuro de sodio (>98.0%), cloruro
de sodio (>99.0%), cianuro de sodio (>97.0%), fluoruro de sodio ( >98.0%), fosfato de sodio
monobadsico dihidrato (>99.0%), bicarbonato de sodio (=99.7%), nitrato de sodio (>99.0%), sulfato
de sodio anhidro (>99.0%), yoduro de sodio (99.99%), cianuro de tetrabutilamonio (>95.0%),
solucion de hidroxido de tetrabutilamonio (40 wt. % en H»0), solucion de fluoruro de
tetrabutilamonio (1.0M en THF), acetato de tetraetilamonio tetrahidratado (>99.0%), fosfato
monobasico de tetrabutilamonio (>99.0%), cloruro de tetrabutilamonio (>99.0%), bromuro de
tetrabutilamonio (>99.0%), yoduro de tetrabutilamonio (>99.0%), hidrogeno-sulfato de
tetrabutilamonio (97.0%), nitrato de tetrabutilamonio (97.0%). L-Cisteina (97.0%), DL-
Homocisteina (>95.0%), L-glutation reducido (>98.0%), N-Acetil-L-cisteina (>99.0%).

Reactivo buffer (Sigma-Aldrich): MOPS (acido 4-morfolinopropanosulfénico >99.5%). Reactivo
surfactante (Sigma-Aldrich): CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio >99.0%). Las soluciones

tampon MOPS se prepararon ajustando el pH con NaOH a los valores deseados con agua destilada.

2. Instrumentacion
Estudios cristalogréaficos de 1.Br, 1.0Tf, 2Tbu.CN y 31s0.CN

Los cristales de 1.Br, 1.0Tf, 2Tbu.CN y 31s0.CN se analizaron con el difractémetro Bruker APEX
Il a 100K, usando radiacion de Cu con un detector de area CCD (AcuK.=1.5418 A) de una fuente
Incoatec ImuS y un monocromador optico Helios. Los cristales adecuados se recubrieron con aceite
de hidrocarburo, se recogieron con un bucle de nylon y se montaron en la corriente de nitrégeno frio
del difractometro. Las estructuras se resolvieron mediante el uso de fases intrinsecas (SHELXT) y se
refinaron con una matriz completa de minimos cuadrados en F2 utilizando GUI de shelXle. Los

atomos de hidrogeno de los enlaces C—H se colocaron en posiciones idealizadas, mientras que los
39



Capitulo 3 Desarrollo Experimental
atomos de hidrogeno de los motivos N-H se localizaron de la diferencia del mapa de la densidad
electrénica y se refinaron isotropicamente con Uiso (H)=1.5 y 1.2 Ueq para N. Los atomos de H
unidos a los 4&tomos de C fueron colocados en posiciones geométricamente idealizadas y refinados
en sus atomos primarios, con C-H=0.95 A para grupos aromaticos y C—-H=0.99 A para grupos
metileno con Uiso (H)=1.2Ugq. Los graficos moleculares se prepararon utilizando ORTEP, Mercury,
POV-RAY y GIMP. El modelo refinado muestra picos de densidad electronica residual alta,
posiblemente debido a una mezcla de solventes de cristalizacion (metanol y agua) en diferentes
posiciones desordenadas que no fue posible modelar, por lo que fue necesario usar el programa
Platon Squeeze eliminando 2 Picos de 12 electrones en 27 angstroms cubicos cada uno. EIl pico de
densidad electrdnica residual que se encontrd en el centro del anillo de porfirina en un centro de

inversion cristalografico no se pudo modelar.
Estudios de RMN de *H, 13C, 1°F, 31P y espectometria de masas.

Los espectros de RMN *H, 3C, 1°F y 3P se realizaron en un espectrometro Bruker Advance DPX
300 MHz. Los espectros de masas se obtuvieron por las técnicas: ionizacién por electrospray
positivo ESI™ (equipo Bruker Micro TOF Il.), MALDI-TOF (Bruker Daltonics flexAnalysis),
ionizacién quimica Cl (Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus).

Mediciones de emision fluorescente, de absorcion UV-Visy de RMN.

Los espectros de emision se realizaron en un espectrofotometro Cary Eclipse Agilent equipado con
un soporte de celdas termostatizado y una lampara de xendn. Las mediciones de absorcion UV-Vis
se obtuvieron en un espectrofotometro Cary Agilent 100 UV-Vis. Para los experimentos de
titulacion de RMN 'H se emplearon los espectrometros Bruker Advanced de 300 MHz y Bruker
Avance |11 400 MHz usando como disolventes DMSO-ds, D2O y CD3CN.

Estudios Teoricos y Experimentales de la interaccion de 1.OTf con yoduro

Los célculos de Teoria Funcional de Densidad (DFT) en el nivel teérico B3LYP/ lanl2dz se llevaron
a cabo para obtener una idea de la estructura electrénica del complejo 1.0Tf-yoduro, asi como para
calcular su energia de interaccion y asi establecer la naturaleza de su enlace. Todos los calculos se
realizaron con el conjunto de programas Gaussian 09 Rev. D2 y las energias de interaccion se
calcularon bajo el formalismo de Natural Bond Orbitals (NBO) con el programa NBO3.1

proporcionado en el conjunto mencionado.
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Mediciones de fluorescencia de tiempo de vida media de 1.OTf

Se us6 un sistema de conteo de fotones individuales correlacionados en el tiempo (TCSPC)
acoplado a un microscopio confocal hecho a la medida para adquirir los tiempos de vida de la
fluorescencia. Un laser de picosegundo a 405 nm pulsado a 10 MHz (LDH-D-C 405, PicoQuant) se
enfoco en una celda de cuarzo de 1 cm con el objetivo de microscopio 0.25 NA. La fluorescencia
recogida con el mismo objetivo pasé a través de un espejo dicroico de paso largo de 485 nm
(Chroma T510Ipxrxt), un filtro de muesca de 405 nm (Chroma ZET405nf), un filtro de emisién de
paso largo de 425 nm (Chroma ET425Ip) y se enfoco a un fotodiodo de avalancha (PD-050-CTE,
MPD). EI controlador laser (PDL-800-D, PicoQuant) y el APD se conectaron a una tarjeta TCSPC
(PicoHarp 300, PicoQuant). El poder de la irradiacién se controld para obtener menos del 1% de los
eventos de deteccion para evitar los efectos de acumulacién en la grafica registrada. Se us6 Allura
Red (estdndar analitico Sigma-Aldrich) para obtener el IRF en las mismas condiciones de
irradiacion. Todos los datos fueron obtenidos y tratados en el software SymphoTime 64
(PicoQuant).

3. Sintesis y caracterizacion de la sal triflato de 5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-
21H,23H-porfirina, 1.0Tf
La sintesis del sensor 1.OTf consta de dos reacciones, la primera corresponde a la bencilacion para

cuaternizar las cuatro piridinas en las posiciones meso de la porfirina, la segunda reaccion es el
intercambio i6nico con triflato de plata.

Se pesaron 99.7 mg de 5,10,15,20-Tetra(4-piridil)-21H,23H-porfina (0.161 mmol) y se disolvieron
en 30 ml de dimetilformamida seca en un matraz bola de 100 ml previsto de agitacion a una
temperatura de 70°C. Se le adicionaron 200uL de bromuro de bencilo (1.68 mmol) y se llevé a
reflujo durante 24 horas a temperatura de 80 °C en un bafo de sal. El solvente se elimind a presion
reducida y se obtuvo un polvo brillante color marrén-violeta, el cual se lavo tres veces en un sistema
de acetato de etilo y metanol 9:1, mediante agitacion y temperatura de 80°C, durante hora y media y
se filtré al vacio en 24 horas; asi se obtuvo la sal bromuro de 5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-
21H,23H-porfirina, 1.Br, un polvo color marron con un rendimiento del 90%.

Posteriormente se realiz6 la reaccion de intercambio i6nico, se pesaron 52 mg de la sal bromuro de
5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-21H,23H-porfirina (0.03mmol) y se disolvieron en 100 ml de
metanol a una temperatura de 80°C, se le adicionaron 39.0 mg de triflato de plata (0.15mmol- 4.1
equiv.) ya disueltos en 3 ml de metanol, la reaccion se dejo 24 horas de agitacion a 80°C, al abrigo

de la luz. Para separar el precipitado de bromuro de plata formado se ocupd una columna de celita,
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obteniendo la sal triflato de la porfirina en solucion, el solvente se elimin6é a presion reducida,
consiguiendo un polvo oscuro. Dicho producto se volvio a lavar tres veces en el sistema de acetato
de etilo: metanol 9:1 con las mismas condiciones mencionadas en el lavado anterior. Se obtuvo un

polvo color marrén con rendimiento del 80%. (Fig. 3.1)

e

Bromuro de Bencilo
10 equiv. »
DMF
80°C/24h Reflujo

5,10,15,20-Tetra(4-piridil) porfirina
1 equiv.

Sal bromuro
5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-2 1H,23H-porfirina, 1.Br

Il
F;C— ﬁ —OAg
.. 0
Triflato de plata
4.1 equivalentes
MeOH
80°C / 24h
Sal bromuro de
5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-2 1H,23H-porfirina, Sal de triflato de
1.Br 5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-21H,23H-porfirina, 1.0Tf

Fig. 3.1Sintesis de la sal triflato de 5,10,15,20-tetra(4-bencilpiridinio)-21H,23H-porfirina, 1.0Tf.
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Caracterizacion de 1.0Tf

RMN !H (300 MHz, 25°C, DMSO-ds) 6 9.70 (d, J=6.3Hz, 8H), 9.24 (s, 8H, H pirrol), 9.06 (d, J=
6.2 Hz, 8H), 7.92 (d, J=7.0 Hz, 8H), 7.63 (m, 12H), 6.28 (s, 8H, H metileno), -3.50 (s, 2H, NH)
RMN 13C (75 MHz, 25°C, DMSO-ds) 8§ 156.79, 143.54, 143.47, 133.99, 132.88, 129.56, 129.33,
117.46, 115.80, 63.24 (una sefial no fue detectada).

RMN °F (282 MHz, 25°C, DMSO-d6) & -77.75.

MS-ESI ®): [1+(OTf)3] "= 1430.30 m/z

IR-ATR (cm1): 3268 (w, N-H), 3114 (w, Ar-H), 1668 (s, br, C=C, C=N+), 1666 (m, Ar-H), 1610
(m, Ar-H), 1564 (m, br), 1240 (s, OTf -), 1092 (s), 805 (m), 740 (m).

Analisis elemental: Calculado: C72HssF12NsO12S4: C, 54.75; H, 3.45; N, 7.09.

Experimental: C, 54.73; H, 3.48, N, 7.07.

4. Estudios de reconocimiento molecular
Los estudios de reconocimiento molecular se siguieron mediante tres métodos: espectroscopia UV-

Vis, de emision fluorescente y por RMN de *H.

4.1. Titulaciones de emisién fluorescente de 1.OTf con aniones como sales de sodio.
En una celda de cuarzo se prepar62.5 ml de una solucion acuosa tamponada de 1.0Tf con

concentracion 4.0uM (MOPS 40 mM, pH=7.4) para proceder a la adicion de alicuotas de soluciones
stock de los aniones como sales de sodio (0.1 mM para yoduro de sodio y 20.0 mM para el resto de
los aniones). Después de dichas adiciones, las soluciones se estabilizaron durante 2.0 minutos a

temperatura ambiente antes de obtener el espectro de emision (Aexc= 430nm).

4.2. Titulaciones de absorcion UV-Vis de 1.0OTf con aniones como sales de sodio.
Los espectros de absorcion se registraron después de adicionar alicuotas de soluciones de los

aniones (200.0puM) a una solucion acuosa tamponada de 1.0Tf (4.0uM) (MOPS 40 mM, pH=7.4).
El experimento de titulacion de 1.0Tf con yoduro de sodio se llevo a cabo mediante la adicion

consecutiva de una solucidn stock acuosa de dicho anion (5.0 mM).

4.3.Titulaciones de RMN 'H de 1.0Tf con Nal
En un tubo de RMN se prepar0 una solucion de 1.0Tf con concentracion 5.0mM en un sistema

DMSO-de/D20 (1/1, viv) y se le agregaron alicuotas de una solucion de yoduro de sodio (0.1 M)

preparado en el mismo sistema.
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4.4.Titulaciones de absorcion UV-Vis y emision fluorescente de 2Tbu.Cl y 31s0.Cl con
aniones como sales de TBA™.
Se prepard en una celda de cuarzo 2.5 ml de una solucion de2Tbu.Clen CHsCN, con concentracion

100.0uM para proceder a la adicion de alicuotas de soluciones stock de los aniones como sales de
tetrabutilamonio con concentracion 31.2mM. Después de dichas adiciones, las soluciones se
estabilizaron durante 3.0 minutos a temperatura ambiente antes de obtener el espectro de absorcion
UV-vis y consecutivamente el de emision (las longitudes de onda de excitacion corresponden al

maximo de absorbancia u punto isoshéstico, segun sea el caso).
Se realizé el mismo procedimiento para 31s0.Cl

4.5.Titulaciones de absorcion UV-vis y emision fluorescente de 2Tbu.Cl con los tioles
bioldgicos.
En una celda de cuarzo se preparé 2.5 ml de una solucion de 2Tbu.Cl con concentracion 100.0uM

en medio acuoso tamponado micelar (bromuro de cetiltrimetilamonioCTAB, 5.0mM/MOPS
10.0mM, pH=7.4) para la adicion de alicuotas de soluciones stock de los tioles bioldgicos: cisteina
(Cys), glutation (GSH), homocisteina (Hcy) y N-Acetyl cisteina (NAC), todos con concentracion
31.2mM. Después de dichas adiciones, las soluciones se estabilizaron durante 3.0 minutos a
temperatura ambiente para obtener el espectro de absorcion UV-vis y consecutivamente el de
emisién (las longitudes de onda de excitacion corresponden al maximo de absorbancia u punto

isosbéstico, segun sea el caso).

Para todas las titulaciones de 1.0Tf, 2Tbu.Cl y 31s0.Cl por UV-vis, emisién y RMN de H, los
datos experimentales se ajustaron a las ecuaciones correspondientes mediante regresion de minimos

cuadrados no lineales con MicroLab Origin 8.6 y los programas HySpec.

5. Obtencion de monocristales
Una solucién de 1.Br en metanol se dispuso a 70°C por 30 minutos, se dejo a evaporacion lenta y se
obtuvieron monocristales adecuados para la difraccién de rayos X, de la misma forma se cristalizd
1.0Tf pero en un sistema MeOH:H-0, 1:1.

El monocristal del ciano-complejo 2Thbu.CN se obtuvo mediante el siguiente procedimiento: se pesé
30.0 mg del cloro-complejo 2Tbu.Cl para disoverlo en 5.0 ml de CH3CN con posterior adicién de
1.1 equiv. de cianuro de tetrabutilamonio, se sometio a reaccion por microondas a 80.0°C por una

hora y se cristaliz6 por evaporacion lenta. EI mismo procedimiento result6 para 31s0.CN.
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Capitulo 4 Resultados y discusion del qguimiosensor basado en porfirina 1.0Tf
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A continuacion se muestran los resultados mas relevantes enfocados a la caracterizacion
espectroscopica de la porfirina tetra-cationica 1.0Tf, asi como sus estudios de reconocimiento

molecular para aniones inorganicos y acetato en medio acuoso a pH 7.4.

El capitulo esta dividido en cinco secciones; la primera se refiere a la caracterizacion de la porfirina
1.0Tf por técnicas espectroscépicas; en la segunda se hace un andlisis estructural en estado solido
de los monocristales obtenidos de la porfirina en forma de sal bromuro 1.Br y en forma de sal
triflato 1.0Tf; el reconocimiento molecular y deteccion de aniones por la porfirina 1.OTf se describe
en la tercer seccion; en la cuarta seccién se exponen los tiempos de vida media y rendimiento
cuantico de 1.0Tf ya que presenta fluorescencia y finalmente en la quinta seccion se redacta de

forma breve los estudios tedricos DFT acerca de la interaccion de 1.0Tf con el ion yoduro.
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1. Caracterizacion espectroscopica del sensor 1.OTf
La caracterizacion de 1.0Tf se realiz6 mediante RMN de: 'H, °C, °F; MS-ESI®); IR-ATR y

analisis elemental.

RMN de H

El espectro de RMN de 'H de 1.0Tf de la Fig. 4.1 muestra los 54 hidrogenos totales de la molécula.
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Fig.4.1Espectro de RMN *H de 1.0Tf en DMSO-ds, 300 MHz.
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El sistema central © de conjugacion proporciona a la porfirina una fuerte corriente de electrones en
el macrociclo que causa apantallamiento en los hidrogenos —NH de los pirroles localizados en su
interior provocando una intensa proteccion desplazandolos a campo alto de -3.09 ppm (1), la sefial

integra para los dos hidrdgenos y confirma que 1.0Tf es una porfirina de base libre.

Los ocho hidrogenos de los C-H pirrdlicos (2) en principio no son equivalentes, sin embargo, debido
al rapido movimiento (dentro de la escala de tiempos de RMN) que ocurre a temperatura ambiente
sus sefiales se promedian y solo se observa una sefial singulete a campo bajo de 9.24 ppm ya que

estos estan desprotegidos por el efecto de conjugacién del anillo.

La sefial a mayor campo bajo es un doblete en 9.71 ppm y corresponde a los hidrogenos en posicién
orto al nitrdgeno con carga positiva del piridinio (4) debido al efecto electroatractor de este mismo;

el doblete a 9.07 ppm corresponde a los hidrégenos en posicion meta (3).

Los ocho hidrégenos de los metilenos -CH»- (5) se encuentran como una sefial singulete en 6.27
ppm, relativamente a campo mas bajo por la fuerza electroatractora de los nitrdgenos con carga
positiva. El grupo fenilo se presenta en dos sefiales: un doblete de los hidrogenos adyacentes al
carbono ipso a 7.94 ppm (6) y un multiplete en 7.65 ppm perteneciente a los hidrégenos restantes 7-

8. En la Fig. 4.2 se muestra la expansion del espectro de 5.8 a 9.8 ppm.
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Fig. 4.2 Expansion del espectro de RMN de H de 1.0Tf , DMSO ds. 300 MHz.

48



Capitulo 4 Resultados y discusion del quimiosensor 1.0Tf
RMN de 3C
Para explicar el espectro de RMN de 3C de 1.0Tf se usard el sistema de numeracion y

nomenclatura Fisher de las porfirinas.

B
\
) NH N » Carbono o
z 0 ¢ Carbono B
=N HN g Carbono meso
o]

Fig. 4.3 Sistema Fischer para el anillo de la porfirina.

En la Fig. 4.4 se muestra el espectro de RMN de!3C de 1.0Tf. Se ha reportado que porfirinas meso-
tetrasustituidas presentan sefiales de sus carbonos a y B de baja intensidad y anchas. Dado que éste
efecto es ausente en metaloporfirinas y porfirinas dianionicas, se propuso que se debe al
tautomerismo NH entre los sitios oy B de porfirinas de base libre, reflejandose mas en los carbonos

a, que en muchos casos estan cerca de la coalescencia a temperatura ambiente y no llegan a

49
detectarse.
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Fig. 4.4 Espectro de RMN de **C de 1.0Tf en DMSO ds. 300 MHz.
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Para el caso de 1.0Tf los carbonos P se asignan a las sefiales con desplazamientos entre 129.33 y
133.99 ppm, las cuales se traslapan con los carbonos del fragmento de bencilpiridinio; la sefial en
132.88 ppm se observa ancha por el tautomerismo NH mencionado.
Los carbonos a se encuentran desplazados a campo mas bajo que los B, por lo tanto la sefal ancha
en 143.54 ppm se les asigna.
Los carbonos meso se sitlan en 117.48 ppm, sefial de minima intensidad por la naturaleza de
carbonos cuaternarios.*
Finalmente, los carbonos de lo metilenos puente entre el fenilo y piridinio se presentan en 63.23

ppm, relativamente a campo bajo porque son adyacentes al nitrégeno con carga positiva.

RMN de 1°F
El espectro de RMN de °F para 1.0Tf muestra la sefial tipica del anion triflato como contranion en

-77.75 ppm en DMSO ds, demostrando que es la Gnica especie con fldor presente.

=

R
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PR
Fig. 4.5 Espectro de RMN de '°F de 1.0Tf en DMSO dg. 300 MHz.

Espectroscopia de masas de lonizacion por electrospray ESI )
La ionizacion por electrospray (ESI) es una técnica de espectrometria de masas en la cual los
analitos son ionizados para adquirir cargas positivas o negativas, luego un electrospray utiliza

energia eléctrica para transferir los iones en solucion a fase gaseosa para que lleguen a diferentes
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partes del detector de acuerdo a masa/carga (m/z). Es una técnica de "ionizacion suave ', ya que hay
muy poca fragmentacion. Esto es ventajoso en el sentido de que siempre se observa el ion molecular
% Por éstas razones se usé esta técnica para caracterizar a 1.0Tf.
1.0Tf al ser analizado por ESI® se convierte en una especie catidnica con tres iones triflato con una
relacién m/z de 1430.3, Fig. 4.6.

Intens. | M8, 152 2min #(86-129)
5000:
] 1430,304092

4000-
3000-
2000-
1000-

i 135531"125396 1380320784 1412.318298 Jw

U..ll.“......‘...".“‘"-......"‘.'...‘..‘Ll.“*-..‘..........

1350 1380 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 miz

Fig. 4.6 Espectro de masas (ESI *) de 1.0Tf en MeOH.

Analisis Elemental

C72H54F12Ng012S4

Teorico: C, 54.75; H, 3.45; N, 7.09
Experimental: C, 54.73; H, 3.48, N, 7.07.

IR-ATR

1.0Tf (cm™): 3268 (w, N-H), 3114 (w, Ar-H), 1668 (s, br, C=C, C=N+), 1666 (m, Ar-H), 1610 (m,
Ar-H), 1564 (m, br), 1240 (s, OTf -), 1092 (s), 805 (m), 740 (m).

1.Br (cm™): 3409 (w, N-H), 3027 (w, Ar-H), 1633 (s, br, C=C, C=N+),1442 (m, br), 977 (m), 721
(m).
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2. Anadlisis estructural por difraccion de rayos X de monocristal

En ésta seccion se describen las estructuras cristalinas por difraccion de rayos X de monocristal de

1.Br y 1.0Tf, en la Tabla 4.1 se presentan sus datos cristalograficos y de refinamiento mas

importantes.

Tabla 4.1. Datos Cristalogréficos y de refinamiento de 1.Br y 1.0Tf

1.Br 1.0Tf
Formula Empirica Ces Hsa Bra Ng C72 He1F12 Ng O16 S4
Peso molecular 1302.83 g/mol 1655.21 g/mol
Temperatura 100(2) K 293(2) K
Sistema Cristalino Triclinico Monoclinico
Grupo Espacial P-1 P2/c
a 8.7177(3) A 10.4506(4) A
b 13.1930(4) A 15.6166(6) A
c 13.7243(4) A 22.3537(9) A
a 84.8884(15)° 90°
B 82.3931(16)° 90.417(2)°
v 83.5311(18)° 90°
Volumen 1550.20(8) A3 3648.1(2) A3
Z 1 2
Densidad (calculada) 1.396 Mg/m3 1.507 Mg/m3
Coeficiente Absorcion 3.531 mm-1 2177 mm-1
F(000) 658 1703
Tamafio del cristal 0.089 x 0.077 x 0.063 0.487 x 0.285 x 0.150 mm3
mm3
Rangos de indice -10<=h<=9, -16<=k<=15, -12<=h<=12, -18<=k<=18, -
16<=1<=16 26<=1<=26
Reflexiones 26847 50051

Reflexiones independientes

5720 [R(int) = 0.0270]

6684 [R(int) = 0.0348]

Método de Refinamiento

Full-matrix least-squares on F2

Bondad de ajuste en F2

1.035

1.036

indicesR[I>2sigma(l)]

R1=0.0584,wR2 =0.1510

R1 = 0.0440, wR2 = 0.1264
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2.1.Estructura cristalina 1.Br

El compuesto 1.Br cristalizé en el sistema triclinico en el grupo espacial P-1 (Fig. 4.7) Los datos
cristalogréficos y de refinamiento estan en la Tabla 4.1. La unidad asimétrica contiene la mitad de la
molécula de porfirina y dos atomos de bromuro que presentan un desorden ocupacional en seis
coordenadas diferentes, la ocupacion de los atomos de bromuro es 55.95%, 50.79%, 50.90%,
32.85%, 5% y 4.51%, los cuatro atomos de bromuro con ocupacién mayoritaria se muestran en la
Fig. 4.7. El macrociclo de tetrapirrol es plano; los anillos piridinio unidos a los metilenos en la
porfirina se colocan en dos disposiciones diferentes. El primer anillo piridinio forma una disposicion
casi ortogonal entre el plano formado por la porfirina y el anillo piridinio, con un angulo entre
planos de 81.3°, mientras que el segundo anillo de piridinio forma un 4ngulo entre planos de 57.3°.
Los atomos de hidrogeno N-H en el nucleo de la porfirina forman interacciones de enlace de

hidrégeno intramolecular con el &tomo de nitrégeno de los pirroles no protonados.

}‘ <
N

Fig. 4.7. Vista en perspectiva de la estructura molecular de 1.Br. Los elipsoides se dibujan al nivel de
probabilidad del 50%, cddigo de simetria para i: 1-x, -y, -z.
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Los resultados cristalograficos para 1.Br en el empaquetamiento muestran contactos cortos
4CH---Brl y 5CH---Brl" alrededor de las cargas positivas (N*-CH>-) con distancias H---Br en el
intervalo de 2.765 a 3.036 A (Fig. 4.8).

Bi1
5,
4
Vg '
1 =y
\ / 13.015A
iy 4 o 1
/. 2.941 A "¢ Brl
“Bir1 | -

4y
2.862 A A5

2765 A
- Br1

Fig. 4.8 Interacciones enlace de hidrégeno C-H---Br en el cristal de 1.Br

Cada anién bromuro (1Br’) es enlazado a través de ocho interacciones C-H---Br con grupos CH
aromaticos y alifaticos de los anillos piridinio y fragmentos metileno de las cuatro porfirinas
cationicas vecinas, como se muestra en la Fig. 4.9. Las distancias 5-CH---Br", 2.765 (5) A, en el
cristal 1.Br- son practicamente las mismas que para el valor promedio de las interacciones comunes
de enlaces de hidrégeno, (NC) Csp?-H---Br, 2.75 (2) A y Cl.C(sp®)-Hz---Br-, 2.73 (4) A. Los
resultados cristalograficos descritos en el presente documento sugieren que los fragmentos de N-

bencilpiridinio podrian usarse como unidades receptoras para sensores de yoduro/bromuro.
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Fig. 4.9. Modelos de palos (A) y relleno espacial (B) de un fragmento de la estructura cristalina de 1-Br, que
muestra la encapsulacién de iones bromuro por cuatro porfirinas catiénicas vecinas a través de los contactos
CH---Br (se omitieron tres iones bromuro por claridad).

2.2.Estructura cristalina 1.0Tf
Los datos obtenidos de difraccion de rayos X de monocristal de 1.0Tf no son de calidad confiable
debido al grado de desorden de las moléculas de triflato y agua en el cristal. Sin embargo, se realizd

un modelo de conectividad y con este se hard una comparacion con el monocristal de 1.Br.

La diferencia principal entre las estructuras cristalinas de 1.Br y 1.0Tf son los contraniones que
mantienen la neutralidad eléctrica de la porfirina, dando por consiguiente diferentes tipos de
interacciones intermoleculares que estabilizan sus redes cristalinas y conformaciones

supramoleculares.

El compuesto 1.0Tf cristalizd en el sistema monoclinico en el grupo espacial P2i/c (datos
cristalograficos y de refinamiento en Tabla 4.1). La unidad asimétrica contiene la mitad de la
molécula de porfirina, dos moléculas de agua y dos moléculas de triflato cuyos atomos de fluor,
oxigeno y azufre se encuentran en posiciones desordenadas, los de ocupacion mayoritaria se
muestran en la Fig. 4.10. En éste cristal la interaccion porfirina tetracationica con los triflatos como
contraiones es meramente electrostatica a diferencia de 1.Br en donde ademaés de la fuerza eléctrica

intervienen enlaces de hidrdgeno débiles del tipo C-H---Br", debido a esto, el angulo entre el plano
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de la porfirina y el primer anillo piridinio mide 85.15° acercandose mas a la ortogonalidad que el
angulo de 1.Br, mientras que con el segundo anillo piridinio el angulo entre planos es de 61.54°,

4.24° mas que en 1.Br.

Fig. 4.10. Vista en perspectiva de la estructura molecular de la sal de triflato de 1.OTf. Los elipsoides se
dibujan al nivel de probabilidad del 50%, se omiten hidrogenos de porfirina para mayor claridad.
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3. Estudios de reconocimiento molecular y deteccion de aniones

3.1.Titulacion de RMN de 1H

La primera evidencia de la asociacion de yoduro con la sal de porfirina 1.0Tf, fue obtenida por una
titulacion de RMN de *H. La adicion de Nal (4.0 equiv.) a una solucion de 1.0Tf (2.0 mM) en
DMSO-de/D20 (1/1, v/v) indujo un considerable desplazamiento a campo bajo (A6=0.75 ppm) de
los metilenos adyacentes 5-CH> a los 4&tomos de N* con simultaneo desplazamiento (A3=0.50 ppm)
de los atomos de hidrogeno 4-CH aromaticos correspondientes a la posicion orto de los anillos de
piridina (ver Fig. 4.8) que sugieren las interacciones de enlace de hidrogeno CH---1-.52%3, La adicion
de 2.0 equiv. de yoduro ensancha las sefiales de los ocho hidrogenos de los pirroles y disminuye la
intensidad; al aumentar la concentracion de Nal (>8.0 mM) da como resultado la formacion
inmediata de un precipitado, posiblemente por la autoagregacion inducida por el incremento de la
fuerza i6nica ?* el cual que no se observa a baja concentracion. El cambio del desplazamiento
quimico de estos protones con el aumento de la concentracion de Nal (0-3.8 equiv.) se ajusta
perfectamente a una isoterma de unién 1:1 (Fig. 4.12) con una constante de asociacion K1 =1520 +
70 M1,

3.8 equiv. I l

3.0 equiv.

1.5 equiv.

oo
2.0 equiv. /JL
M__

H4  H2 H3 H6 H7-8 kHS

0 equiv. ﬁ

T T T T T T T T T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

1.0 equiv.

i
A
TA

0.5 equiv. \

ppm
Fig. 4.11 Cambio espectral de RMN de 'H de 1.0Tf (2.0 mM) en DMSO-ds /D20 (1/1, v/v) durante la

adicion de hasta 3.8 equiv. de Nal.
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7,0- 5-CH2-

6,0 T T T T T T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
[Nal], M

Fig. 4.12 Perfil que se ajusta a un modelo de unién 1: 1 para los protones de metileno 5-CH,-(B).

También se realizaron estudios de titulacion de RMN de *H para bromuro, cloruro y fosfato por
comparacion. La adicion de NaBr produce desplazamientos modestos a campo bajo de los
hidrégenos 4-CH (Ad=0.11 ppm) y 5-CH (A3=0.18 ppm), pero son significativamente mas bajos que
los observados con Nal. La constante de union para el bromuro se calculé en las mismas
condiciones que en la Fig. 4.12 y resultd con una valor resultante de Kigr = 120 + 10 M2, un orden

de magnitud inferior al de yoduro. La adicion de cloruro y fosfato no genera desplazamiento de las

sefiales de la porfirina.
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3.2.Propiedades Fotofisicas de 1.0Tf
Antes de describir los resultados més importantes de la deteccién de aniones con 1.0Tf por
espectroscopia de fluorescencia y de absorcién UV-Vis es importante hacer hincapié en sus

propiedades fotofisicas.

1.0Tf es soluble en agua en concentraciones milimolares y su espectro de absorcion UV-Vis
corresponde al esperado para una porfirina tetra-sustituida en las posiciones meso. > Presenta su
banda maxima de absorcion Soret a 429 nm y cuatro bandas Q a 517, 556, 591 y 649 nm, espectro

tipico para porfirinas monomeéricas asimétricas de base libre ."Ver Fig. 4.13

Martin Gouterman propuso por primera vez en 1960 el modelo de los cuatro orbitales para explicar
los espectros de absorcidn de las porfirinas. (Los niveles electronicos de las moléculas: fundamental,
primer nivel excitado y segundo nivel excitado son representados por So, S1, Y S2, respectivamente).
Segun esta teoria, las bandas de absorcion surgen de las transiciones electronicas n*«n entre los
dos orbitales moleculares ocupados de méas energia (HOMO) y los dos orbitales moleculares
desocupados de mas baja energia (LUMO) dentro de un anillo macrociclico de 18 miembros. Por lo
tanto, la banda Soret corresponde a la transicién del estado fundamental al segundo estado excitado
SoSo y se asigna como axu—eg (transicion con intervencion de los pares de electrones libres de los
nitrégenos del pirrol). Las bandas Q denotan la transicion del estado fundamental al primer estado
excitado S1«<—Sp y se asignan aiu, ax—eg (transferencia de carga de los carbonos de pirroles a los
otros atomos del macrociclo).?® Las transiciones entre estos orbitales dan lugar a los estados
excitados, la mezcla de los orbitales los divide creando un estado de alta energia con mayor fuerza
del oscilador, dando lugar a la banda de Soret, y un estado de menor energia con menos fuerza del
oscilador, dando las bandas Q las cuales estan débilmente influenciadas por la presencia de grupos

periféricos en las porfirinas sustituidas.>* Fig. 4.14

Otra interpretacion, en particular para el tipo de transiciones ha sido discutido por Corwin et al. En
el analisis sostienen que las bandas de absorcion potencialmente surgen a partir de las transiciones
n*<n y n* <1 del par de electrones solitario en los nitrogenos del anillo macrociclico. Hasta la
fecha no existe un modelo capaz de predecir con exactitud el espectro de absorcion del estado

fundamental de las porfirinas de base libre. 22
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Fig. 4.13 Espectro de absorcion de 1.0Tf (4 uM) en H,O/ MeOH (96:4, v/v) (MOPS 40mM, pH 7.0)
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Fig. 4.14 a) Representacion de los cuatro orbitales Gouterman en porfirinas. b) Diagrama de orbitales con las
posibles transiciones, si bien se muestra que los orbitales estan degenerados, las energias relativas reales
dependeran de la sustitucion de los anillos.

>
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Por otro lado, el espectro de emision fluorescente consiste en dos bandas de emision fuerte a

longitudes de onda mayor que la banda Qi (649nm) encontrandose a 658 y 717 nm y se deben a la

transicion m—m* (So«—S1).22 1.0Tf bajo radiacion ultra-violeta de 365 nm emite fluorescencia roja

intensa, ver Fig. 4.15.

200 4

=

(%))

o
|

15
(=]
1

Intensidad Fluorescente u.a.
=
(=]
1

So<S1
658 717
T T T T T T
600 650 700 750 800
A, NM

Fig. 4.15 Espectro de emisién fluorescente de 1.0OTf (Aexc = 430 nm) en H.O/MeOH (96:4, v/v) (Buffer
MOPS 40mM, pH 7.0) y 1.0Tf bajo irradiacién de luz UV a 365 nm.

Tabla 4.2Absorcion y emision de 1.0Tf (4uM) en H2O/MeOH (96:4, vivMOPS 40mM, pH 7.0)

Absorcion Emision
A (nm) log € A (nm)
Soret429 5.04 658
Qw517 4.50
Q556 4.20 717
Qu 591 4.07
Qu 649 3.17
S> S =
St S1—*
E Fig. 4.16 Diagrama de Jablonski
’U\%\f propuesto para los procesos de
N> hv N py absorbancia y emision
fluorescente en porfirinas
tetrasustituidas.??
4 >
SO Soret Q SO 658nm 717nm

% Relajacién no radiativa
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3.3. Estudios por espectroscopia de fluorescencia

La soluciones acuosas de 1.0Tf bajo excitacion de 430nm emiten en el rojo, con maximos de
emision a 658 y 717nm, cualidad atribuida a la estructura del anillo de la porfirina con un total de 26
electrones 7 de los cuales 18 electrones m forman el ciclo continuo de resonancia, plano y rigido.
Valiéndonos de ésta propiedad, se efectuaron titulaciones de espectrofotometria de emision
fluorescente de 1.0Tf a concentracion 4 uM con aniones inorganicos y acetato en H,O/MeOH (96:4,
v/v) y en un medio buffer MOPS 40mM pH 7.4. La soluciones de 1.0Tf a la condiciones
mencionadasse mantuvieron estables durante varios dias y siguieron la ley de Lambert-Beer hasta
20.0 uM.

La titulacion de 1.0Tf (4.0 uM) con Nal (0-42.0 uM) indujo una extincion total de la fluorescencia
roja como se muestra en la Fig. 4.17. El perfirl de Stern-Volmer a 658 nm (Aexc=430 nm) muestra un
perfil curvado hacia arriba tras la adicion de Nal, pero al aumentar la concentracion de dicho anion

presenta comportamiento lineal (recuadro de la Fig. 4.17).

w

© 10

1 /1

[Nal]
200{ OM 658

=
®©
P
D 150 - ol | |
ch 42.0 ;M 0,000 0,025 0,050
j= [Nal], mM
o 100-
o
c
®
8 50
% i
o
=)
LI_ O_ | ! | ! I

600 700 800

A, hm

Fig. 4.17. Titulacion fluorimétrica (Aexc = 430 nm) de 1.OTf (4.0 uM) con Nal (0- 42.0 uM) en agua neutra
(40.0 mM MOPS, pH = 7.4). El recuadro muestra la grafica de Stern-Volmer a 658 nm. La linea continua se
obtuvo ajustando la ecuacién correspondiente (1).
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Los perfiles de Stern-Volmer dan informaciéon de los procesos fotofisicos que suceden con la
concentracion de un inhibidor de la fluorescencia (en éste caso el inhibidor es el anion yoduro), se
determinan con gréficas [Q] vs lo/IF, donde [Q] es la concentracidn del inhibidor, lo la intensidad de
emision de la especie fluorescente antes de la adicion del anion y Ir la intensidad de emision en
presencia del anion. El perfil de Stern-Volmer del recuadro de la Fig. 4.17 puede ajustarse
perfectamente a la ecuacion (1) propuesta por Fabbrizzi et al., * que tiene en cuenta la extincion
estatica y dindmica simultaneas cuando la complejacion (fluor6foro-anion) en el estado
fundamental apaga la emision por completo.Las dos especies forman dicho complejo estable no
fluorescente, por lo que una parte del apagamiento se atribuye a colisiones y otra a la formacion del

complejo. El perfil se caracteriza por tener un comportamiento parabdlico, por lo que se hace uso de

la ecuacion: II—”: (1 + Ksy [anion])(1 + Ka[anion]) (1)

Los parametros pertinentes para I"son K1, =1.9 (+ 0.08) x10* My Ksy=1.1 (+ 0.1) x 10°. El perfil
de Stern-Volmer con yoduro muestra una curvatura ascendente a altas concentraciones que puede
ser atribuida a la extincion tanto estatica como dinamica. Posteriormente se llevaron a cabo las
titulaciones de 1.0Tf (4.0 uM) con los aniones Br, CI, F, CN’, H.PO4, H3AsO4, HCOz, NOs’,
H3P207, SO42 y CH3COO™ como sales de sodio, todos con concentracion [X] =50 uM (12.5 eq.) en
H>O/MeOH (96:4, v/v) y medio buffer MOPS 40mM, pH 7.4.Con estos aniones se observo la
disminucion gradual de la intensidad de emision a 648 nm, pero no considerable como el
apagamiento total de la emision con yoduro. Asi, todos los oxoaniones, fluoruro y cianuro dieron

una respuesta muy baja (Fig. 4.18).

10.0 +
c 7.54 1.OTf+1"
c -
o)
K]
© 504
(]
_LL

2.5

MR IRUR C R
Fig. 4.18 Histograma que muestra la extincion de la emision de 1.0Tf (4uM) a 648 nm con diferentes
aniones como sales de sodio 200.0 uM. En el recuadro, 1.0Tf bajo luz UV a 365 nm tras la adicion de I".
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En las Figuras 4.19-4.20 se presentan los cambios en los espectros de emision de 1.0Tf tras la

adicién de los aniones mencionados.
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Fig. 4.19 Cambios en los espectros de emision fluorescente de 1.0Tf (4 uM) tras la adicion de diferentes
aniones (200.0uM) en H,O/MeOH (96:4, v/v) (Buffer MOPS 40mM, pH 7.0). La extincion de la
fluorescencia no es significativa.
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Fig. 4.20 Cambios en los espectros de emision fluorescente de 1.0OTf (4 uM) tras la adicion de diferentes
aniones (200.0uM) en H,O/MeOH (96:4, v/v) (Buffer MOPS 40mM, pH 7.0). La extincion de la

fluorescencia no es significativa.
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Los cambios observados con halogenuros pesados y pseudohaluros no son inesperados,
especialmente con bromuro y cianuro. Aln asi, es notable que el reconocimiento éptico de 1.0Tf
sea altamente selectivo para I". La adicion de NaBr produjo una modesta emision de extincion (lo/lIr
~ 1.6), pero aun fue significativamente menor que la observada para Nal (lo/Ie~ 10.4).
En la Fig. 4.21 los perfiles de Stern-VVolmer a 658 nm tras la adicion de Br-, Cl, HsP2077, HoPO4™ y
CH3CO2 en el rango de 0-2 mM, muestran claramente un perfil curvado hacia abajo en
concentraciones bajas, pero con dependencia lineal a mayores concentraciones. Estos perfiles
pueden ajustarse bien a la ecuacién tedrica (2), que también considera la extincion estatica y
dindmica simultaneas, pero la formacion del complejo en el estado fundamental no apaga la emision
por completo, entonces el complejo fluoréforo-anion adn tiene una emision residual calculada como
factor p. En este caso se considera que el complejo formado es fluorescente por si mismo, es decir,
que la emision no es completamente inhibida por la especie adicionada. Los parametros Ka, Ksv y p
del Br y demas aniones se calcularon en las mismas condiciones que en la Fig. 4.21 y se compilan
en la Tabla 4.3.

’7°= (1 + Ksv [anion])(1 + K[anion])/ (1 + pKa[anion]) (2)

1.6 Br
m |
10.0- o
3
- ©
=, 12
cI
E 75_ Hapzo{r
O(C) 1.0 SH;SOZ
! 0 1
g 504 [anion], mM
© ' o ) )
< _ F, CI, H,P,0., CH,CO,.
~° HZPO 4', CN, SO 4', NOa'
2.5 HZASO 4', HCO3
| e - -—
T ' T ' T '
0.0 0.1 0.2
[anion], mM

Fig. 4.21. Perfiles Stern-Volmer ajustadas a 658 nm (hex = 430 nm) de 1.OTf (4.0 uM, MOPS 40 mM, pH
7.4) al agregar aniones inorganicos.
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Tabla 4.3. Pardmetros de asociacion y extincion de la emision de 1.0Tf con aniones a pH 7.4.

Anion Ka Ksv pP° lo/IF
F 2.6(x0.08) x 10? 1.2+0.1 0.87 1.15
Cl 1.9(x0.1) x 10° 8.0£0.5 0.85 1.22
Br 7.5(x0.1) x 10° 51.0+1 0.76 1.60

I 1.9(+0.08) x 10* 1.1(x0.1) x 10% - 10.42

H3P207 3.1(x0.11) x 10° 2442 0.89 1.13

CHsCOy 4.6(x0.5) x 10° 7.0+0.2 0.90 1.10
H.PO4 1.4(x0.4) x 10° 7.0£0.5 0.88 1.18
CN - 13+0.8° - 1.10
SO4* 2.8(+0.2) x 10? 1.0£0.1 0.89 1.15
NOs" 1.1(x0.03) x 10 1.0+0.1 0.93 1.08
H2AsO4 4.0(x0.08) x 10? 2+0.1 0.90 1.10
HCO3 8.0(x0.2) x 10 2+0.1 0.90 1.16

[a] Se usé la ecuacion (1)
[b] Se uso la ecuacion (2) :

[c] Se usé la ecuacion tipica de Stern-Volmer .

La constante de unién estimada para yoduro a partir de datos de fluorescencia es inesperadamente
alta, Ki.= 1.9 (+ 0.08) x 10* M, probablemente debido a la formacion de exciplex, como se sefiald
en trabajos anteriores.

Los valores resultantes con bromuro (Kigr = 7.5 ( 0.1) x 103, Ky =51.0+ 1 yp=0.76) son 1 y 3
ordenes de magnitud méas bajos que para la unién y la extincion del yoduro respectivamente (ver
Tabla 4.3).En la Fig. 4.22 se observan soluciones de 1.0Tf bajo radiacion UV (365nm) antes y
después de la adicion de sales de sodio de yoduro (extincién total de la emision roja) y de cloruro

(no se extingue por completo la emisiéon).

Fig. 4.22. 1.0Tf antes y después de la adicion de I" y CI- bajo UV.
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Interferencia de aniones sobre la unién 1.0Tf-yoduro

Para conocer el efecto de los aniones interferentes comunes, se midid la emision de una solucion de
1.0Tf titulada con iones I en presencia de sales de sodio de CN-, CI', F,H3P.O7", HoPO4, NO3 vy
S04 (150 UM cada uno) en las mismas condiciones que las utilizadas en el experimento de la Fig.
4.21. Para concentraciones de [I]wt< 50 pM, las dos graficas son practicamente superponibles como
se muestra en la Fig. 4.23. Por lo tanto, el sensor 1.0Tf parece funcionar bien en presencia de un
alto rango de concentracion de posibles aniones interferentes, excepto el ion bromuro. Esté claro que
la sal de porfirina 1.OTf detecta el yoduro con una excelente sensibilidad y selectividad sobre otros
aniones. De los experimentos de fluorescencia y titulacion de RMN de *H, el orden de afinidad es I
>> Br> CI, H3P2077, H2PO4, CH3CO2> CN" y el resto de lo oxoaniones.

124

l/l_at 658 nm

o

04 T T T T T T
0,000 0,015 0,030 0,045

[Nal], mM

Fig. 4.23. Gréficas de Stern-Volmer con ajuste a 658 nm (hex = 430 nm) de la titulacion de 1.0Tf (4.0 uM,
MOPS 40 Mm, pH = 7.4) con Nal con (0) y sin (m) aniones interferentes inorganicos (150 uM).

3.3.1. Efecto del pH sobre la union 1.0Tf-yoduro
Ademas, se estudié la emision fluorescente roja de 1.0Tf a diferentes valores de pH entre 5.0 y 8.0.
Al aumentar el pH, las dos bandas de emision a 658 y 717nm permanecen constantes sin
desplazamientos. La estabilidad fotofisica de 1.OTf se puede asignar a: 1) la ausencia de la
autoagregacion de 1.0Tf, que es la esperada debido a la carga positiva y la consiguiente repulsion
intermolecular electrostatica y 2) las especies acido-base de 1.0Tf estan fuera de este rango de pH,

por ejemplo, se supone que la desprotonacion de los atomos de nitrogeno del pirrol (-NH) se
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produce solo en un entorno altamente alcalino, pH> 14 y la protonacién del ndcleo para los dos
nitrogenos iminicos se reportan en valores < 4.0. Se ha informado un comportamiento espectral
similar para una porfirina de trimetilanilina fenil cationica permanente, que también contiene cuatro

grupos de carga positiva -N(Me)®*.

También exploramos el efecto del pH en la afinidad y la extincion de 1.0OTf por Nal a 5.5 y 8.0.
(Fig. 4.24) En general, no se observa un cambio drastico en la extincion de la emision que dependa
del pH. Los parametros correspondientes se muestran en la Tabla 4.5. Los resultados mencionados
respaldan sustancialmente la existencia de interaccion entre 1.0Tf y I, lo que facilita una extincion
de fluorescencia muy alta de casi el 100% en un amplio intervalo de pH, alrededor de valores
fisioldgicos con limites de deteccion sensibles. Este hecho, presumiblemente es resultado de la
estabilidad quimica y fotofisica de la porfirina 1.0Tf monomérica en soluciones acuosas

tamponadas.
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Fig. 4.24 Cambios en los espectros de emision fluorescente de 1.OTf (4 uM) tras la adiciéon de Nal en
H,O/MeOH (96:4, v/v) (Buffer MOPS 40mM, pH 7.0) a pH 5.5y 8.0.

Tabla 4.4. Pardmetros de asociacion y extincion para 1.0Tf mediante la adicion de Nal a diferentes

valores de pH.

pH Ka Ksv lo/le | LOD (hnm LY
55 1.85(0.05) x 104 1.05(x0.15) x 105 | 9.85 188
6.0 1.81(0.07) x 104 1.13(x0.11) x 105 | 10.09 185
7.4 1.93(x0.08) x 104 1.18(x0.10) x 105 | 10.42 180
8.8 1.69(0.10) x 104 0.93(x0.08) x 105 | 9.01 200
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3.4. Estudios por espectroscopia de absorcion UV-Vis

La constante de asociacion entre 1.0Tf-yoduro también se determind mediante experimentos de
titulacion por absorcion UV-Vis en las mismas condiciones (MOPS 40 mM, pH 7.4), pero con una
solucion mas concentrada de 1.0Tf de 20 uM. La Fig. 4.25 ilustra la familia de espectros de la
titulacion de 1.0Tf con Nal.
La presencia de dos puntos isosbésticos claros distintos a 347 y 447 nm indica que coexisten solo
dos especies en el equilibrio dentro de este rango de concentracion de Nal <1.2 mM. La union se
acomparia de un cambio considerable en la banda Soret con una AA = 0.26 y desplazamiento
batocromico de 429 a 436nm.
El recuadro en la Fig. 4.25 muestra la disminucion de la absorbancia a 413 nm en la adicion
progresiva de I (0-1.2 mM). El perfil de titulacién se ajusta a un modelo de unién 1:1 utilizando el
tratamiento de minimos cuadrados no lineal.
La constante de asociacion se calculd de Ky = 1980 + 50 M que es cercana a la obtenida por
experimentos de RMN de H (K1, =1520 + 70 M™Y). Este experimento confirma inequivocamente la
asociacion del sensor cationico 1.0Tf con I" en medios acuosos. El valor mayor de la constante de
asociacion medida por el experimento de titulacién fluorimétrica se debe a la contribucion de la

complejacidn con el yoduro en el estado de excitado.

[Nal]
0mM

0.50+

1.2mM

00000 00004 00008 00012
Nal], M

Absorbance
o
N
o

0.00 T - T - T - T
300 400 500 600

A, M
Fig. 4.25. Titulacién UV-Vis de 1.0Tf (20.0 uM) en solucion acuosa tamponada (MOPS 40 mM a pH 7.4)

con Nal. La flecha muestra la direccion de los cambios espectrales al adicionar Nal. En el recuadro, la linea
se obtuvo ajustando los datos a un modelo de unién 1:1 a 413 nm.
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Para confirmar la estequiometria de 1.0Tf con yoduro a baja concentracion < 1.2 mM se realiz6 la
gréafica de Job (Fig. 4.26) entre la diferencia en la absorbancia a 413 nm vs la fraccion molar del
yoduro, la grafica muestra un maximo de absorcién en torno a 0.5 fraccion mol de 1.0Tf, esto
respalda el modelo de union 1:1 observado por experimentos de titulacion de fluorescencia y
mediciones de RMN de 'H. Vale la pena sefalar que, a una alta concentracion de yoduro,
seguramente otras especies pueden coexistir en equilibrio con diferentes modelos estequiométricos,
sin embargo, no es posible analizarlo porque el exceso de este anion forma de inmediato un

precipitado.
0.124

0.08 4

0.04

Absorbance at 458 nm

0.00 1

00 02 04 06 08 10
[IF] /7 [11+[17]
Fig. 4.26 Gréfica de Job de 1.0Tf con I'en aguaa pH 7.4

4. Tiempo de vida de fluorescencia y rendimiento cuantico
El tiempo de vida de fluorescencia y el rendimiento cudntico son quiza las caracteristicas mas
importantes de un fluoréforo.
El rendimiento cuéntico es el nimero de fotones emitidos en relacion con el nimero de fotones
absorbidos. El tiempo de vida de fluorescencia es el tiempo transcurrido entre la activacion del
fluordforo y la emision de un foton del mismo.%®
Para analizar el proceso de extincién o apagamiento de la emision fluorescente, se midieron los
tiempos de vida de 1.0Tf con la adicién de concentraciones crecientes de iones yoduro. Se sabe que,
la extincion estatica (complejacion) no genera un cambio considerable en los valores de los tiempos
de vida al agregar un inhibidor de la emision, mientras que un cambio en los tiempos de vida se
asigna a una extincion dindmica. Al producir la excitacion con laser a 405 nm a una solucion de
1.0Tf (activacion del fluoroforo) presenta un tiempo de vida bioexponencial de fluorescencia con
11=8.13ns y 12 = 1.22 ns, ver Fig. 4.27. El primer exponencial (t1) disminuye con la adiciéon gradual
de yoduro (0 - 16 uM) a 11=4.78 ns.

71



Capitulo 4 Resultados y discusion del quimiosensor 1.0Tf

-
- o
] ]

o
—
1

Intensity [kents]

=

[I']16

T,=4.78ns
T, =1.22ns

[1.0Tf] 0.4 uM

0.01

0

20 30 40 50
Time [ns]

Fig. 4.27 Tiempo de vida de 1.0Tf (0.4 uM, curva roja) y con 16 uM de I (curva verde).

Una grafica del tiempo de vida contra la [I"] muestra un cambio lineal (A ~ 3 ns) a una concentracion

baja [0-1.0uM], y en un rango de concentracion mas alta, el tiempo de vida permanece

practicamente constante como se muestra en la Fig. 4.28. Los resultados de los experimentos de

titulacion de RMN H en combinacion con las mediciones de tiempo de vida demuestran que la

extincién corresponde a una combinacién de proceso dindmico con estatico.

Life time ns

8 a
7 -
6 -
\.\.\.
° .\.\.\I |
5 10 15
[I7, xM

Fig. 4.28 Cambio en el tiempo de vida mas largo 11 (ns) contra [I]
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El rendimiento cuantico de fluorescencia calculado tras la excitacion a A = 405 nm fue de 0.09, se
han reportado tetrakis-arilporfirinas con rendimientos cuénticos alrededor de 0.1 en porfirinas de
base libre y 0.04 para porfirinas coordinadas a zinc (I1) en solventes organicos. Estos resultados son
consistentes con la fluorescencia promovida principalmente por el sistema central macrociclico Ty
no se esperaria que se viera fuertemente afectado por los grupos arilo o piridinio que se encuentran

casi ortogonales a su plano (como se observa en las estructuras cristalinas de 1.0Tf y 1.Br).

Asi mismo ser han reportado porfirinas de base libre con tiempos de vida similares a 1.0Tf (11=8.13
ns) como una 5,10,15,20-tetrakis[4-(trimetilamonio)fenil]-21H,23H-porfirina con un t= 7.01ns

usada como sensor para &cido Urico en medio acuoso. °’

5. Estudios de DFT

Se realiz6 una optimizacion de geometria parcial de la estructura cristalina de 1.0Tf en la que solo
se dejaron relajar las posiciones de los &tomos de hidrégeno. El anién yoduro se colocé en la parte
superior del anillo porfirinico y la estructura completa se optimizé en el mismo nivel teérico. Un
analisis de frecuencias vibracionales condujo a todos los valores positivos que indican que la
estructura obtenida corresponde a un minimo en la superficie de energia potencial. El potencial
electrostatico molecular mapeado en la densidad electronica (isovalue 0.002) se muestra en la Fig.
4.29.

Fig. 4.29. Vistas lateral (A) y superior (B) del 1.0Tf con el anién yoduro optimizado en el nivel de teoria
B3LYP / lanl2dz.
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La energia de interaccion se calculo con el procedimiento NBOD el en el que los elementos en la
matriz Fock que involucran orbitales centrados en diferentes fragmentos se establecen en cero (por
lo tanto, se eliminan) y la rediagonalizacion de la matriz resultante produce un nuevo conjunto de
eigenfunciones y eigenvalores para los cuales la interaccion entre fragmentos es inexistente. El
aumento de energia para el complejo donde el yoduro se encuentra en el mismo plano que la
porfirina y se ubica al lado de la misma es de 404.83 kcal mol™?, mientras que para la conformacion
de energia minima donde se encuentra el yoduro sobre el plano de la porfirina es de 402.79 kcal
mol~. Estos valores y su semejanza independientemente a la posicion del ion apuntan hacia la
presencia de un caracter fuertemente ionico en su interaccion. El indice total de enlace de Wiberg
(TWBI) para el yoduro se calcul6 como la suma de los indices pares de enlace para yoduro y cada
uno de los atomos restantes, dando un valor de 0.58; este TWBI es una estimacion aproximada del
numero total de enlaces covalentes que forma un atomo dentro de una molécula, siendo
significativamente mas bajo que la unidad para el yoduro, asi se puede determinar que la interaccion
es mayormente idnica. En consecuencia, el HOMO se encuentra principalmente en un orbital de tipo
p en yoduro, mientras que el LUMO esté deslocalizado a lo largo del anillo porfirinico, como se

puede observar en la Fig. 4.30.

d

Fig. 4.30. Orbitales de frontera para el complejo de par iénico de 1.0Tf-yoduro. HOMO (A) y LUMO (B).
Los 4tomos de H no se muestran para mayor claridad.

De esta forma los estudios de DFT y las mediciones del tiempo vida demuestran claramente que la
extincién dindmica tiene la mayor contribucion en la extincién de la emision de 1.0Tf por el anion

yoduro.
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En la Tabla 4.5 se hace una comparacion de los parametros mas importantes de los sensores para

yoduro en medio acuoso reportados actualmente con el sensor de la porfirina cationica 1.0Tf de este

trabajo.

Tabla 4.5 Quimiosensores y materiales recientes para la deteccion y cuantificacion de yoduro en

agua.
Meétodo/Rango Limite de
Quimiosensor Analitico deteccion (M) Comentarios
Naftaleno-glicina Cambio colorimétrico y 3.08X10® Alta sensibilidad y

conjugados

apagamiento
fluorescente
6.25-3.12uM

selectividad
Tiempo de respuesta:500s
Opera a 40°C

Puntos cuanticos de Apagamiento 4.8X10° Baja sensibilidad
carbono incrustados en fluorescente Funciona en muestras reales
un papel hecho de 25-25 000.0 pM
nanofibras de celulosa
Polimero metal- Apagamiento 6.3X1077 Alta sensibilidad
organico basadas en fluorescente Usa un metal altamente
cadmio (Cd-MOF) toxico
Puntos cuanticos de | Cambio colorimétrico y 6.0X10° Respuesta multisefal
carbono N-dopados apagamiento Selectividad moderada
fluorescente Sensibilidad moderada
0.09-50.0uM
Sensor fluorescente Apagamiento 8.4X108 Prueba bifuncional para Hg?*
basado en tiourea-Hg?* fluorescente yI
0-25.0pM Alta selectividad
Dependiente del pH
Usa metal toxico
Meso-tetraarilporfirina Apagamiento de la 8.4X108 Alta sensibilidad y

cationica, 1.0Tf

fluorescencia
0-50uM

selectividad
Respuesta analitica rapida
No depende del pH
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Capitulo 5 Resultados y discusidn de los quimiosensores basados en complejos
de paladio (I1) tipo pinza POCOP 2Tbu.Cl y 3lso0.ClI

OH OH
o o Cisteina CN
— . P —

I l ) ~ o o - o o

P Pd P N s
i ! I | S | | 8
N w S >—P Pd P{ ——P Pd p—<

w B i
HzN
o 2Thu.Cl

En este capitulo se exponen los resultados mas importantes de los estudios de reconocimiento
molecular de los complejos de paladio (Il) tipo pinza POCOP con aniones como sales de

tetrabutilamonio en acetonitrilo y con tioles bioldgicos en medio acuoso micelar pH 7.4.

El capitulo esté dividido en cuatro secciones; la primera expone las propiedades fotofisicas de los
dos complejos 2Tbu.Cl y 31s50.Cl; en la segunda se informa el reconocimiento molecular de ambos
complejos con los aniones por estudios de absorcion UV-Vis; en la tercer seccion se hace un analisis
estructural en estado sélido de los monocristales obtenidos 2Tbu.CN y 31s0.CN y finalmente en la
cuarta seccion se trata del reconocimiento molecular del complejo 2Tbu.Cl con los tioles

bioldgicos.
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Se analizé un segundo sistema de quimiosensores para aniones Yy tioles biologicos a través de dos
complejos tipo pinza de Pd () con un ligante para-hidroxil-POCOP: [PdCI{CeH,-4-OH-
2,6(OPtBu2)2}], 2Tbu.Cl y [PdCI{CsH2-4-OH-2,6-(OPiPr2).}], 31s0.Cl los cuales se estudiaron por
titulaciones de absorcion UV-Vis y de emision fluorescente con los aniones: ClI™, Br, I, AcO,
H2PO4,CN™, F, OH", NOz", HSO4 v tioles bioldgicos como: cisteina, glutation, homocisteina y N-

Acetyl cisteina. La Fig. 5.1 muestra la estructura quimica de los complejos de paladio (II).

OH OH

N V2N |/
/ \/P PId P\

Cl
Cl
[PACI{C (H,-4-OH-2,6(OPtBu,),}| [PAC1{C¢H,-4-OH-2,6-(OPiPr,),}]
2Tbu.Cl 3Is0.Cl

Fig. 5.1Complejos de Pd (I1)-POCOP 2Tbu.Cl y 3ls0.Cl empleados en este estudio.

1. Propiedades fotofisicas
Antes de describir los resultados mas importantes de la deteccion de aniones Yy tioles con los
complejos tipo pinza POCOP de paladio (1) 2.Cl y 3.CI por espectrofotometria de absorcion UV-

Vis y de fluorescencia es importante comenzar por sus propiedades fotofisicas.

Primeramente se llevaron a cabo pruebas solvatocromicas que es el estudio de los espectros de
absorcion UV-Vis y emisién de un compuesto en varios disolventes organicos para los complejos
2Tbu.Cl y 31s0.Cl (100 uM), ya que las longitudes de bandas de absorcion y emision de los

compuestos aromaticos dependen del solvente usado.

Los desplazamientos de las longitudes de las bandas de absorcion de los complejos de paladio (1)
2Tbu.Cl y 3l1s0.Cl, tienen en cuenta una serie de factores, como la constante dieléctrica del
disolvente (propiedad macroscépica de la medida de la polaridad de un solvente, C.D.) y su
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capacidad de formar enlaces de hidrdgeno. El conjunto de solventes estudiados son compuestos
polares aproticos (dimetilsulfoxido C.D=47, acetonitrilo C.D=37, cloroformo C.D=4.8) y proticos
(agua C.D=80, metanol C.D=33), por lo que tienen donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno
para interaccionar con el grupo hidroxilo —OH del fenol en los dos complejos. En la Fig. 5.2 se
muestran los espectros de absorcion UV-Vis de los complejos 2Tbu.Cl y 3lIso.Cl en dichos
disolventes. Para ambos complejos, los méaximos de absorcion més grandes se producen con el agua
y metanol que tienen las constates dieléctricas més altas. Mientras que los maximos de absorcion
mas pequefios corresponden a los solventes polares aproticos. Una caracteristica importante es que
el complejo 2Tbu.Cl produce espectros UV-Vis con dos bandas de absorcion en CH3CN, CHClz y
DMSO, y espectros de una sola banda de absorcion en H>O y MeOH. Todos los espectros UV-Vis
de 31s0.Cl sélo se constituyen por una sola banda de absorcion. En la Tabla 5.1 se presentan las

longitudes de los maximos de absorcion y el logaritmo de sus coeficientes de absortividad molar .

= —CHCl; 2.0 —CHCl;
—DMSO
—H,0
—MeOH
1.5 —CH3CN
K ©
5] T
c c
8 §1.0
[] Q
v n
< <
0.5
0.0 0.0

T T T T T T T -1 T T T g T T T
250 275 300 325 350 250 275 300 325 350
nm nm

a) b)
Fig. 5.2. Espectros de absorcion UV-Vis de 2Tbu.Cl a) y 31s0.Cl b) (100 uM) en disolventes organicos.

Tabla 5.1 Absorcién méaxima (nm) de complejos 2Tbu.Cl y 31s0.Cl en varios disolventes. Aaps(log €)

Complejo MeOH CHsCN CHsCl H-O DMSO
270(3.98) 269(3.98) 272(4.12)
2Tbu.Cl 271(4.24) | 301(3.97) 302(4.00) 270(4.27) 281(4.12)
302(4.10)
3ls0.Cl 284(4.10) 286(4.00) 287(4.09) 270(4.23) 289(4.13)

Asi mismo, se obtuvieron espectros de emision fluorescente de los complejos 2Tbu.Cl y 31s0.Cl
(Fig. 5.3) con los mismos disolventes, la longitud de onda de excitacion (Aexc) depende de los
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maximos de absorcion en cada disolvente. En todos los disolventes el complejo 2Tbu.Cl presenta la
banda de emision verde entre 542.4-558.0 nm aunque con minima intensidad fluorescente (1.82-
34.89 u. a.). Para el complejo 31s0.Cl solamente en CHCIs es visible una pequefia banda en
533.2nm. Se puede decir que en solucion ambos complejos se extingue casi por completo la emision
fluorescente. En la Tabla 5.2 se presentan las longitudes de onda de emision (Aem) Y SUS respectivas

longitudes de excitacion (Aexc).

35 25 -
] —CHj3Cl
. —DMSO
« 30| © —H,0
3 5 20+ —MeOH
_g 25 | o _CH3CN
52 5
g 204 % 15 -
e 15 :
o 15 ™ 10 4
o i
s E:
210+ =
0 ®
s € 5-
E 59 £
0 T T T v T T 1 0 T T T
300 400 500nm 600 700 800 300 400 500 600 700
a) b)
Fig. 5.3. Espectros de emision fluorescente de 2Tbu.Cl a) y 31s0.Cl b) (100 uM) en varios disolventes
organicos.

Tabla 5.2. Emision méaxima (nm) de los complejos 2Tbu.Cl y 31s0.Cl en varios disolventes. Aem

Complejo | MeOHAexc=271nm CHsCN CHsCl H-0 DMSO
)\.exc:270nm 7\.exc2301nm }\,exc:270nm }\,exc:302nm

2Tbu.Cl 320.0 334.8 375.5 330.0 369.9
364.9 558.0 547.4 542.4 555.4
552.2

3lso.Cl 319.6 328.9 336.1 308.9 364.1
373.0 376.8 337.4
577.2 533.2

El solvente de eleccidon para proceder con los estudios de reconocimiento molecular de los dos
complejos con los aniones es el CH3CN, a pesar de que en otros disolventes hubo mayor emision
fluorescente y absortividad molar €, ya que en dicho solvente la solubilidad de 2Tbu.Cl y 31s0.Cl es
mayor. Asi que a continuacion se detallan las propiedades fotofisicas de 2Tbu.Cl y 31s0.Cl en
CH3CN.

En las Figuras 5.4-5.5 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis de 2Tbu.Cl y 3lIso0.Cl, 100uM
en CH3CN. El espectro de 2Tbu.Cl se constituye por dos bandas de absorcion en 270 y 301 nm,
mientras que 3150.Cl solamente exhibe una sola banda en 286 nm. Estos maximos de absorcion
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estan en el rango tipico observado para compuestos con el grupo fenol debido a las transiciones
electronicas m-n*.°® Ambos compuestos en estado sélido son blancos a simple vista y también
forman soluciones color transparente. En contraste con sus analogos complejos de Ni (11)* que en
estado solido y solucion son de color amarillo, sin embargo, cabe mencionar que el espectro UV-Vis

de 31s0.Cl es semejante a su analogo de Ni (1) que también presenta una sola banda méxima de

absorcion pero en 333 nm.

1.00- 270nm 35151,
OH
0.75 -
3]
5
c
CI> 0 « 80.50-
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P /g |
; \ <
sl s 0.25 -
2Tbu.Cl 0.00 L, : : . :
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Fig. 5.4 a) Espectro de absorcion UV-Vis del complejo 2Tbu.Cl (100.0 uM) en CH3CN.
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Fig. 5.5 a) Espectro de absorcién UV-Vis del complejo 3150.Cl (100.0 uM) en CHsCN.

En las Figuras 5.6-5.7 se muestran los espectros de emision fluorescente a concentracion 100uM, en
CH3CN; el de 2Tbu.Cl tiene dos bandas de emision en 334 y 558nm (Aexc=270nm) de muy baja

intensidad fluorescente (8.4 y 11.5 u. a. respectivamente); mientras que para 3.1soCl solo tiene una
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banda de emision en 328nm (Aexc=286nm), pero con el doble de intensidad fluorescente que la de
2Tbu.Cl (19.2 u. a.). Bajo radiacion UV-Vis (365 nm) en estado so6lido 2Tbu.Cl presenta una
emision verde intensa y 31s0.Cl una amarilla intensa, no obstante, estas emisiones no son visibles
bajo dicha radiacion de los dos complejos en solucién.

12- 558nm

-
o
[

334nm

Intensidad Fluorescente u.a
(o]
1

360 ' 460 ' 560 n'm 660 ' 760 ' 860
a) b)
Fig. 5.6 a) Espectro de emision fluorescente de 2Tbu.Cl 100.0 uM en CH3CN. exe= 270nm. b) 2Tbu.Cl en
estado solido y en solucion bajo radiacion UV (365nm).
20, 328nm
18-
16-
14
12-
10-

Intensidad Fluorescente u.a.
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Fig. 5.7 a) Espectro de emision fluorescente de 31s0.Cl 100.0 uM en CH3CN.dexe= 286nm. b) 31s0.Cl en
estado solido y en solucion bajo radiacion UV (365nm).
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2. Estudios de reconocimiento molecular y deteccion de aniones

2.1.Respuesta colorimétrica
Se estudio la respuesta colorimétrica de las soluciones de los complejos 2Tbu.Cl y 3lso0.Cl (100
uM) en CH3CN tras la adicion de 3.0 equivalentes de los siguientes aniones: CI-, Br-, I, AcO,
H2POs-, CN™, F, OH", NOs, HSO4". Se observé un cambio dréstico de color de transparente a
amarillo brillante y naranja para F~ y CN-, respectivamente, no se observo ningun cambio de color

para los demaés aniones. (Fig. 5.8).

La alta basicidad del fluoruro en los solventes organicos como CHsCN, combinada con la formacion
de la especie estable [HF2], conduce a la desprotonacion del grupo fenol en ambos complejos, lo
que resulta en el cambio dréstico de color. > Por otra parte, el ion cianuro participa en un enlace de
retrodonacion n con el centro metalico del Pd (II), provocando un incremento en la densidad

electronica m del grupo fenol. 861

H_S_OZ NO;

_ - — e —— — — —— e TR = n
- e = — — — N L

- o = A~ —~ -

Fig. 5.8. Cambio de color de 2Tbu.CI (100uM) en CH3CN con la adicién de 3.0 equiv. de varios aniones.

De acuerdo con estos resultados se realizaron titulaciones por absorcion UV-Vis de los dos

complejos con dichos aniones.

2.2.Estudios por espectrofotometria de absorcion UV-Vis
Se llevaron a cabo titulaciones de espectrofotometria de absorcion UV-Vis de los complejos
2Tbu.Cl y 31s0.Cl a concentracion 100 uM con aniones inorganicos y acetato en CH3CN. De forma
general, tras la adicion de 3.0 equivalentes de cada uno de los aniones se forman puntos isosbesticos
que indican que en solucion estan presentes dos 0 mas especies, ademas hay una disminucion de la
absorbancia en la banda de 301 nm del complejo 2Tbu.Cl y en la banda de 286 nm del complejo
3lso.Cl.
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Deteccion de CN-y aniones coordinantes por intercambio del ligante CI-

Uno de los cambios mas significativos se produjo con el anién CN-, ya que tras la adicion de s6lo
1.0 equivalente de éste a 2Thbu.Cl se forma un punto isosbhéstico claro y definido en 283.0 nm, la
banda en 270 nm tiene desplazamiento hipsocrémico hasta 255nm con aumento de absorbancia
(AA=0.856) y la banda a 301 nm disminuye su absorbancia hasta casi extinguirla por completo
(AA=0.772). En el caso de 31s0.Cl también se forma un punto isosbéstico muy bien definido en 270
nm y el méximo de absorcion de 286 nm disminuye drasticamente la absorbancia (AA=0.953). (Fig.
5.9) Estos cambios radicales se atribuyen al intercambio del CN" por el CI- en ambos complejos, este
hecho es interesante debido a que el equilibrio dinamico de intercambio de anion puede ser
facilmente establecido (Fig. 5.10) y las mediciones se analizan con ecuaciones isotérmicas de

asociacion comunes 1:1. Ademas se observo el cambio de color de transparente a naranja.

Absorbancia
Absorbancia

. —— 0.0 1 — . : . .
250 300 350 250 300 350
nm nm
a) b)
Fig.5.9 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2. TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicién de
1.0 equiv. de TBACN.
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Fig. 5.10 Equilibrio de intercambio anidnico entre el Cl'y CN-.

s# CH;CN

N/
®-
>__

/

N/

83



Capitulo 5 Resultados y discusion de los quimiosensores 2Thu.Cl y 31s0.Cl
De esta manera, se propone que el fendmeno de intercambio de ligante CI se produce con aniones
no tan basicos como los halogenuros Br~y I". La titulacion del complejo 2Tbu.Cl (100 uM) con 3.0
equivalentes de I, produce dos puntos isoshésticos en 289 y 323 nm junto la formacion simultanea
de una nueva banda de absorcidn en 338 nm; cambios similares para 31s0.Cl con puntos isosbésticos
en 276 y 316 nm y la nueva banda de absorcion en 328 nm (Fig. 5.11). Con 3.0 equiv. de Br~ se
origina un solo punto isosbéstico en 310 nm (2Tbu.ClI) y 305 nm (31s0.Cl). (Fig. 5.13) En el caso de

CI" no hubo ningan cambio espectral. (Fig. 5.14). No hubo cambio de color con estos tres aniones.

1.0

0.5

Absorbancia
Absorbancia

0.0

250 300 nn', 350 400 "~ 250 360nm 350

a) b) Fig.
5.11 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicion de
3.0 equiv. de TBAI.
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Fig. 5.12. Equilibrio de intercambio anionico entre el Cl"y I".
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Fig. 5.13 Cambios en los espectros UV-vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicion
de 3.0 equiv. de TBABT.
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Fig. 5.14 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicion
de 3.0 equiv. de TBACI.

Deteccion de Fy aniones basicos por desprotonacion del grupo fenol.
El segundo cambio significativo se presentd con el F-, el anion mas basico de todos. La primera
alteracion a simple vista fue el cambio drastico de color de transparente a amarillo brillante. La
adicién de 1.0 equivalente de Fal complejo 2Tbu.Cl formé un punto isosbéstico en 373 nm y con
un pequefio efecto hipercromico en la banda méaxima de 301 nm (AA=0.05), mientras que para el
complejo 31s0.Cl, hubo también un pequefio efecto, pero hipocrémico en la Unica banda méaxima de
286 nm (AA=0.10). (Fig. 5.15) Estos efectos se asignan al fendomeno de desprotonacion del grupo
hidroxilo -OH del fenol, estructura base de los dos complejos, por este motivo se presenta el cambio
de color de transparente a amarillo brillante, pues se produce una transferencia de carga

intramolecular. %2 (Fig. 5.16)
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Fig. 5.15 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicion
de 1.0 equiv. de TBAF.
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Fig. 5.16. Desprotonacion del grupo -OH del fenol en 2Tbu.Cl por F.

N/

La desprotonacion también sucede con los otros aniones basicos como el OH", AcO" y H.PO4". La
titulacion del complejo 31s0.Cl con OH" da dos puntos isosbésticos en 270 y 310 nm, con una
disminucion de absorbancia a 286 nm (AA=0.38); con 2Tbu.Cl origina un solo punto isosbéstico en
2780nm. (Fig. 5.17)

Con AcO solo 2Tbu.ClI presentd dos puntos isosbésticos claros en 268 y 300nm, mientras que con
H2PO4 los puntos isoshésticos son menos definidos y para ambos complejos hay disminucion de
absorbancia en las bandas méaximas de emision 2Tbu.Cl (A=301 nm, AA=0.19), 31s0.CI (AA=0.17).
Con aniones menos basicos como HSO4 y NOz™ no se produjeron cambios significativos. (Fig. 5.18-

5.19) No se presentd cambio de color con ninguno de estos aniones.
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Fig. 5.17 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.CI (100 uM) en CH3CN tras la adicion
de 3.0 equiv. de OH  como sal de TBA".
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Fig. 5.18 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.Cl (100 uM) en CH3CN tras la adicién
de 3.0 equiv. de AcO",H,POsy HSO, como sales de TBA.".
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Fig. 5.19 Cambios en los espectros UV-Vis de a) 2.TbuCl y b) 31s0.CI (100 uM) en CH3CN tras la adicion
de 3.0 equiv. de NO3s como sal de TBA™.
2.2.1. Constantes de asociacion por UV-vis
Las constantes de asociacion del complejo 2Tbu.ClI obtenidas por absorcion UV-Vis se colectan en
la Tabla 5.3, se muestra que 2Tbu.Cl tiene una constante de asociacion hacia el anién CN-
(5.01x10°M™) dos 6rdenes de magnitud mas grande que las constantes de los halogenuros Br y I
(3.4-7.1 x10° M), por lo tanto, la tendencia de afinidad es: CN™ » Br> I estos resultados son
consistentes con el tamafio de los aniones y la capacidad del CN- para formar enlace de
retrodonaciéon © con el centro metalico de Pd (II). Aniones basicos producen la desprotonacién del
grupo fenol, por eso no se calculan constantes de asociacién y con aniones como CI', NO3"y HSO4

no se detectd asociacion, pues no produjeron cambios significativos en las titulaciones de UV-Vis

Tabla 5.3. Constantes de asociacion Ka (M™) con aniones (sales de TBA*) en CH3CN.

Anion 2.TbuCl
Ka
OH desprotonacion
F desprotonacién
Cl -2
Br 7.16x10°+ 0.03
I 3.40x10%+ 0.02
AcO desprotonacion
CN 5.01x10°+ 0.03
HoPO4 desprotonacion
HSO4 -2
NO3 -4

@ No se detect6 asociacion
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En la Fig. 5.20 se muestra el perfil de absorbancia de 2Tbu.Cl tras la adicion de CN". El perfil se
ajusta a un modelo de relacion estequiométrica 1:1.

Fig. 5.20 Perfil de las absorbancia de 2. TbuCl a 255 y 303 nm en funcion de concentraciones crecientes de
CN'. Las lineas solidas fueron obtenidas por un ajuste para un modelo 1:1.

En la Fig. 5.21 se observa que la variacion de absorbancia a 303 nm del complejo 2Tbu.Cl con CN-
es significativamente mas grande que para los halogenuros, se ajusta a un modelo 1:1 y da las

constantes de asociacion Ka, discutidas anteriormente.

Fig. 5.21Titulaciones espectrofotométricas de 2. TbuCl (100 uM) con halogenuros y cianuro. Las lineas
solidas fueron obtenidas por un ajuste no lineal para un modelo 1:1.
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2.3.Estudios por espectrofotometria de emision fluorescente.
Como se describié en las propiedades de emision fluorecente, el complejo 2Tbu.Cl (100 uM,
CH3CN) presenta una banda de emision verde en 558.0 nm de minima intensidad (11.5 u. a.); sin
embargo, 31s0.Cl pierde totalmente su emision fluorescente amarilla, por este motivo los estudios
por emision fluorescente con los aniones solo se llevaron a cabo con el complejo 2Tbu.Cl, los

resultados se muestran a continuacion.

En forma general, el complejo 2Tbu.Cl (Aexc=270 nm)t ras la adicion de 1.0 equivalente de aniones
bésicos como F, OH", AcO" y H2PO4 disminuye la intensidad de emisidn en la banda verde de
558.0 nm, mientras que la banda en 334 nm aumenta la intensidad, aunque para ambos casos el

efecto es minimo. (Fig. 5.22)
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Fig. 5.22Cambios en los espectros de emision de 2. TbuCl (100 uM) en CH3CN tras la adicion de 1.0 equiv.

de F, 'OH, H.POs y AcO como sales de TBA*. (hexc=270 nm)
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La adicion de 1.0 equivalente de CN™ al complejo 2Tbu.Cl apaga por completo la mimina emision
fluorescente de la banda verde en 558.0 nm, en contraste con los deméas aniones coordinantes no
basicos como los halogenuros CI°, Br'y I se produce un aumento de la fluorescencia en esa misma

banda, aunque no significativo. (Fig. 5.23)
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Fig. 5.23 Cambios en los espectros de emision de 2. TbuCl (100 uM) en CH3CN tras la adicion de 1.0 equiv.
de CN-, CI, Briy I como sales de TBA*. (Aexc=270 nm)

Las titulaciones con los aniones HSO4 y NOs™ no produjeron cambios espectrales de emision.

. HSO4 . NO3

-
(=]
1

Intensidad Fluorescente u.a.
Intensidad Fluorescente u.a.

3(')D 460 S(I)O i 660 7(')0 860 360 460 5('10 i 660 760 860
Fig. 5.24 Cambios en los espectros de emision de 2.TbuCl (100 uM) en CH3CN tras la adicion de 1.0 equiv.
de CN-, CI, Br y I como sales de TBA+. (Aexc=270 nm)
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3. Analisis estructural en estado sélido de 2Tbu.CN y 31s0.CN

Exitosamente se obtuvieron cristales de los dos complejos a través del intercambio del ligante CI°

por CN: 2Tbu.CN y 3Is0.CN; este proceso se llevo a cabo por reaccion en microondas y una

posterior evaporacion lenta en CH3CN. En ésta seccion se describen dichas estructuras cristalinas

por difraccion de rayos X de monocristal, en la Tabla 5.4 se presentan sus datos cristalograficos y de

refinamiento mas importantes.

Tabla 5.4. Datos Cristalogréficos y de refinamiento de 2Tbu.CN y 31s0.CN.

2Tbu.CN 31s0.CN
Formula Empirica C23 Hzg NO3zP2Pd C19 Ha1 NO3zP2Pd
Peso molecular 545.89 g/mol 489.79
Temperatura 100(2) K 100(2) K
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo Espacial P21/n P21/n
A 9.9217(4) A 10.1324(3) A
B 20.1370(8) A 18.0826(6) A
C 14.1496(6) A 12.8023(4) A
A 90° 90°
B 106.7313 (8)° b= 106.5366 (6)°
r 90° 90°
Volumen 2707.31(19) A3 2248.62(12) A3
Z 4 4
Densidad (calculada) 1.339 Mg/m3 1.447 Mg/m3
Coeficiente Absorcion 0.825 mm-1 0.985 mm-1
F(000) 1136 1008

Tamaiio del cristal

0.378 x 0.372 x 0.275 mm3

0.380 x 0.214 x 0.213 mm3

Rangos de indice

-12<=h<=12, -26<=k<=25,
-18<=I<=18

-13<=h<=13, -23<=k<=23, -
16<=1<=16

Reflexiones

29373

24390

Reflexiones independientes

6166 [R(int) = 0.0267]

5086 [R(int) = 0.0262]

Método de Refinamiento

Full-matrix least-squares on F2

Bondad de ajuste en F2

1.038

1.033

indices R (todos los datos)

R1 =0.0215, wR2 =0.0499

R1=0.0199, wR2 = 0.0460
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Ambos complejos 2Tbu.CN y 31s0.CN, cristalizaron en el sistema monoclinico y grupo espacial
P21/n. Los andlisis cristalograficos muestran que los dos cristales tienen una geometria cuadrada
plana distorsionada (Figs. 5.25-5.26), como puede observarse en las distancias y angulos alrededor
del centro de paladio (11), d® (Tablas 5.5 y 5.6).

" 02

Fig.5.25 Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad del complejo neutro 2Tbu.CN.

Tabla 5.5. Distancias (A) y angulos de enlace (°) del cristal 2Tbu.CN

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (°)
Pd(1)-C(23) 2.0572(16) C(23)-Pd(1)-P(2) 99.59(4)
Pd(1)-C(1) 2.0075(14) C(1)-Pd(1)-P(2) 79.55(4)
Pd(1)-P(1) 2.2856(4) C(23)-Pd(1)-P(2) 101.36(4)
Pd(1)-P(2) 2.2912(4) C(1)-Pd(2)-P(2) 79.51(4)
N(1)-C(23) 1.116(2) C(1)-Pd(1)-C(23) 179.09(6)

P(1)-0(1) 1.6531(10) P(1)-Pd(1)-P(2) 159.046(14)
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Fig.5.26 Diagrama ORTEP al 50% de probabilidad del complejo neutro 31s0.CN.

Tabla 5.6. Distancias (A) y angulos de enlace (°) del cristal 31s0-CN

Distancias de enlace (A) Angulos de enlace (°)
Pd(1)-C(19) 2.0363(15) C(19)-Pd(1)-P(1) 102.60(4)
Pd(D)-C(1) 2.0066(13) C(D)-Pd(D)-P(1) 79.61(4)
PA(L)-P(L) 2.2896(4) C(19)-Pd(1)-P(2) 98.52(4)
PA(1)-P) 2.2734(4) C()-Pd(1)-P2) 79.34(4)
N(1)-C(19) 1.147(2) C(1)-Pd(1)-C(19) 177.39(6)

P(1)-0(1) 1.6540(10) P(2)-Pd(1)-P(1) 158.778(13)

El efecto trans estructural se puede medir experimentalmente usando cristalografia de rayos X, y se

observa como un estiramiento de los enlaces entre el metal y el ligando trans a un ligando trans-

influyente. El estiramiento de hasta 0.2 A ocurre con ligandos de influencia trans fuerte. 5
Las distancias de enlace paladio-carbono Pd-CN son de 2.0572(16) y 2.0363(15) A, para los
complejos 2Tbu-CN y 3Iso-CN, respectivamente. Estas longitudes de enlace concuerdan con la de
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su analogo ciano-complejo borilbis(trimetilfosfina) de paladio (I1) de Pd-CN=2.052(3) A,%* ya que
en ambos complejos los ligandos ciano tienen en posicion opuesta grupos de C(sp?).

Se han reportado variedad de estructuras cristalinas de cloro-complejos de paladio (II), con
distancias de enlace Pd-Cl en el rango de 2.291-2.371 A, como los 2,6-
bis(diisopropilfosfonito)benceno % y 2,6-bis(di-tertbutilfosfonito)piridina %6, esta distancia es mas
grande que la de Pd-CN de 2.057 A y se le puede atribuir a que el ligante cianuro tiene la habilidad
de retrodonacion © ya que tiene orbitales antienlazantes m*.

Asi mismo, las distancias Ni-Cl de los cloro-complejos de Ni (Il): 2,6-bis(di-
tertoutilfosfonito)piridina %,  2,6-bis(di-tert-butilfosfinoil)-4-(3,5-dinitrobenzoiloxi)fenil,  2,6-
bis(diisopropilfosfonito)fenol ¢ y 2,6-bis(difenilfosfonito)fenol 4 se encuentran en el rango de
2.1433-2.202 A, que es una distancia menor comparandola con la de Pd-Cl (2.291-2.371 A) esto se
debe a que el metal en el complejo de cierta forma esta polarizado y la influencia trans observada
para iones d®es Pt>*> Pd?*> Nj?*, 8

Las distancias Pd-C (sp?) son de 2.0075(14) y 2.0066(13) A, para 2Tbu-CN y 3lso-CN
respectivamente, y estan en el rango encontrado para enlaces simples Pd-C(sp?) de 1.97-2.03 A.

En los complejos tipo pinza bis(fosfonitos) mencionados anteriormente y el trifluoroacetato-
complejo bis(fosfonito) de Pd (11),% los dos grupos fosforo donadores estan en una configuracion
distorsionada trans y las distancias Pd-P se encuentra en el rango de Pd-P= 2.27-2.31 A, mientras
que para los ciano-complejos de éste trabajo estan en 2.27-2.29 A,

En el cristal 31s0-CN el angulo <C(19)-Pd(1)-P(1) mide 102.60°(4), mientras que el angulo <C(19)-
Pd(1)-P(2) es de 98.52°(4), el primero es considerablemente mas grande que el segundo y estan muy
distorsionados (o mismo se observa para 2Tbu-CN), esto se atribuye a la repulsion estérica entre el
cianuro coordinado al paladio y los residuos isopropilos y terbutilos de los fosfonitos 1 y 2. Por
consiguiente, los angulos <P-Pd-P también son afectados por dicha repulsion y miden entre 158.7°-
159.0° alejados de la idealidad de «180.0°. Sin embargo, el angulo <C(1)-Pd(1)-C(23) en 2Tbu.CN
mide 179.09°(6) debido a que el ligante cianuro se coordina al paladio en una forma simétrica,
ademas de que tiene una geometria lineal. El angulo <C(1)-Pd(1)-C(23) en 3Is0.CN es de
177.39°(6).

En 2Tbu.CN, el angulo formado entre los dos grupos terbutilos unidos a un mismo atomo de
fosforo mide en el rango de 114.47°-115.18°, mientras que su analogo entre dos grupos isopropilos
en 31s0.CN mide 107.29°-108.27°, el primero es mas grande porque entres los grupos terbutilos hay

mas repulsion estérica que en los isopropilos.
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La estructura cristalina de difraccion de rayos X de 2Tbu.CN revela que una de las interacciones no
covalentes que estabiliza su red es mediante dos enlaces de hidrogeno; el de méas fuerza se da entre
el nitrogeno del cianuro de una molécula del complejo y el hidrégeno del grupo hidroxilo de otra
molécula con una distancia H---N= 1.89A y «OHN=177"; el segundo enlace de hidrogeno, de
menor fuerza, tiene una distancia H---O= 2.60A y €«CHO=154"y se da entre el hidrégeno de un
grupo metilo con el oxigeno de un hidroxilo de otra molécula adyacente, se clasifica como una
interaccion débil.”® (Fig 5.27)

Fig. 5.27 Perspectiva cristalina de 2Tbu.CN mostrando sus enlaces de hidrogeno.

Tabla 5.7. Pardmetros geomeétricos de los enlaces de hidrogeno H---A de 2Tbu.CN

Enlace de H---A(A) < DHA () D-H (A) D---A (A)
hidrégeno
1 | H@2)---N(1) 1.898(10) 177(2) 0.823(9) 2.7204(17)
2 | H(9)---0(2) 2.603 154.10 0.980 3.510
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De igual forma, la red del ciano-complejo 31s0.CN cuenta con dos enlaces de hidrégeno dado entre

el nitrogeno del cianuro de una molécula y el hidrégeno del grupo hidroxilo de otra molécula con

una distancia H---N= 1.94A y &4ngulo «OHN=178", se cataloga dentro de una fuerza moderada. El

segundo enlace de hidrégeno, es una interaccion débil también del tipo CH---O, con distancia

H---O= 2.72A y «CHO=115.0°, entre el hidrégeno de un grupo metilo con el oxigeno de un

hidroxilo de otra molécula adyacente.” (Fig. 5.28)

Podemos observar que estas distancias son ligeramente mayores en comparacion con la de los

enlaces de hidrogeno del complejo 2Tbu.CN, y se puede deber al mayor efecto hidrofébico por los

grupos terbutilos.

Fig. 5.28 Perspectiva cristalina de 31s0.CN mostrando su enlace de hidrégeno.

Tabla 5.8. Pardmetros geométricos de los enlaces de hidrégeno H---A de 31s0.CN.

Enlace de hidrégeno | H---A (A) < DHA () D-H (A) D---A (A)
1 | H@)--NQ) | 1.945(10) 178(2) 0.821(9) 2.7658(17)
2 | H(15C)---0(2) 272 115.5° 0.980 3.267A
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A continuacién se presentan las perspectivas cristalinas de las redes de los enlaces de hidrégeno en
2Tbu.CN y 31s0.CN, Figs. 5.29-5.30.

Fig.5.30 Perspectiva cristalina de la red de enlaces de hidrégeno en 31s0.CN.
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Otra de las fuerzas no covalentes en las estructuras de los cristales 2Tbu.CN y 31s0.CN es la
interaccion CH-m, establecido entre un hidrogeno de un metilo de uno de los grupos terbutilo (o
isopropilo en 31s0.CN) de una molécula del complejo con el sistema m del anillo del fenol de otra
molécula; sus distancias H---m y angulos <C-H-m son: 2.83A,«167.7° y 2.59A, «172.5°, para
2Tbu.CN y 3Is0.CN, respectivamente y son similares a los sistemas cristalinos CH(sp®)-n
investigados por Nishio et al.”*. La distancia H---m es mas grande para 2Tbu.CN porque hay mas

repulsion estérica entre los grupos terbutilos. (Fig. 5.31)

Fig.5.32 Perspectiva cristalina de la red CH-r en 2Tbu.CN. Ademas se observan enlaces de hidrégeno
N---H. Se omiten atomos para mayor claridad.
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Fig. 5.33 Perspectiva cristalina de la red CH-n en 31s0.CN. Ademas se observan enlaces de hidrégeno N---H.
Se omiten 4tomos para mayor claridad.

3.1 Caracterizacion de las estructuras cristalinas 2Tbu.CN y 31s0.CN

La caracterizacion de los cristales 2Thu.CNy 31s0.CN se realiz6 mediante RMN de: 'H, *3C, 3!P;
MS-CI, MS-MALDI-TOF; IR-ATR.

RMN de 1H
L7000
OH -6500
2Tbhu CN- [ '
H H [
HZO LoD

i
HaC (!:N CH;
H,C CH; HiC CHy DMSO
Hs Hs ds

CDCL CH3CN

T T T T T T T T T T r\il T T T T T T T T T T T T T T T T "
B.S 8.0 7.5 7.0 6.5 £.0 55 50 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 {ppm}

Fig. 5.34 Espectro de RMN de *H del cristal 2Tbu-CN en CDCIs/DMSO ds 3:1. 300 MHz. * TBA.

y J l UL
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En la Fig. 5.34 se presenta el espectro de RMN de H del cristal 2Tbu.CN; cabe mencionar que el
sistema de solventes usado fue una mezcla de CDCIls/DMSO ds 3:1, ya que los cristales eran
insolubles en CDCIs (sus analogos cloro-complejos son muy solubles en dicho solvente) y en

DMSO ds no se observa la sefial del -H del grupo hidroxilo —OH, probablemente por su hidratacion.

En el complejo 2Tbu.CN son tres tipos de hidrogenos; el que se observa a mayor campo bajo en 8.8
ppm es el hidrogeno del grupo fenol —OH; en 6.06 ppm, el singulete de los dos unicos hidrogenos
simétricos en el anillo aromético; y en 1.30 ppm los 36 hidrégenos de los metilos. Valores similares
para los mismos tipos de hidrogeno se observan en el espectro de RMN de H para el cristal
31s0.CN (Fig. 5.35), ademas de la sefial de los cuatro grupos —CH de los isopropilos en 2.32 ppm.
Todas las sefiales no pertenecientes a los complejos se asignan como sigue: en 7.37 ppm CDCls, 2.5
ppm DMSO dg, 2.70 ppm H2O y los cuatro pequefios multipletes en 3.29, 3.15, 1.56 y 0.93 ppm
pertenecen al tetrabutilamonio, proveniente de su sal como cianuro durante la reaccion de

intercambio en el cloro-complejo, que debido a su naturaleza higroscépica se adhirié a los cristales

formados.

L6000

H |
3Is0-CN- H -
H H H:0 | oo

-CH3

. 4500
H:;C T (IJ CHE =4000

N A i/ |
/ I \ ~35D0

HC CN CHs '
L3000

HaC CHy HsC CHs [
2500

H
—2000
~1500
= 1000
o CDCh _ \JLW
N h L N Lo
| . . o
& 8 5 . 500
L = T T T T T T T T T TR T T v T T T T T T T T T r T T v T [x T T
2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 8.5 &0 5.5 &0 4.5 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 05

f1 (ppm}

Fig. 5.35 Espectro de RMN de 1H del cristal 31s0.CN en CDCIls/DMSO dg 3:1. 300 MHz. * TBA.
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2Tbu.CN: RMN H (CDCI3/DMSO ds 3:1, 25 °C) &: 1.30 (m, 36H), 6.06 (s, 2H), 8.79 (s, 1H).
31s0.CN: RMN H (CDCIs/DMSO dg 3:1, 25 °C) &: 1.30 (m, 24H), 2.34 (m, 4H), 6.06 (s, 2H), 8.87
(s, 1H).

RMN C

El espectro del RMN de **C del cristal 31so.CN se presenta en la Fig. 5.36. Son siete tipos de
carbonos totales en la molécula, lo cuales se enumeran de forma ilustrativa en su estructura quimica
y se asignan sus sefiales en el espectro. Las sefiales mas importantes de mencionar, son: en 136.09
ppm se encuentra la sefial del carbono del ligante ciano coordinado al paladio; en 156.52 ppm el
carbono base del oxigeno del grupo hidroxilo; a mayor campo bajo en 166.25 ppm, el carbono C-O-
Py el carbono unido al paladio se encuentra en 93.97 ppm. A campos altos en 17.24 ppm los grupos
metilos y en 28.81 ppm los grupos —CH de los isopropilos. Las 4 sefiales con menor intensidad en
58.81, 23.89, 19.62 y 13.57 ppm conciernen al tetrabutilamonio.
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1 1300
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-11[;1[]
o~ 3 f 0o CDChL
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-1" 2 = I
~100
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Fig. 5.36 Espectro de RMN de **C del cristal 31s0.CN en CDCIs/DMSO ds 3:1. 300 MHz. * TBA.

2Tbu.CN: RMN *3C (CDCI3s/DMSO ds 3:1, 25 °C) &: 27.59, 39.1, 93.64, 158.67, 167.2
31s0.CN: RMN %3C (CDCIs/DMSO ds 3:1, 25 °C) &: 16.71, 17.24, 28.81, 93.97, 124.65, 136.09,
159.33, 166.40.
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RMN de 3P
Los espectros de RMN de 3P de los dos analogos cloro-complejos de paladio (1) en CDCls,
consisten en una sefial prominente en 193.86 y 188.87 ppm, para 2Tbu.Cl y 3lso.Cl,
respectivamente. En tanto, las sefiales de los cristales de 2Tbu.CN estan en 204.64 ppm y 31s0.CN,
en 196.41 ppm, mas desplazadas por la mezcla del sistema CDCIls/DMSO de3:1, sin embargo, la
tendencia de que la sefial de los complejos con terbutilos estd méas desplazada a campos bajos que el
de los complejos con isopropilos es la misma. (Fig. 5.37)
a)

204.64 ppm
00 150 100 50 | 0 s -0 1% 2
f1 (ppm)
b)
196.41ppm
200 150 100 50 0 s -0 150 200
f1 (ppm)

Fig. 5.37 Espectros de RMN de 3!P de a) 2Tbu.CN y b) 31s0.CN en CDCIls/DMSO ds 3:1. 300 MHz.
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Espectrometria de Masas

31s0.CN por ionizacion quimica (CI).

El cristal 31so.CN también se evidencio por la técnica de espectrometria de masas por ionizacion
quimica (CI) en inyeccion directa, ésta técnica suave, en la cual las moléculas del gas reactivo son
ionizadas por ionizacién electrdnica, y subsecuentemente reaccionan con moléculas del analito en
fase gas para logar la ionizacion. En la Fig. 5.38 se muestra una expansion de su espectro, en donde
se observa un pico en m/z= 489, dicha relacion masa/carga se atribuye a la especie indicada en la
misma figura. Asimismo, el siguiente pico en m/z= 490, denota la especie [M+H]" con relacion 1:1
al pico en 489 m/z.

— OH 14
489 400
0 o M+H]
N LY
~ CpHyNOsPoPd”
[M]T 489
L L
480 490 m'z 500

Fig. 5.38 Expansion del espectro de Cl de 31s0.CN y especie propuesta para el pico base [M]".
2Tbu.CN por MALDI-TOF

La masa del cristal 2Tbu.CN no fue detectada por la técnica de ionizacion quimica, pero, si logro
ser observada por la técnica de MALDI-TOF, que también es de ionizacion suave e involucra un
laser que recorre una matriz de moléculas pequefias para hacer que las moléculas del analito entren a
la fase gaseosa sin fragmentarse o descomponerse. En la espectrometria de masas por MALDI-TOF,
la fuente de iones se da por la desorcion/ionizacién de una matriz asistida por laser y el detector de

masas es un analizador de tiempo de vuelo.”
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En la Fig. 5.39 se presenta una expansion del espectro de masas de 2Tbu.CN, el pico de mayor
intensidad corresponde a la especie del ciano-complejo [M+H]" de m/z=546.56, de menor

intensidad también se observa la especie [M]* con m/z =545.5

546.560
— OH - I
[M+H]*
o o |
\ ,l P4 ll / 545.586 |
/%\ J:" /N\\ o
- _ |
C23H39NO3P2Pd ‘ |
[M]~ 545.14

]

L\M Lb‘bw J:,..'M ™

T

-
S W
W"V@aﬂ.—*ﬁ' A J
542 544 ' 546 548

Fig. 5.39 Expansion del espectro MALDI-TOF de 31s0.CN y especie propuesta para el pico [M+H]".

Espectroscopia de infrarrojo

En la figura 5.40 se presentan como comparacion los espectros de infrarrojo del cloro-complejo de
grupos terbutilos 2Tbu.Cl y su analogo ciano-complejo 2Tbu.CN, se destacan sus sefiales mas
importantes. En ambos espectros de observan los siguientes estiramientos: C-H de los metilos en
2957cm; C=C sp? entre 1400-1600 cm™; P-O en 1034cm”; mientras que el estiramiento O-H del
hidroxilo en 3361 cm’, solo es evidente en el cloro-complejo ya que no esté tan hidratado como el
cristal del ciano-complejo. No es posible asegurar por éste experimento el enlace Pd-Cl ya que se
encuentra en regiones de frecuencias en el rango de 150-360 cm-, asi como el enlace Pd-CN, sin
embargo, la presencia del ligante ciano coordinado al paladio en el complejo se evidencia en una
sefial con frecuencia de 2135 cm, la cual corresponde al estiramiento del enlace triple C=N.”® Este
comportamiento fue similar al de los complejos con grupos isopropilos, cuyos espectros de

infrarrojo se muestran en la Fig. 5.41.
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3361 C-H 1243
O-H sp? C-0
P-01034
2Tbu-CN

N

T T T T

1 1 1 1 1
00 3000 2500 2qg%_ 1500 1000
Fig. 5.40 Espectros de infrarrojo de 2Tbu.Cl (negro) y 31s0.CN (rojo).

bl

2964 ’
C-H
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I J ] B I . I L I . I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm
Fig. 5.41 Espectros de infrarrojo de 31s0.Cl (azul) y 31s0.CN (rojo).
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4. Estudios de reconocimiento molecular y deteccion de tioles bioldgicos
Adicionalmente el complejo 2Tbu.Cl también se estudié para el reconocimiento molecular de los
tioles biologicos: cisteina (Cys), glutation (GSH), homocisteina (Hcy) y N-Acetyl cisteina (NAC)
cuyas estructuras quimicas se presentan en la Fig. 5.42. Estos analisis se efectuaron por
espectrofotometrias de absorcion UV-Vis y de emision fluorescente; en un medio micelar acuoso
(bromuro de cetiltrimetilamonio 5.0 mM, buffer MOPS 10.0 mM, pH 7.4) con el objetivo de

proporcionar un ambiente hidrofobico. Los resultados se presentan a continuacion.

o H
o)

H
Cisteina (Cys)

N-acetil-cisteina
(NAC)

o}

NH,

Homocisteina (Hcy)

o

H
o) o
H
N\)‘\
Ho/lk(\/u\N OH
H
NH, 0

%ty

Glutation (GSH)

Fig. 5.42 Estructuras quimicas y modelos tridimensionales de los tioles biolégicos usados en este estudio.
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4.1. Estudios por espectrofotometria de emision fluorescente
Primeramente, se llevaron a cabo pruebas de la estabilidad del complejo 2Tbu.Cl en medio acuoso
micelar de bromuro de cetiltrimetilamonio 5.0 mM, buffer MOPS 10.0 mM, pH 7.4. El complejo

tuvo emision estable y constante durante 3.0 horas.

Las titulaciones por emision fluorescente del complejo 2. TbuCl (100 uM) con los tioles biologicos
cisteina (Cys), homocisteina (Hcy), N-acetil-cisteina (NAC) y glutation (GSH) dieron resultados
interesantes y muy diferentes a la de los aniones; ya que tras la adicion de sélo 1.0 equivalente de
cada tiol a 2Tbu.ClI se observa un incremento drastico de emision fluorescente en la banda verde de
A=510 nm, 1.=11.4 u. a. del complejo libre junto con un desplazamiento hipsocromico a longitudes
entre 497-500 nm. El incremento mas grande de emision resultd con el glutation (AI=187.5);
cisteina (AI=108.9); homocisteina (AI=34.2); N-acetil-cisteina (Al=14.2). (Fig. 5.43) Como

resultado dicha emision fluorescente verde pudo ser observada bajo radiacion UV. (Fig. 5.44)
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Fig. 5.43. Cambios en los espectros de emision de 2Tbu.Cl (100 uM) tras la adicioén de 1.0 equivalente de
cada uno de los tioles en solucién acuosa micelar (CTAB 5.0mM/ MOPS 10.0mM, pH=7.4).
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Homocisteina Glutation Cisteina

g _"4 v y N

: - | :

- y B § < ) ,

Fig. 5.44 Complejo 2Tbu.Cl tras la adicion de 1.0 equiv. de los tioles en medio acuoso de CTAB 5.0mM/
MOPS 10.0mM, pH=7.4. Bajo radiacion UV (365nm.)

4.1.1. Constantes de asociacion por emision fluorescente
Los datos experimentales de las titulaciones fluorimétricas anteriores se ajustan bien a un modelo de
asociacion 1:1 utilizando la ecuacion (3). El andlisis de los perfiles de titulacién del complejo
2Tbu.Cl con los tioles bioldgicos indica encendido de la emision fluorescente verde por la
complejacion del &tomo de S al centro metalico del paladio (I1) de 2Tbu.CI.

(Lo—To){[Rlo+[A]+——[([Rlo+[A]+3-)?~[4][R]o[4])°%}
Iobs = 10 + 4 Z[R](] 4 (3)

Donde lobs €s el cambio en la intensidad en funcion a la concentracion del analito (tiol), lo representa
la intensidad fluorescente inicial del receptor (2Tbu.Cl), I corresponde a la intensidad a saturacion
con el analito, [R], concierne a la concentracion del receptor,[A] es la concentracion del analito y
Ka simboliza la constante de asociacion. Cabe mencionar que esta misma ecuacion se utilizé para
los ajustes 1:1de las titulaciones de absorcion UV-Vis de 2Tbu.Cl y 31s0.Cl con los aniones en
CH3sCN.

Las constantes de asociacion del complejo 2Tbu.Cl con los tioles obtenidas por emisién se colectan
en la Tabla 5.9. 2Tbu.Cl tiene una constante de asociacion hacia el glutation de 2.75x10* Mt y
cisteina de 1.80x10* M una orden de magnitud mayor que las constantes de homocisteina
(2.76x10°M™1) y N-acetil-cisteina (4.08x10° M'1) asi, la tendencia de afinidad es: GSH=Cys>
NAC~Hcy. La afinidad concuerda con la tendencia del volumen estérico que sigue el orden
ascendente: Hey < Cys «GSH; " aunque GSH tiene el mayor impedimento estérico, también tiene la
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno por medio de sus motivos de acido carboxilicos con el

grupo OH del fenol de 2Tbu.Cl aumentando los puntos de contacto.
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Tabla 5.9. Constantes de asociacion Ka (M) de 2Tbu.Cl con los tioles bioldgicos e en solucion
acuosa micelar (CTAB 5.0mM/ MOPS 10.0mM, pH=7.4) y relacion I/l

T|0| Ka IF/IO
Cys 1.80x10%*+ 0.06 18.33
HCy 2.76x10%+ 0.08 9.16
NAC 4.08x10%+ 0.04 5.10
GSH 2.75x10%+ 0.03 19.46

En la Fig. 5.45 se observa que la variacion de absorbancia a 500 nm del complejo 2Tbu.ClI con los

tioles, los perfiles se ajustan a un modelo 1:1.

Fig. 5.45 Perfiles fluorimétricas de 2. TbuCl (100 uM) con los tioles estudiados. Las lineas s6lidas fueron
obtenidas por un ajuste no lineal para un modelo 1/1.

4.2. Estudios por espectrofotometria de absorcion UV-vis
El espectro de absorcion UV-Vis del complejo 2Tbu.Cl en medio acuoso micelar (CTAB 5.0 mM,
buffer MOPS 10.0 mM, pH 7.4) es similar al de CH3CN, pues se constituye por dos bandas de
absorcion en 271 y 311nm. Después de la adicion de 3.0 equivalentes de cada uno de los tioles se
produce un efecto hipocrémico (disminucion de absorbancia) en la banda de 313 nm: glutation
(AA=0.17); cisteina (AA=0.11); homocisteina (AA=0.05); N-acetil-cisteina (AA=0.08); esta

tendencia es la misma que se observa en emision fluorescente. (Fig.5.46)
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Fig. 5.46. Cambios en los espectros de UV-Vis de 2Tbu.Cl (100 uM) tras la adicion de 3.0 equivalentes de
cada uno de los tioles en solucion acuosa micelar (CTAB 5.0mM/ MOPS 10.0mM, pH=7.4).

En la Fig. 5.47 se muestra el perfil de absorbancia de la titulacion del complejo 2Tbu.Cl con
glutation a 375 nm y la constante de asociacion obtenida de 2.50 x10* M, que resultd similar a la

obtenida por emision fluorescente de 2.75x10* M 1, corroborando la relacion estequiométrica 1:1.

Fig. 5.47 Perfil de absorbancia de 2. TbuCl (100 uM) con glutatién en medio acuoso micelar, pH=7.4. La
linea sélida se obtuvo por un ajuste no lineal para un modelo 1:1.
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4.3.Espectrometria de masas MALDI-TOF
Se llevaron a cabo intentos de cristalizacion de los dos complejos 2Tbu.Cl con el tiol cisteina en
CH3CN: H20 9:1 vlv, y los materiales so6lidos obtenidos se analizaron por espectometria de masas
MALDI-TOF que es una técnica suave. Las sefiales que evidencian la coordinacion del paladio de
los complejos con el atomo de azufre de la cisteina Pd-S se muestran en las regiones de los espectros

de masas de baja resoluciéon en la Fig. 5.48.

(M+H)* MeOH
OH 672.669
(M+Na)*
\ 0 0 / 663.855
P Pd P
/ [ \
AN N TN
H2N
o}
d o !
M L e e e L
660 670 680

Fig. 5.48 Region del espectro MALDI-TOF de la especies propuestas [2Tbu-Cys+Na]*y
[2Tbu-Cys+MeOH]*
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La sal de triflato de la meso-tetraarilporfirina cationica 1.0Tf se puede usar como un quimiosensor
fluorescente intrinseco para la deteccion de yoduro en soluciones acuosas a pH = 7.4. En estas
condiciones, la adicion de Nal muestra una respuesta rapida con una extincion total de la emision
roja de 1.0Tf, con una afinidad particularmente alta (K1, = 1.9 (+ 0.08) x 10* M?) y fuerte
apagamiento (Ksv = 1.1 (+ 0.1) x 10°). Este cambio optico permite la deteccion de iones yoduro en
el intervalo de concentracion nanomolar con muy buena selectividad sobre otros aniones comunes
como el cianuro, el cloruro, el fosfato y el pirofosfato, solo el bromuro provoca minima
interferencia. El proceso de extincion podria explicarse por una combinacion de mecanismo
dinamico con la formacién simultanea de enlaces de hidrogeno y extincién estdtica de PET,
posiblemente tanto en el estado excitado como en el estado fundamental. Sobre la base de las
estructuras cristalinas de 1.Br y 1.0Tf, RMN H, titulaciones fluorimétricas y de UV-Vis, se
propone el modo de union del yoduro que implica interacciones de enlace de hidrégeno C — H --- |
con porfirinas cationicas monoméricas, estos contactos se estabilizan mediante un ambiente
hidrofébico alrededor del sitio de union. Los céalculos de DFT y las mediciones de tiempo de vida
mostraron que la interaccién de 1.0Tf con el yoduro es principalmente de naturaleza idnica. Esta
propiedad de union sobresaliente de 1.0Tf a yoduro lo hace prometedor para otras aplicaciones
como microscopia de imagen de fluorescencia.

El complejo organometalico tipo pinza de paladio (II) POCOP 2Tbu.Cl, se puede usar como
quimiosensor intrinseco colorimétrico y fluorescente para la multi-deteccion de los iones cianuro y
fluoruro en CH3CN Yy de tioles biolégicos como cisteina y glutation en solucion acuosa micelar a
pH=7.4. En CH3CN, la adicion de cianuro exhibe una respuesta y especificidad rapidas que generan
un cambio de color de transparente a naranja, este cambio éptico basado en la coordinacion del CN-
al centro metalico de paladio (1) con una afinidad alta (K. = 5.01x10° MY); las estructuras
cristalinas de los complejos 2Tbu.CN y 31s0.CN respaldan estos resultados. La adicion de fluoruro
a 2Tbu.Cl generan un color amarillo brillante por desprotonacién del grupo —OH de fenol en el
complejo.

Ademas 2Tbu.Cl puede ser usado como quimiosensor fluorescente para los tioles biologicos

glutation y cisteina en medio acuoso micelar pH=7.4, pues se presenta un incremento drastico de la
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emision fluorescente verde del complejo; la afinidad a glutation medida por la constante de
asociacion es de 2.75x10* M y para cisteina de 1.80x10* M.

En general, estos resultados resaltan ain mas la utilidad de una sintesis simplificada y de alto
rendimiento de receptores organometalicos basados en metales de transicion como quimiosensores

de multideteccion para analitos con importancia biologica.
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Las contribuciones de éste proyecto de investigacion se centran en el reconocimiento y deteccion de
especies anionicas a traves del desarrollo de sensores moleculares sintéticos ya que a pesar del
enorme progreso logrado hasta ahora, sigue siendo un verdadero desafio, especialmente en medio

acuoso si se quieren lograr aplicaciones en ambitos biologicos, médicos y ambientales.

El quimiosensor 1.0Tf, constituido por una porfirina tetra-cationica de base libre en forma de sal
triflato presentado en este trabajo, es relativamente sencillo, sin embargo, cuenta con caracteristicas
que lo hacen un sensor fluorescente altamente selectivo para yoduro en medio acuoso; ya que las
porfirinas cationicas unidas a grupos hidrofobicos piridinio periféricos son predominante
monoméricas en soluciones acuosas, debido a que son motivos cargados positivamente separados
del anillo de la porfirina por espaciadores metilenos, evitando asi su homoasociacion. 1.0Tf detecta
selectivamente yoduro en el intervalo de concentracién nanomolar (180 nM) con buena selectividad
sobre otros aniones inorganicos comunes. La mayoria de los sensores moleculares para aniones

basados en porfirinas funcionan sélo en disolventes organicos.

Por otra parte, los complejos organometalicos de fenol tipo pinza POCOP han sido estudiados para
diversas aplicaciones en areas como la catélisis, las ciencias de los materiales para el desarrollo de
nuevos sistemas luminiscentes/magnéticos y quimica bioinorganica debido a sus propiedades
estructurales, electronicas y fotofisicas; sin embargo, su estudio en el reconocimiento molecular de
analitos con importancia bioldgica aun permanece inexplorado. ElI complejo 2Tbu.Cl evaluado en
éste trabajo resulté un sensor fluorescente para cisteina y glutation en medio acuoso micelar pH 7.4
ya que con 1.0 equivalente de estos tioles producen un encendido significativo de la emision del
complejo. Ademas la adicion de 1.0 equivalente de CN™a 2Tbu.Cl origina un cambio espectral de

absorcion UV-Vis particular acompafiado de un cambio colorimétrico.

Algunas técnicas de deteccion tipicas para aniones en muestras bioldgicas incluyen métodos
electroquimicos y potenciometricos, cromatografia ionica, electroforesis capilar, etc. y presentan
diversas desventajas como su alto costo, dificil operacion, baja reproducibilidad, interferencias con
otros analitos de la muestra. El desarrollo de quimiosensores eficientes tendrian mas ventajas como
buenas selectividad y sensibilidad, respuesta rapida, buen limite de deteccion y bajos costos

comparado con las técnicas anteriores.
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The new tetracationic and highly luminescent triflate salt of 5,10,15,20-tetra(4-benzylpyridinium)-21H,23H-
porphyrin, 1.0Tf was designed and studied as a chemosensor for iodide in pure water. Under optimal conditions,
Iodide the addition of inorganic anions and acetate as sodium salts to 1.0Tf quench its red fluorescence with a very
Fluorescence spectroscopy pronounced affinity toward iodide (K;;~ = 1.9( = 0.08) x 10* M'!) accompanied by complete quenching of its
Water emission (Kgy = 1.1( = 0.1) x 10°) in a micromolar concentration range (0-50 uM). A rapid and direct analytical
response of 1.0Tf by addition of I- ions was observed in a wide range of pH (5.0-8.0) with a detection limit of
180 nmol L at neutral pH and good selectivity over other biological and more basic anions such as pyropho-
sphate, chloride, fluoride and phosphate. The optical change by addition of iodide is attributed to a strong ion-
pair binding with simultaneous formation of efficient hydrogen bonding C-H - I- interactions, these contacts are
supported by 'H NMR experiments. The efficient binding and fluorescence detection is attributed to a very high
positive charge of monomeric specie of 1 in combination with strong acidification of C-H donors by quaterni-
zation of pendant pyridyl groups. On the other hand, addition of bromide, common interfering anion, shows a
modest spectral change but lower than those observed for iodide. On basis of multiple spectroscopic titration
experiments (*H NMR, UV-vis, fluorescence), Job’s plot, crystal structure of the bromide salt of 1 and fluor-
escence lifetime measurements, a photoinduced electron transfer quenching mechanism with simultaneous
sensor-iodide complexation both in the excited and the ground-state is proposed. From theoretical DFT studies,
the binding mode of this chemosensor with iodide is markedly ionic interaction, energy calculated in 402.8 kcal/
mol. The proposed method is direct, fast, accurate and of low cost for the determination of iodide ions in pure
water.

1. Introduction

Recognition and optical sensing of bioanalytes such as halides by
molecular chromogenic/luminescent artificial receptors capable of op-
erating under neutral aqueous media remains an active and relevant
area in analytical and supramolecular chemistry due to their key role in
several physiological, environmental and industrial processes [1-7].
Iodide spectroscopic detection and recognition has been dominated by
metal-based receptors [8-10], nanoparticles-based luminescent probes
[11-13], and organic synthetic dyes/receptors containing carbazole,
triazole, thiazole groups [14-16], N-aryl benzimidazolium derivatives
[17], polythiophene derivatives [18], diarylmaleimide derivatives [19],

* Corresponding author.
E-mail address: adg@unam.mx (A. Dorazco-Gonzélez).

https://doi.org/10.1016/j.snb.2018.10.127

bisquinolinium pyridine-2,6-dicarboxamide compounds [20-21] and
calix [4] pyrroles [22]. However, these sensing systems are restricted to
non-aqueous media or they require a considerable quantity of organic
co-solvents, which limits seriously their practical applications.

On the other hand, the optical detection of iodide in water can be
achieve with a very few number of synthetic fluorescent dyes [23-25]
which undergo collisions-induced quenching process in the presence of
this anion [26-27]. Typically, these molecular sensors show Stern-
Volmer quenching constant between 10 and 10° M™' [23,26-28].
Consequently, they are suitable to detect iodide in the micromolar
concentration range, but not significantly below, which is highly de-
sired to sense this anion in biological samples [29]. In this line, the
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literature features very few examples of chemosensors able to operate
in water with specific binding mode. Among the reported those, the
most efficient optical receptors contain an arrays of hydrogen bond
donors such as imidazolium, quinolinium, acidified amide groups
(N—H) [30-33], triazole (C-H) and boronic acid (B—OH) [25]. These
cationic receptors are able to bind iodide in water through D-H - I-
interactions with moderate association constants between 10 and 10>
M~ [25,30-33], however, its efficiency is strongly dependent on pH.
Furthermore, many of these fluorescent probes are not particularly se-
lective, and interferences from pseudohalides, heavy-atom-containing
molecules, sulfur-containing compounds and bromide ions can be a
problem.

In principle, it should be possible to overcome these limitations by
using a luminescent artificial receptor with a specific, high-affinity for
iodide, for example, an optical receptor with multiple positive charges
with strong delocalization of the charge and hydrophobic groups in
order to promote ion-pairing association [33-34]. However, the crea-
tion of a potent and selective receptor, free of toxic heavy metals, for I~
in pure water is an ongoing challenge. The difficulty in making sensitive
sensor for iodide in water is due to low hydrogen-bonding ability, a low
charge density and weak electronegativity [35]. Reports in the context
of medicinal photochemistry have shown that the fluorescent emission
of a cationic tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)phorpyrin derivative, is
very sensible to the presence of iodide ions and interestingly it not af-
fected by millimolar concentration of halides and oxyanions [36]. In
this sense, water-soluble porphyrins can be prominent candidates for
iodide sensing due to their relevant photophysical properties such as
strong light absorption in the visible light region and red to near-in-
frared highly fluorescence emission [37].

On the other hand, in the field of the biological receptors for ha-
lides, the protein binding sites are described as protected hydrophobic
microenvironments that allow the encapsulation of anionic species by
electrostatic and hydrogen bonding interactions [38]. Taking this into
account, this work is based on idea that a sensitive chemosensor for
iodide can be achieved using a simple water-soluble compound con-
taining a porphyrin core as a potent luminescent unit and multiple
cationic hydrophobic pendant groups as potential ion-pair binding sites.
To test this hypothesis, we decided synthesized a cationic N-benzylated
of tetra(4-pyridyl)-porphyrine derivative containing non-coordinating
anion as triflate. The results obtained for a red fluorescent cationic
meso-tetraarylporphyrin 1.0Tf (Scheme 1) including synthesis, X-ray
single-crystal structure, spectroscopic sensing of anions and theoretical
DFT studies are summarized below.

Scheme 1. Chemosensor based on a cationic phorpyrin salt 1.0Tf employed in
this study.
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2. Experimental
2.1. General considerations

Chemical, solvents and instrumentations listed in

Supplementary material section.

are

2.2. Synthesis

The detail synthesis is described in Supplementary material section.

Compound 1.0Tf.

'H NMR (300 MHz, 25 °C, DMSO-dg) 6 9.70 (d, J = 6.3Hz, 8H),
9.24 (s, 8H, Hpyrrole), 9.06 (d, J = 6.2Hz, 8H), 7.92 (d, J = 7.0Hz,
8 H), 7.63 (m, 12H), 6.28 (s, 8H, Hmethylene)> -3-50 (s, 2H, NH)

3¢ NMR (75MHz, 25°C, DMSO-dg) 8 156.79, 143.54, 143.47,
133.99, 132.88, 129.56, 129.33, 117.46, 115.80, 63.24 (one signal was
not detected).

19F NMR (282 MHz, 25 °C, DMSO-de) & -77.75.

MS-ESI(+) [1+(0Tf)s] " = 1430.30 m/z

IR-ATR (cm ™ 1): 3268 (w, N-H), 3114 (w, Ar-H), 1668 (s, br, C = C,
C=N™), 1666 (m, Ar-H), 1610 (m, Ar-H), 1564 (m, br), 1240 (s, OTf
-), 1092 (s), 805 (m), 740 (m).

Anal. Caled. for: C;5Hs4F12Ng015S4: C, 54.75; H, 3.45; N, 7.09,
Found: C, 54.73; H, 3.48, N, 7.07.

2.3. Crystallographic investigations of 1.Br

Crystals of 1.Br were studied with Bruker APEX II Difractometer at
100 K, using Cu-radiation with a CCD area detector (Ac,K, = 1.5418 A
from an Incoatec ImuS source and Helios optic monochromator [53].
Suitable crystals were coated with hydrocarbon oil, picked up with a
nylon loop, and mounted in the cold nitrogen stream of the dif-
fractometer. The structures were solved using intrinsic phasing
(SHELXT) [54] and refined by full-matrix least-squares on F2 [55] using
the shelXle GUI [55]. The hydrogen atoms of the C—H bonds were
placed in idealized positions whereas the hydrogen atoms from the
N—H moiety was localized from the difference electron density map and
refined isotropically with Uiso (H) = 1.5 and 1.2 Ueq for N. H atoms
attached to C atoms were placed in geometrically idealized positions
and refined as riding on their parent atoms, with C—H = 0.95A for
aromatic groups and C—H = 0.99 A for metilene groups with Uiso
(H) = 1.2Ueq. The molecular graphics were prepared using ORTEP,
POV-RAY and GIMP [56]. The refined model shows very high residual
electron density peaks possibly due to a mixture of solvents of crys-
tallization (methanol and water) in different disordered positions that it
was not possible to model, so it was necessary to use Platon Squeeze
program [57] eliminating 2 peaks of 12 electrons in 27 cubic angstroms
each. The residual electronic density peak found at the center of the
porphyrin ring at a crystallographic inversion center could not be
modeled. X-ray crystallographic data in. CIF format is available in the
Supplementary material section. CCDC 1834013

2.4. Fluorimetric measurements

“Emission spectra were recorded on a Cary Eclipse Agilent spec-
trophotometer equipped with a thermostated cell holder and Xenon
Flash Lamp.” The titration experiments were carried out by adding
aliquots of concentrated stock solutions of anions as sodium salts
(0.1 mM for sodium iodide and 20.0 mM for all the rest of the anions) to
buffered (40 mM, MOPS, pH = 7.4) aqueous solution of 1.0Tf (4.0uM).
After additions of the anions, the solutions were equilibrated for
2.0 min. at room temperature before recording the emission spectrum
(Aexe = 430 nm) using a quartz cuvette.

The experimental data were fitted to corresponding equations using
non-linear least squares regression with MicroLab Origin 8.6 and
HySpec programs.
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2.5. Spectrophotometry and NMR measurements

Spectrophotometric measurements were recorded on a Cary Agilent
100 UV-vis spectrophotometer. The absorption spectra were recorded
after additions of aliquots of anions concentrated stock solutions to
buffered (40 mM, MOPS, pH = 7.4) aqueous solution of 1.0Tf (4.0uM)
in a quartz cuvette place in a thermostated holder 25 = 0.1 °C. The
titration experiment of sodium iodide with 1.0Tf was carried out by
consecutive addition of an aqueous solution stock of sodium iodide
(5.0 mM). *H NMR titration experiments were performed on a 300 MHz
spectrometer with more concentrated stock solution of Nal (0.1 M) in
DMSO0-dg/D,0 (1/1, v/v) adding aliquots of Nal to a 5.0 mM receptor
solution directly to a NMR tube.

2.6. Theoretical and experimental interaction studies of 1.0Tf with iodide

Density Functional Theory (DFT) calculations at the B3LYP/lanl2dz
level of theory were carried out in order to gain some insight on the
electronic structure of 1.0Tf iodide complex as well as to calculate their
interaction energy and thus establish the nature of their bonding. All
calculations were performed with the Gaussian 09 Rev. D2 suite of
programs and the interaction energies were calculated under the
Natural Bond Orbitals (NBO) formalism with the NBO3.1 program
provided in the aforementioned suite.

2.7. Fluorescence lifetime measurements

A Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) system coupled
to a custom-built confocal microscope was used to acquire the fluor-
escence lifetimes. A 405 nm picosecond laser pulsed at 10 MHz (LDH-D-
C-405, PicoQuant) was focused into a 1 cm quartz cell with a 0.25 NA
microscope objective. The fluorescence collected with the same objec-
tive passed through a 485nm long-pass dichroic mirror (Chroma
T510lpxrxt), a 405 nm notch filter (Chroma ZET405nf), a 425 nm long
pass emission filter (Chroma ET425lp) and was focused to an avalanche
photodiode (PD-050-CTE, MPD). The laser controller (PDL-800-D,
PicoQuant) and the APD were connected to a TCSPC card (PicoHarp
300, PicoQuant). The power of irradiation was controlled to obtain less
than 1% of detection events in order to avoid pile-up effects on the
recorded histogram. Allura Red (analytical standard Sigma-Aldrich)
was used to obtain the IRF under the same conditions of irradiation. All
data were obtained and treated in SymphoTime 64 software
(PicoQuant).

3. Results and discussion
3.1. Crystal structure

Transition metal porphyrin complexes are often highly luminescent
and they have been used as biomarkers for proteins [39-40] DNA-in-
tercalators [37,41-42] photoinduced activation [43,49], coordination
chemistry [37,44], metal detection and anion sensing, specifically for
F~, ClI7, CN™, H,PO,~ and SO,* ions [37]. However, iodide re-
cognition by cationic metal-free meso-tetraarylporphyrin salts in solid-
state and pure water still remains largely unexplored. Triflate salt of 1
was synthesized by reacting 5.10,15,20-tetra(4-pyridyl)-21H, 23H-
porphyrine with benzyl bromide under reflux in dry DMF followed by
prolonged treatment with silver triflate. Bromide and triflate salt were
isolated in good yields as red-brown crystalline powder pure according
'H NMR spectrum (See Supplementary Material Section). Crystal
structure was obtained for bromide salt (Table S1). A perspective view
of its structure is shown in Fig. 1. The compound 1.Br~ crystalized in
the triclinic system in the P-1 space group. Crystal and structure re-
finement data for 1.Br~ are in Table S1. The asymmetric unit contained
half of porphyrin molecule and two bromine atoms that present an
occupational disorder in six different coordinates, the occupancy for the
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bromine atoms are 55.95%, 50.79%, 50.90%, 32.85%, 5% and 4.51%,
the four bromine atoms with majority occupancy are display in the
Fig. 1. The macrocycle of tetrapyrrole is plane; the pyridinium rings
bonded to methylene moiety from porphyrin are placed in two different
arrangements. The first pyridinium ring forms an almost orthogonal
arrangement between the plane formed by the porphyrin and the pyr-
idinium ring, with an angle between planes of 81.3 ° while the second
pyridinium ring forms an angle between planes of 57.3 °. The hydrogen
atoms N—H in the porphyrin-core form intramolecular hydrogen
bonding interactions to nitrogen atom from pyrrole non-protonated.
Crystallographic results for 1.Br- show many short 4—CH  1-Br~ and
5—CH " 1-Br~ contacts around of the positive charges (N* — CH,-) in
the packing with distances H * Br in the range from 2.765 to 3.036 A
(see Scheme 1 for the numbering of the structure and Fig. S5 for con-
tacts). Each bromide anion (1-Br™) is bounded through eight C-H -
Br~ interactions with aromatic and aliphatic CH groups of pyridinium
rings and methylene fragments of the four neighboring cationic por-
phyrins as is shown in Fig. 2. The 5—CH  Br~ distances, 2.765(5) A,
in the crystal 1.Br~ they are practically the same as for the average
value for common hydrogen bonding interactions, (NG)Csp?-H - Br ™,
2.75(2) A and C12C(sp3)-H2 “ Br™, 2.73(4) [45]. The crystallographic
results described herein suggested that the N-benzylpyridinium frag-
ments could be used as receptor units for iodide/bromide sensors.

Attempts to get suitable crystals of 1.0Tf in water/methanol were
not successful.

3.2. Anion recognition and sensing

The first evidence for the high affinity of 1.0Tf for I~ ions was
obtained by 1H NMR measurements. The addition of Nal (4.0 equiv.) to
a DMSO-ds/D50 (1/1, v/v) solution of 1.0Tf (2.0 mM) induced a con-
siderable downfield shifts (A§ = 0.75 ppm) of the adjacent methylenes
5—CH, to N* atoms and (AS = 0.50 ppm) aromatic 4—CH protons
corresponding to ortho-position of pyridine rings (See Fig. 3A) in-
dicating hydrogen bonding interactions contribution in addition to
charge effect which was observed in the crystal structure for bromide.
Addition of higher concentration (= 8.0 mM) of Nal results in forma-
tion of precipitate immediately which is possibly by anion-induced self-
aggregation [41] which is not observed at low concentration. The
change in the chemical shift of these protons with increasing Nal con-
centration (0-3.8 equiv.) perfectly fits to a 1/1 binding isotherm
(Fig. 3B) with association constant K; ;- = 1520 = 70 ML Signals of
4 —CH and 5— CH protons are shifted approximately equally indicating
formation of two chelating hydrogen CH - I- bonds. Also bromide,
chloride and phosphate were studies by NMR titration experiments for
comparison. The addition of NaBr results in modest downfield shifts of
the 4—CH (AS = 0.11 ppm) and 5—CH (AS = 0.18 ppm) protons, but
they were significantly lower than that observed for Nal. The binding
constant for bromide was calculated under the same conditions as in
Fig. 3. The resulting value of Ky 5.~ = 120 = 10M™ is one order of
magnitude lower than for iodide. In contrast, addition of NaCl and
NaH,PO, do not show any change in the signals of 5—CH and 4 —CH.
Evidence of effective CH " I~ interactions stemming from pyrrole and
triazole rings in solution have been reported by Wang [14] and Flood
[46-47]. These findings are encouraging because the iodide ions could
affected transfer of excitation energy along the whole backbone of
porphyrin 1 and consequently, to change its absorption, emission and
lifetime properties. Buffered aqueous solutions (40.0 mM MOPS,
pH = 7.4) of triflate salt of 1 were stable for several days and followed
very well to the Lambert-Beer law up to 20.0 uM, thus these conditions
were used for further studies. When excited at 430 nm, solutions of
1.0Tf are red fluorescent with emission maxima at 658 and 717 nm.
The fluorescence quantum yield and lifetime calculated upon excitation
at A = 405 nm were 0.09 and 8.13 ns. These values are closed to some
hydrophilic metal-free 5,10-15,20-tetrakis-arylphorphyrins [48-49].
The addition of Nal (0-42.0 uM) to aqueous solution of 1.0Tf (4.0 pM)
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B

Fig. 2. Stick (A) and spacefill (B) models of a fragment of the crystal structure of 1.Br~ showing the encapsulation of bromide ions by four neighboring cationic
porphyrins through C-H = Br~ contacts (three bromide ions were omitted by clarity).

induced a strong quenching as is shown in Fig. 4A. The Stern-Volmer
plot at 658 nm (Aexc = 430nm) with increasing Nal concentration
shows an upward curved profile but with linear behavior at higher
concentration (inset Fig. 4A inset). This profile can be perfectly fitted to
the Eq. (1) proposed by Fabbrizzi et al. [27], which takes into account
simultaneous static and dynamic quenching when the ground state
complexation (fluorophore-anion) quenches the emission completely.
% = (1 + Kgy[anion])(1 + K4 [anion]) a
The pertinent parameters for I~ are K; ;- = 1.9( = 0.08) x 10* M!
and Kgy = 1.1( #+ 0.1) x 10°. The Stern-Volmer plot with iodide shows

an upward curvature to high concentrations which can be ascribed to
both static and dynamic quenching. Next, the anion selectivity of 1.0Tf
was analyzed. Sodium salts of inorganic anions and acetate ([X~] = 50
uM) were added to buffered aqueous solutions of 1 (4.0 uM, 12.5
equiv.) and the emission intensity decrease at 648 nm was recorded. All
oxoanions, fluoride and cyanide gave a very low response (Fig. 4B). In
this context, the details of several sensing mechanisms of fluorescent
organic probes with electronic excited states as photoinduced electron
transfer (PET), excimer formation, intramolecular charge transfer (ICT)
and excited-state proton transfer (ESPT) have been recently discussed
by Han [50]. The interference with heavy halides and pseudohalides
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Fig. 3. 1H NMR spectral change observed of 1.0Tf (2.0 mM) in DMSO-ds/D>0 (1/1, v/v) during the addition of up to 3.8 equiv. of Nal (A), the solid line was obtained

by fitting the data to a 1:1 binding model for methylene 5— CH,- protons (B).
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Fig. 4. Fluorimetric titration (Aey. = 430 nm) of 1.0Tf (4.0 uM) with Nal (0-42.0 uM) in neutral water (40.0 mM MOPS, pH = 7.4), (A). The inset shows the Stern-
Volmer plot at 658 nm. The solid line was obtained by fitting to corresponding Eq. (1), A.[27] The fluorescence quenching at 618 nm of aqueous solutions of 1.0Tf
upon additions of 200.0 uM different anions as sodium salts, (B). The inset shows the solutions of 1.0Tf under irradiation at 365 nm UV-light in presence of inorganic

anions.

anions is not unexpected, especially bromide and cyanide. Still, it is
remarkable that the optical recognition of 1.0Tf is highly selective for
I™. The addition of NaBr resulted in a modest quenching emission (I,/Ir
~ 1.6), but was still significantly lower than observed for Nal (I,/Ir ~
10.4). The Stern-Volmer plots at 658 nm with increasing Br-, Cl-,
H3P50,-, HPO4- and CH3CO»- concentration in the range (0-2 mM),
inset Fig. 5A, show clearly a downward curved profiles at low con-
centrations, but with linear dependence at higher concentrations. These
profiles can be well fitted to theoretical Eq. (2), which also considers
simultaneous dynamic and static quenching but the ground-state
binding does not quench the emission for completely, then the fluor-
ophore-anion still has reduced emission calculated as factorp. The
parameters K, and K, and p with Br™ and a series of anions were
calculated under the same conditions as in the Fig. 4A and these are
compiled in the Table 1.

The resulting values with bromide (K;5,~ = 7.5( % 0.1) x 103,
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K, =51.0 = 1 and p = 0.76) are 1 and 3 orders of magnitude lower
than for binding and quenching of iodide respectively (see Table 1).

To know the effect of common interfering anions, we measured the
emission of a solution of 1.0Tf titrated with I~ ions in the presence of
sodium salts of CN~, C1~, F~, H3P,0,-, H,PO,-, NO3- and SO42 (150
uM each) under the same conditions as those used in the experiment
shown in Fig. 5A. For concentrations of [I™ ] < 50 uM the two plots
are practically superimposable as shown in Fig. 5B. Thus, sensor 1.0Tf
seems to operate well in the presence of a high concentration range of
potential interfering anions except for the bromide ion. It is clear that
the porphyrin salt 1 senses iodide with excellent sensitivity and se-
lectivity over other anions. From fluorescence and NMR titration ex-
periments, the order of affinity is I- > > Br- > Cl-, H3P50,-, HyPOy-,
CH3CO,- > CN- and the rest of oxoanions.

The binding constant estimated for iodide from fluorescence data is
unexpected high, K;;~ = 1.9( = 0.08) x 10* M}, probably owing to the
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Fig. 5. Stern-Volmer plots with fitting at 658 nm (A..x = 430 nm) of buffered aqueous (40 mM, MOPS, pH = 7.4) solutions of 1 (4.0 M) upon addition of a series of
inorganic anions (A) and I~ ions with ([J) and without (lll) potential inorganic interfering anions (150 uM), (B).

Table 1
Binding and quenching parameters for sensor 1.0Tf with inorganic anions and
acetate at pH = 7.4.

Table 2
Binding and quenching parameters for 1.0Tf by addition of Nal at different pH
values.

Anion Ka Ksy o° I/Ig pH Ka Ksv I/Ir LOD (nm L™Y)
F~ 2.6( = 0.08) x 102 1.2 + 0.1 0.87 1.15 5.5 1.85( + 0.05) x 10* 1.05( + 0.15) x 10° 9.85 188

al- 1.9( + 0.1) x 10° 8.0 + 0.5 0.85 1.22 6.0 1.81( = 0.07) x 10* 1.13( = 0.11) x 10° 10.09 185

Br 7.5(+ 0.1) x 10° 51.0 = 1 0.76 1.60 7.4 1.93( + 0.08) x 10* 1.18( + 0.10) x 10° 10.42 180

I~ 1.9( + 0.08) x 10* 1.1( £ 0.1) x 10% - 10.42 8.0 1.69(  0.10) x 10* 0.93( + 0.08) x 10° 9.01 200

H5P,0, 3.1( % 0.11) x 10° 24 + 2 0.89 1.13

CH;3CO, 4.6( * 0.5) x 10° 7.0 £ 0.2 0.90 1.10

Hzlio“ 14(+ 04 x10° 7.0 £ 0.5 0.88 118 solution of 1.0Tf is titrated with Nal.

CN - 13 = 0.8° - 1.10

S04%~ 2.8( £ 0.2) x 10* 1.0 = 0.1 0.89 1.15 I ) ) )

NO;~ 1.1( * 0.03) x 10 1.0 = 0.1 0.93 1.08 — = (1 + Ksy[anion])(1 + Ky [anion])/ (1 + pK, [anion]) @
HyAsO,4 4.0( = 0.08) x 10? 2+ 01 0.90 1.10

HCO3~ 8.0(*0.2)x 10 2+ 0.1 0.90 1.16

# Eq. (1) was used.
> Eq. (2) was used.
¢ Typical Stern-Volmer equation was used.

exciplex formation, as is noted in previous works.[20,23,33,51] In
order to investigate, the binding constant was also determined by
spectrophotometric titration experiments under the same conditions
(40mM MOPS, pH 7.4), but with more concentrated solution of 1
(20 uM). Fig. 6 illustrates the family of spectra recorded when a

A
— [Nal] 020
.00 omM 7nm
Foss
8
1.2mM
§ m 010
00000 00004 00008 00012
é 0.25- [Nal], M
Q
<
0.00 T T T T
300 400 500 600

A, Nm

The presence of two clear distinct isosbestic points at 347 and
447 nm indicates that co-existence only two species in the equilibrium
within this concentration range ([Nal] < 1.2mM). The binding is ac-
companied by considerable change in the Soret band (AA = 0.26 with
maximum at 428 nm) of the individual porphyrins. The inset in Fig. 6
shows the decrease of absorbance at 413 nm on progressive addition of
I” (0 — 1.2mM). The titration profile could be fitted to a 1/1 binding
model using a non-linear least squares treatment.

The calculated binding constant (K;;~ = 1980 + 50 M~ 1) is close
to that obtained by 'H NMR experiments. This experiment un-
ambiguously confirms the association of cationic sensor 1 with I- in

B
0.12+

0.08 1

0.04

Absorbance at 458 nm

0.00 -

00 02
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Fig. 6. Spectrophotometric titration of 1.0Tf (20.0 uM) in buffered aqueous solution (40 mM MOPS at pH 7.4) with Nal. Arrow shows the direction of the spectral
changes on addition of increasing amounts of Nal. In the inset, the line was obtained by fitting the data to a 1/1 binding model at 413 nm, (A). Job’s plot of 1.0Tf

with I™ in water at pH 7.4, (B). The absorbance is monitored at 413 nm.
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Table 3
Recent chemical sensors and materials for detection and quantification of iodide in water.
Chemosensor / Materials Method / Analytical Range LOD (M) Comments Reference
Naphthalene-glycine conjugate. Fluorescence turn off and colorimetric 3.0 x 10  -High selectivity and sensitivity [58]
change -Response time: 500 s
6.25 - 3.12 uM. -Operates at 40 oC.
Carbon quantum dots-embedded nanopaper made of cellulose Fluorescence turn off 4.8x10°° - Low sensitivity [59]
nanofibers. 25.0 - 25,000.0 pM. - Functional in real samples
Cadmium based metalorganic framework (Cd-MOF) Fluorescence turn off 6.3 x 1077 - High Sensitivity [60]
- Uses a highly toxic metal.
N-doped C-dots/H,0,/OPD system. Fluorescence turn off 6.0 x 107> - Multi-signal response [61]
and colorimetric change - Moderate selectivity
0.09-50 pM. - Moderate sensitivity
Fluorescent sensor based on thiourea-Hg?* Fluorescence turn off, 8.4x10°8 - Bifunctional probe for Hg? * and  [8]
0-25 pM. I~
- High selectivity,
- pH-dependent
- Disposal of mercury waste.
Cationic meso-Tetraarylporphyrin Fluorescence turn off, 1.80 x 107 - High selectivity and sensitivity This work

0-50 pM.

- Rapid analytical response
- No pH-dependent

Fig. 7. Side (A) and top (B) views of the 1 with iodide anion optimized at the B3LYP/lanl2dz level of theory.
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Fig. 8. Frontier orbitals for 1.iodide ion-pair complex. HOMO(A) and LUMO(B). H atoms not displayed for the sake of clarity.

aqueous media. The larger value of binding constant measured by
fluorimetric titration experiment is due to the contribution of the
complexation with the anion in the excite state [50].

In order to confirm the stoichiometry of 1.0Tf with I” in a low
concentration range, < 1.2mM. Job’s plot (Fig. 6B) has been graphed
between the difference in the absorbance at 413 nm vs the mole fraction
of iodide anion. The plot shows maximum emission around 0.5 mol
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fraction of 1. This support the 1/1 binding model observed by fluor-
escence titrations experiments and 1H NMR measurements. It is worth
noting that, at a high concentration of iodide, surely, other species can
coexist in equilibrium with different stoichiometric models, however, it
is not possible to analyze it because the addition of an excess of this
anion results in a precipitate immediately.

The detection limit (LOD) defined as LOD = 30/s, where o is the
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Fig. 9. Life-time of 1.0Tf (0.4 mM) and with 16 mM of I- ions (A) and change in longer life-time (ns) against [I-].

standard deviation of the blank and s is the slope of the calibration
curve (Kgy = 1.1( = 0.1) x 10° for iodide ions, Fig. 4A) is 180 nmol
LL

Additionally, red fluorescence of triflate of 1 at different pH values
between 5.0 and 8.0 were explored. On increasing pH, the emission
remains practically constant without displacement of the maxima. The
photophysical stability of 1.0Tf can be assigned to: 1) The absence of
self-aggregation of 1.triflate, which is as expected due to the positive
charge and consequent electrostatic intermolecular repulsion and 2)
Acid-base species of 1, are outside this pH range, for example, depro-
tonation of the pyrrole (-NH-) nitrogen atoms is assumed to occur only
in highly alkaline environment, pH > 14 and protonation of the core
for the two imino nitrogen atoms are reported in values < 4.0 [52].
Similar spectral behavior has been reported for a permanent cationic
trimethylaniliniumphenyl porphyrin, which also contains, four positive
charge groups -N(Me)>* [52].

We also explored the effect of pH on affinity and quenching of 1 by
Nal from 5.5 to 8.0. In general, pH-dependent quenching effect is not
observed. The corresponding parameters are shown in Table 2. Above-
mentioned results substantially support the existence of interaction
between 1 and 1™, facilitating very high fluorescence quenching of al-
most 100% in a wide pH range, around physiological values with sen-
sitive detection limits. This fact, presumably, as a result of the chemical
and photophysical stability of monomeric porphyrin 1 in buffered
aqueous solutions.

Recent chemical sensors for detection and quantification of iodide
in aqueous media are compiled in Table 3.

3.3. DFT studies and life-time measurements

A partial geometry optimization of the crystal structure of 1 was
performed in which only the positions of hydrogen atoms were
allowed to relax. The iodide anion was placed on top of the porfirinic
ring and the entire structure was optimized at the same level of theory
as before. A vibrational frequencies analysis led to all positive values
which indicate that the obtained structure corresponds to a minimum in
the potential energy surface. The molecular electrostatic potential
mapped onto the electronic density (isovalue 0.002) is shown in Fig. 7.

The interaction energy was calculated with the NBODel procedure
in which those elements in the Fock matrix that involve orbitals cen-
tered on different fragments are set to zero (hence, deletion) and the re-
diagonalization of the resulting matrix yields a new set of eigenfunc-
tions and eigenvalues for which the interaction between fragments is
non-existent. The raise in energy for the complex where the iodide is on
the same plane as the porfirine and located to the side of it is
404.83 kcal mol ™!, whereas for the minimum energy conformation
where the iodide lays on top of the porfirine plane is 402.79 kcal/mol.
This values and their resemblance regardless of the position of the ion
point towards the presence of a strongly ionic character of their
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interaction. The total Wiberg bond index (TWBI) for iodine was cal-
culated as the sum of pair bond indexes for iodide and each of the re-
maining atoms, yielding a value of 0.58; this TWBI is a rough estimate
of the total number of covalent bonds an atom forms within a molecule,
being significantly lower than unity for iodide we can ascertain that the
interaction is mostly ionic. In consequence, the HOMO is located mainly
on a p-type orbital on iodide whereas the LUMO is delocalized along the
porfirinic ring, as can be observed in Fig. 8.

In order to examine the fluorescence quenching process, the life-
times of 1.0Tf upon addition of increasing concentrations of I~ ions
were measured. It is known that, static (complexation) quenching does
not generate considerable change in values of life-times on addition of a
quencher whereas a change in life-times is assigned to a dynamic
quenching. An aqueous solution of 1.0Tf upon excitation 405 nm laser
presents a biexponential fluorescence lifetime with t;= 8.13ns and
T, = 1.22 ns, see Fig. 9A. The first exponential (t;) decreases upon
gradual addition of iodide (0- 16 pM.). A plot the life-time against [ ]
shows linear change (A ~ 3 ns) a low concentration [0-1.0 um] and at
higher concentration range, the life-time remains practically constant
as is shown in Fig. 9B. The results of "H NMR titration experiment in
combination with the life-time measurements demonstrate that the
quenching corresponds to a combination of dynamic with static pro-
cess.

The downfield shift of the methylene groups 5—CH on addition of
I” anion confirms the hydrogen bonding C-H - I interaction and
complexation mode of recognition of iodide probably driven by hy-
drophobic effect. On the other hand, life-time measurements and DFT
studies clearly demonstrate that the dynamic quenching has the
greatest contribution in the extinction of the emission.

4. Conclusions

The triflate salt of cationic meso-Tetraarylporphyrin 1.0Tf can be
used as an intrinsic fluorescent chemosensor for the detection of iodide
in aqueous solutions at pH = 7.4. Under these conditions, the addition
of Nal exhibits rapid response with total quenching of 1. A particularly
high affinity (K;;~ = 1.9( £ 0.08) x 10* M) and strong quenching
(Ksy = 1.1( = 0.1) x 10°) was found in buffered solutions. This optical
change allows for detection of iodide ions in the nanomolar con-
centration range with very good selectivity over other common anions
such as cyanide, chloride, phosphate and pyrophosphate, only bromide
elicits a significant interference. The quenching process could be ex-
plained by a combination of dynamic mechanism with the simultaneous
formation of hydrogen-bonding PET static quenching possibly both in
the excited and the ground-state. On basis of the crystal structure of 1-
bromide, 'H NMR, fluorimetric and UV-vis titrations, the binding mode
of iodide is proposed involving hydrogen bonding interactions C—H-1I
with monomeric cationic porphyrins probably, these contacts are sta-
bilized by a hydrophobic environment around the binding site. DFT
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calculations and life-time measurements showed that the interaction of
1.0Tf with iodide is mainly ionic in nature since the iodine atom pre-
sents very low total Wiberg bond indexes and the fact that the inter-
action energy between iodine and 1.0Tf is + 400 kcal/mol and in-
dependent from the position of the iodide anion. Analysis of the frontier
molecular orbitals show that HOMO and LUMO are mainly centered in
one ion each, namely iodide and 1.0Tf, respectively. This outstanding
binding property of 1 to iodide may make it promising candidate for
other applications such as probes for FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy).
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