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Resumen

Las ciclodextrinas (CDs) y cucurbiturilos (CBs) son moléculas anfitrionas,
relativamente solubles en agua con cavidades descritas como hidrofdbicas.
Aunque la polaridad en la cavidad de las CDs y CBs es similar, sus
diferencias estructurales y dimensionales han producido variaciones en su
funcionalidad en términos de reactividad y selectividad. En este contexto,
este trabajo de investigacion tiene como objetivo general, evaluar los
comportamientos espectrales y la reactividad frente a la reaccion de
hidrolisis para una serie de aza-cumarinas sustituidas en presencia y
ausencia de CDs y CBs. Para ello, cinco homélogos de 7-
(dialquilamino)aza-cumarina 3-sustituidas (DAAS) fueron sintetizados y
caracterizados satisfactoriamente por RMN, ESI-HRMS e IR. Luego tales
sustratos fueron estudiados espectroscopicamente en solucién acuosa en
ausencia y presencia de B-CD, DM-B-CD, y-CD y CB7. Los resultados
mostraron, que las propiedades espectrales de las DAAS sintetizadas y sus
reactividades frente a la reaccion de hidrolisis pueden ser afectadas segun
la naturaleza del macrociclo empleado, siendo el CB7 y la DM-B-CD los

macrociclos mas influyentes en los resultados cinéticos de este trabajo.

Entre los resultados destacan: grandes efectos batocrémicos (x4500cm™)
y desactivacion total de la emision de las DAAS, atribuido a la protonacion
del nitrégeno heterociclico del sustrato tras su inclusién en CB7. También
destaca un aumento de hasta 5,5 veces en el rendimiento cuantico de las
DAAS en presencia de DM-B-CD. En términos de reactividad, el DM-B-CD
y el CB7 produjeron efectos de inhibicion significativos frente a la reaccion
de hidrdlisis en medio &cido para el DAAS de tipo base de Schiff (DMSB),
con diferentes constantes de asociacion 3x10® y 2x10° MY,
respectivamente. Finalmente, para dilucidar el efecto de inhibicién, un
estudio cinético en imino-cumarinas (IC) fue llevado a cabo, de tal manera
que, un modelo cinético general para la hidrdlisis acida de iminas, en

presencia de CB7, fue propuesto.
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Abstract

Cyclodextrins (CDs) and cucurbiturils (CBs) are host molecules, relatively
soluble in water with cavities described as hydrophobic. Although the
polarity in the cavity of CDs and CBs is similar, their structural and
dimensional differences have produced variations in their functionality in
terms of reactivity and selectivity. In this context, this research work has the
general objective of evaluating the spectral behaviors and reactivity against
the hydrolysis reaction for a series of substituted azacoumarins in the
presence and absence of CDs and CBs. For this purpose, five homologues
of 3-substituted 7-(dialkylamino)aza-coumarin (DAAS) were synthesized
and characterized satisfactorily by NMR, ESI-HRMS and IR. Such
substrates were then studied spectroscopically in agueous solution in the
absence and presence of B-CD, DM-B3-CD, y-CD and CB7. The results
showed that the spectral properties of the synthesized DAAS and their
reactivities against the hydrolysis reaction can be affected according to the
nature of the macrocycle used, with CB7 and DM-B-CD being the most

influential macrocycles in the kinetic results of this work.

Notable among the results are: large bathochromic effects (x4500cm-1) and
total quenching of the emission of DAAS, attributed to the protonation of the
heterocyclic nitrogen of the substrate after its inclusion in CB7. A third
finding that stands out is the increase of up to 5.5 times in the quantum yield
of DAAS in the presence of DM-B-CD. In terms of reactivity, DM-B-CD and
CB7 produced significant inhibition effects against the hydrolysis reaction in
an acid medium for the Schiff base-type DAAS (DMSB), with different
association constants 3x10° and 2x10° M, respectively. Finally, to
elucidate the inhibition effect, a kinetic study on imino-coumarins (IC) was
carried out, in such a way that, a general kinetic model for the acid

hydrolysis of imines, in the presence of CB7, was proposed.
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1. Capitulo I. Introduccion

Desde la sintesis de urea por Wohler en 1828,[1] la formacion y ruptura de
enlaces covalentes han sido la base de la quimica molecular. Sin embargo,
la naturaleza, rutinariamente, utiliza interacciones no covalentes para
organizar moléculas y formar agregados que realizan funciones
especificas. En la actualidad se reconocen las ventajas del paradigma de
sintesis en los sistemas bioldgicos en la construccion de moléculas
complejas, que no pueden obtenerse mediante la quimica molecular.[2] Un
primer acercamiento hacia este paradigma fue el modelo de "llave-
cerradura”, propuesto por Emil Fischer,[3] en 1894, para explicar la alta

especificidad de la interaccidn sustrato-enzima.

En 1967, Pedersen[4] observo que, similar al modelo sustrato-enzima, los
éteres de corona presentaban una alta especificidad hacia iones metalicos
especificos, siendo esta familia de compuestos macrociclicos, las primeras
moléculas artificiales en presentar reconocimiento  molecular.
Posteriormente, Cram[5] desarrollé este concepto para cubrir una amplia
gama de sistemas moleculares y establecié un nuevo campo de la quimica:
la quimica anfitrion-huésped, donde la molécula anfitriona puede
interactuar en relaciones estructurales Gnicas con otra molécula, llamada
molécula huésped. Estas interacciones anfitrion-huésped incluyen enlaces
de hidroégeno, fuerzas atractivas de Van der Waals e interacciones n-,
electrostéticas, hidrofébicas. Estas interacciones a menudo trabajan
cooperativamente en el complejo formado confiriendo propiedades fisico-
guimicas que van mas alld de la suma de las propiedades de cada

componente individual.[6]

En 1978 Lehn organizé esta quimica novedosa y propuso el término
"quimica supramolecular”, definiéndola como "la quimica de los ensambles
moleculares y del enlace intermolecular”.[7] El reconocimiento molecular
asociado a estos tipos de sistemas es la propiedad que permite que la
quimica supramolecular sea diferente a la quimica organica clasica. Sus

trabajos sobre el reconocimiento molecular, le valieron a Pedersen, Cram



y Lehn el Premio Nobel de Quimica en 1987.[8]

En el transcurso del desarrollo quimico, la quimica supramolecular ha
progresado hasta dividirse en nuevas disciplinas. Hoy existen la quimica de
pequefios agregados, que abarca la quimica anfitribn-huésped (o
inclusion), la quimica de los agregados superiores, que actualmente carece
de un nombre propio (quimica agregada), y la ingenieria de cristales.[9] En
la actualidad, novedosos ensamblajes supramoleculares han sido
desarrollados. En efecto, los premios Nobel de Quimica 2016 (Sauvage,
Stoddart y Feringa) han demostrado la importancia de disefiar y sintetizar
maquinas moleculares que pueden ser utilizadas para obtener trabajo a
nivel supramolecular y son consideradas una verdadera revolucion

tecnologica.[10]

La quimica anfitrion-huésped ha tenido un gran desarrollo, especialmente,
debido a la estabilidad, selectividad y reversibilidad implicadas en la
inclusion supramolecular.[11] En consecuencia, un gran numero de
anfitriones han sido sintetizados y sus aplicaciones van desde la
catélisis[12] hasta la administracion de medicamentos[13] y desde
sensores quimicos[14] hasta el almacenamiento de energia.[15] Entre los
macrociclos utilizados para ese fin, se encuentran: éteres corona,[16]
criptandos,[17] calixarenos,[18] pilararenos,[19] resorcinarenos,[20]
hemicriptofanos,[21] ciclodextrinas,[22,23] cucurbiturilos.[24]

En particular, el confinamiento supramolecular ha demostrado ser una
herramienta til en la modulacion de las propiedades de emision y/o
absorciébn de sondas colorimétricas[25—-28] e influye en los centros
reactivos de un determinado sustrato, catalizando o inhibiendo a éste frente
a una determinada reaccion.[29] En algunos casos, la actividad catalitica
de los macrociclos ha presentado eficiencias y selectividades comparables
a aquellas de las enzimas.[12,30] En este contexto, las ciclodextrinas (CDs)
y cucurbiturilos (CBs) han tenido una participacion muy importante como

receptores y catalizadores supramoleculares. [22,23,31-33]



Las CDs son compuestos naturales, constituidos por unidades de
glucopiranosa y producidos por la accion de las enzimas sobre el
almidon.[23] Mientras que los CBs son compuestos sintéticos preparados,
por la condensacion de glicolurilo con formaldehido en medio acido.[34,35]

Ademas de ser moléculas sintetizables y accesibles comercialmente, las
CDs y los CBs son moléculas pre-organizadas, relativamente solubles en
agua, que contienen una cavidad suficientemente rigida e hidrofobica. Los
CBs exhiben una geometria simétrica bien definida en el plano ecuatorial,
con dos portales idénticos alineados por grupos carbonilos. Mientras tanto,
las CDs no sustituidas poseen una geometria quiral con dos portales de
tamafio y naturaleza quimica diferentes, con hidroxilos primarios alineados
en los portales de la cavidad méas estrecha e hidroxilos secundarios
alrededor del portal mas ancho. De esta manera, la cavidad de las CDs
posee la forma de un cono truncado, alcanzando su diametro maximo en la
abertura mas ancha, mientras que la cavidad de los CBs tiene la forma de
un barril y su diametro maximo se encuentra en el ecuador molecular
(Figura 1).[36]

(A) (B)

B-CD (n=7;,R=H) CB7 (n=7)
DM-B-CD (n=7;R=Me) CB8 (n = 8)
y-CD (n=8 R=H)

Figura 1. Representacion gréfica de los macrociclos: (A) Ciclodextrinas y
(B) Cucurbiturilos.

Dentro de la familia de las CDs y los CBs, los macrociclos: B-Ciclodextrina
(B-CD), Dimetil-B-Ciclodextrina (DM-B-CD), y-Ciclodextrina (y-CD),
Cucurbit[7]urilo (CB7) y Cucurbit[8]urilo (CB8), poseen una cavidad de un

tamafo suficiente como para albergar una gran variedad de moléculas



organicas. La B-CD, DM-B3-CD y el CB7 estan formadas por 7 unidades de
D-glucopiranosa, 2,6-Di-O-metil-D-glucopiranosa, y glicolurilo,
respectivamente. En contraste, la y-CD y el CB8 estan constituidos por 8

mondmeros.

Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos relevantes de las CDs y los CBs.?
B-CD DM-8-CD  CB7 y-CD CB8

N° mondémeros 7 7 7 8 8
Diametro de la cavidad (A) 6,0-6,5 5,8-6,5 54-73 75-83 6,9-8,8
Volumen de la cavidad (A3) 262 314 279 427 479
Diametro externo (A) 15,4 18,4 16,0 17,5 17,5
Altura (A) 7,9 11,9 9,1 7.9 9,1
Solubilidad en agua (mM) 16 428 20 178 <0,01

a Datos obtenidos de la referencias [36—38].

Dada la similitud en tamafo y volumen de las cavidades de los pares [3-
CD/CB7 y y-CD/CBS, (Tabla 1), dichas parejas de macrociclos han sido
objeto de comparacion. No obstante, debido a las diferencias estructurales
entre las unidades de glucopiranosa y glicolurilo que constituyen a las CDs
y a los CBs, se ha encontrado, en general, una gran diferencia en término
de afinidad y funcionalidad hacia diferentes huéspedes. Por ejemplo, las
constantes de asociacion (Kas) encontradas para la B-, y-CD estan en el
intervalo 103-10° M, y normalmente estan impulsadas por interacciones
hidrofébicas.[39,40] En contraste, la formacién de complejos de inclusion
de CB7 y CB8 altamente estables es conducida por una combinacién de
fuerzas hidrofébicas e interacciones de tipo ion-dipolo entre las cargas
positivas ubicadas en el huésped y el dipolo negativo de los atomos de
oxigeno del grupo carbonilo, ubicados en la parte externa de la cavidad.[41]
Como resultado, los complejos de inclusion de CBs en disolucién acuosa
pueden alcanzar constantes de asociacion alrededor de 107 Mt
(superando a las del par anfitribn-huésped de avidina-biotina).[42,43]

Tales interacciones que caracterizan a las CDs y a los CBs fueron también
evidenciadas en diferentes estudios de adicion simultanea, al afiadir
conjuntamente ambos macrociclos en presencia de compuestos
organometalicos, rotaxanos y sales de diimidazolio.[44—47] Los CBs

presentaron una mayor afinidad a los sitios catidnicos en comparacion con



las CDs, las cuales mostraron preferencia hacia los sitios hidrofébicos.

Por otro lado, si bien la funcionalidad de las CDs y CBs esta ligada con la
afinidad, depende principalmente de las condiciones del sistema y de la
naturaleza del huésped. Por ejemplo, Nau et al.,[48] demostraron que el
CB7 puede incrementar hasta 285 veces la rapidez con que las
benzaldoximas se hidrolizan en medio acido, atribuido al aumento del pKa
del sustrato complejado. Recientemente, Garcia-Rio et al.,[49] reportaron
que el CB7 puede acelerar la hidrélisis de dioxolanos hasta 461 veces. Por
su parte, el efecto catalitico de la B-CD ha sido investigado
exhaustivamente sobre compuestos carbonilicos en disolucion.[50-55]
Para la hidrdlisis basica de fenilacetatos sustituidos, por ejemplo, un factor

de aceleracion de 250 fue reportado.[55]

En términos comparativos, Garcia-Rio et al.,[56] reportaron grandes
diferencias en la actividad catalitica sobre la solvdlisis de cloruros de
benzoilo sustituidos, donde DM-B-CD y CB7 exhiben efectos opuestos
(catdlisis o inhibiciébn) para una misma reaccion dependiendo de la
naturaleza del sustituyente empleado. En este respecto, Aliaga et al.,[57]
demostraron que la diferencia entre 3-CD y CB7 en el reconocimiento
molecular, ha sido util para inferir de forma selectiva en la tautomeria de un
derivado de cumarina que contiene un grupo B-cetoditioéster,
favoreciéndose una especie tautomérica (ceto o enol) de acuerdo al

macrociclo empleado.

Otro interesante estudio de inclusion reportado por Kim et al.,[58] establece
que dos equivalentes de (E)-diaminostilbeno dihidrocloruro podrian ser
encapsulados por CB8. La irradiacion a 300 nm durante 30 minutos
desencadend una cicloadicién [2 + 2] mucho mas rapida y estereoselectiva
(syn/anti) que la reportada por Wenz[59] utilizando y-CD. Sin embargo, en
ausencia de estos dos macrociclos, la isomerizacidén a (Z)-diaminostilbeno
fue la reaccion principal. Posteriormente, Kim e Inoue[60] reportaron, para

ambos macrociclos, una alta y marcada diferencia en la estereoselectividad



frente a la fotodimerizacibn de antraceno soportado en «o-CD. La
fotodimerizacion “head to tail” y “head to head” fueron observadas con y-

CD y CBS8, respectivamente.

Por otra parte, marcadas diferencias dentro de la misma familia de
macrociclos también han sido reportadas. Kaifer[61] demostro, que el CB7
y CB8 pueden poseer diferente regioselectividad para un mismo huésped.
Es asi como el CB7 interactia con el (4-amido-TEMPO) cobaltoceno
mediante la inclusion de la unidad de cobaltoceno organometalico, mientras
gue CB8 encapsula solo el residuo de TEMPO. Asimismo, Inoue et al.,[62]
reportaron que, tanto B como y-CD son capaces de poseer preferencias
opuestas en la enantioselectividad (D o L) en N-(1-naftil-enesulfonil-D/L-
fenilalanina). Por ultimo, Huskens y Katsonis[63] han estudiado la
capacidad de B-CD y el CBS8, los cuales no son comparables en tamafo,
para intercambiar un azobenceno desde un macrociclo a otro mediante la

fotoisomerizacion.

Las notables diferencias entre las CDs y los CBs, en la mayoria de los
casos hasta ahora expuestos, han evidenciado efectos opuestos sobre la
reactividad y selectividad, afectando asi la rapidez y la isomeria de los
productos de reaccién. Por lo tanto, el estudio del control supramolecular
utilizando diferentes parejas de macrociclos para efectos comparativos
parece prometedor.

Por otro lado, el estudio de compuestos fluorescentes o sondas
colorimétricas capaces de desarrollar una respuesta 6ptica ha tenido un
gran auge.[64] Esto debido a su utilidad para la determinacion de
pardmetros microambientales, en cavidades macrociclicas y en sistemas
microheterogéneos como membranas y medios celulares. De esta manera,
las sondas colorimétricas han tenido aplicaciones potenciales en ciencias
biolégicas y ambientales en las areas de deteccion y sefializacion.[65—-68]
Normalmente, muchas de éstas sondas estan constituidas por grupos tales

como: hidroxilos, alquilaminos, alquenos (-HC=CH-), carbonilos (-C=0) e



iminos (-HC=N-), conformando un sistema m-conjugado y electrones no
compartidos que dan origen a absorciones caracteristicas en el rango UV-
visible. Estos grupos funcionales mencionados han jugado un papel
caracteristico en la quimica de inclusion, desde su uso en compuestos de
estructura simples, tales como el 4-(dimetilamino)benzonitrilo[69] y el
bisfenol A [70] hasta en moléculas mas complejas como los xantenos,[71—
74] acridinas,[75] quinonas-iminas,[72,73,76,77] y cumarinas.[27,57,78]

En particular, el grupo dialquilamino, por su caracter donador de electrones,
confiere caracteristicas de transferencia de carga intramolecular (ICT) a
ciertos sistemas m-conjugados, aumentando el momento dipolar en el
estado excitado. La eventual relajacion de este estado excitado, en general,
podria estar asociado a fendmenos radiativos a longitudes de onda méas
larga. Por ejemplo, la sustitucién de un grupo dialquilamino en la posicion
7 de la cumarina es suficiente para inducir procesos radiativos como la
fluorescencia. Normalmente, estas ICT inducidas por grupos dialquilaminos
conducen a un estado plano de carga parcial en el estado fundamental. En
el estado excitado, la ICT es altamente susceptible a transformarse, a
través de una rotacion (90°) del grupo N,N'-dialquil, en un estado de
transferencia de carga intramolecular torsionado (TICT) no fluorescente en

disolventes polares. [78-81]

Para que la ICT tenga lugar desde un grupo donador de electrones, el
sistema molecular debe disponer de un grupo capaz de aceptar o atraer los
electrones. A este sistema donor-aceptor se le conoce como sistema "push-
pull”. La posicién de las bandas de absorcién y/o emisidn de estos sistemas
dependen de varios parametros tales como: disolvente, viscosidad, presion
y temperatura. Ademas, estas bandas también pueden ser influenciadas
cuando el croméforo o el fluoréforo se encuentran bajo sistemas

supramoleculares.[14]

De manera similar ocurre con el pKa, éste depende de la temperatura, el

disolvente, la fuerza ibnica y, en algunas ocasiones, del sistema



supramolecular al cual se encuentra sometido el sustrato. Este Gltimo, a su
vez, dependera de la ubicacion del grupo donador o aceptor de protones
del sustrato en el complejo supramolecular anfitrion-huésped. Por ejemplo,
en un estudio comparativo en derivados de chalconas dietil y dimetilamino
sustituidas, el grupo dimetilamino presentd una menor proteccion a la
protonacion debido a su mayor afinidad hacia los bordes del portal del CB7,
observandose solo un aumento del pKa para el acido conjugado de dicho
grupo.[82]

El hecho que los grupos alquilamino puedan conferir diferentes
propiedades a una estructura base, y que éstas puedan eventualmente, ser
moduladas por interacciones supramoleculares, ha sido un punto de interés
para nuestra investigacion hacia una familia cumarinas y de aza-cumarinas
(Figura 2). El motivo de este enfoque es que, a diferencia de otras familias
de colorantes, las aza-cumarinas 7-dialquilamino sustituidas, presentan
interesantes propiedades fluorescentes y, ademdas, su comportamiento
bajo sistemas supramoleculares no ha sido estudiado.

X
4
\3 X=CH,N

2
1

)
@)

Figura 2. Estructura base de una cumarina (2H-chromen-2-one, X = CH)
y una aza-cumarina (2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-one, X = N).
Tales aza-cumarinas, desde sus primeras sintesis,[83-86] han sido
utilizadas como sensores fluorescentes para la determinacién de diversos
analitos, tales como: bacterias[87,88], biotioles,[89—-91] hidrazinas[92] e
iones.[93-97] Esta capacidad de deteccion esta dada por la
funcionalizacion de la posicion 3 de la 7-(dialquilamino)aza-cumarina
mediante grupos 0 segmentos moleculares estratégicamente
seleccionados que interacttan o reaccionan con un determinado analito.
Uno de esos segmentos es el estiril funcionalizado. En general, las 7-
(dialquilamino)aza-cumarinas 3-estiril sustituidas (DAAS) son 6pticamente

sensibles a la polaridad del medio, esto se debe a que las DAAS presentan



un sistema 1 conjugado a lo largo de su estructura molecular que
comprende un modelo ‘push-pull” en el cual el grupo dador de electrones
(diaquilamino) induce la formacién del estado ICT, observdndose grandes
desplazamientos de Stokes en disolventes polares.[84,86] En particular, el
sustituyente estiril y sus derivados confieren a las aza-cumarinas dos
enlaces rotables, aumentando sus grados de libertad rotacional
intramolecular. Por lo tanto, el confinamiento supramolecular podria
restringir las desactivaciones no radiactivas asociadas a estos movimientos
intramoleculares; tal como se reportd para los derivados de estireno:
chalconas,[98] cinamatos[99] y estirilpiridinio.[100] Es importante resaltar
que la adicion de B-CD o CB7 en estos derivados, resulto en un significativo

aumento en la intensidad de fluorescencia.

Por otra parte, las estructuras basadas en iminas como centros quelantes
han demostrado tener la capacidad para formar complejos con casi todos
los metales.[101] En general, estas iminas son denominadas bases de
Schiff y han sido incorporadas como unidad de deteccion en diversos
sensores colorimétricos de iones metalicos.[102] La selectividad hacia un
ion metalico especifico depende del tamafio y la carga del ion, del tamafio
del centro quelante de la base de Schiff y de las configuraciones
electrénicas de ambos, asi como también depende de la naturaleza acido-
base duros y blandos de los &tomos que interactian para la formacioén del

complejo metalico.[103]

En relacion con el centro quelante de las bases de Schiff, éstos ademas de
poseer un grupo imino, presentan conjuncién con grupos vecinos tales
como: carbonilos, hidroxilos, sulfidrilos, aminas entre otros, formando una
especie de pinza que estabiliza o forma parte del centro de
coordinaciéon.[67,101,102] Sin embargo, en medio acuoso las bases de
Schiff pueden hidrolizarse dependiendo de los bloques moleculares que las
conforman.[104-109] Estudios en derivados de cumarinas que contienen
bases de Schiff presentaron una alta velocidad de hidrélisis por debajo del

1% (v/v) de agua en DMSO.[109] Recientemente, se reportd otro estudio



en el cual salicil-glicina también presenta su hidrolisis en trazas de agua,
observandose que la hidrdlisis del grupo imino pueden ser acelerada por
Fe3* o Cu?*, los cuales actian como acidos de Lewis.[110] De este modo,
el uso de bases de Schiff para la deteccion de metales o formacién de
complejos de coordinacion en solucién acuosa podria estar limitada por

reacciones de hidrolisis o catalizada por los mismos analitos.

Por otra parte, el uso de macrociclos puede modular la selectividad de los
centros quelante. Pang et al.,[111] reportaron una sonda (no base de Schiff)
altamente selectiva dada su combinacion con CB8. Poco mas tarde, Liu et
al.,[112] demostraron que CB7 puede influir en la estabilidad de
determinadas bases de Schiff. Por lo tanto, lo anterior es un promisorio
reporte que sugiere que los complejos supramoleculares anfitrion-huésped
podrian influir en las propiedades selectivas de sondas colorimétricas
basadas en iminas y en su estabilidad frente a la reaccion de hidrélisis en

disoluciones acuosas.

R R
N
4\3 rb Z I‘c
Ris o [ DEST (Ry=CH,CH;, R,=H, Z=CH)
N~/ Ta ¢} Serie 11 DMST (R;=CH3, Ry=H, Z=CH)
| DMSTOH (R;=CH; R,=OH, Z=CH)
Ri DMSB (R;=CH; R,=H, Z=N)

Serie 2
ene {DMSBOH (Ri=CH; R,=OH, Z=N)

Esquema |. Estructura general propuesta para homologos de aza-
cumarina.

Considerando todo lo anteriormente mencionado, en el presente proyecto
se propone que homoélogos de aza-cumarina (DAAS, Esquema |) deberian
exhibir rotaciones a lo largo de sus tres enlaces simples ra, o y rc,[113] las
cuales seran afectadas por el confinamiento supramolecular; influyendo en
las propiedades opticas de emision y/o absorcion de dichos homologos.
Adicionalmente, se espera que dicho confinamiento esté favorecido por la
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formacion de enlaces de hidrogeno intermoleculares y por la protonacion

de los grupos dialquilamino.

Ademas, para las bases de Schiff (Serie 2), se propone que éstos pudiesen
hidrolizarse en medios &cidos y/o bésicos formando los derivados
correspondientes (aldehido y amina primaria). En este sentido, y por todo
lo expuesto, es de vital importancia evaluar el comportamiento y los
posibles cambios espectrales y de reactividad que experimentarian los
compuestos propuestos, en medios confinados, incluyendo una probable

reaccion de hidrdlisis para las bases de Schiff correspondientes.
1.1.Hipotesis de Trabajo:

Teniendo presente la alta sensibilidad a la polaridad del medio que poseen
las propiedades o6pticas de las DAAS, y considerando las notables
diferencias existentes entre las ciclodextrinas y los cucurbiturilos en

términos de selectividad.

Se plantea que estos macrociclos inducen un control supramolecular sobre

las propiedades espectrales de la Serie 1 propuesta.

En particular, para la Serie 2 (bases de Schiff) la inclusién permitira la
modulacién de sus reactividades frente a reacciones de hidroélisis de

acuerdo con la naturaleza de los macrociclos indicados.
1.2.0bjetivos:

1.2.1. Obijetivo general

Evaluar los comportamientos espectrales y la reactividad frente a la
reaccion de hidrdlisis de una serie homéloga de DAAS en sistemas

supramoleculares basados en ciclodextrinas y cucurbiturilos.
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1)

2)

3)

4)

5)

1.2.2. Objetivos especificos

Sintetizar las DAAS (Serie 1y 2, Esquema |l) para ser utilizados como
huéspedes en ciclodextrinas (B-CD, DM-B-CD, y-CD) y en cucurbiturilo
(CB7).

Caracterizar estructuralmente por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo (IR) y por
espectrometria de masa de alta resolucion (HRMS, por sus siglas en

inglés) las DAAS sintetizadas.

Caracterizar las propiedades espectrales de emision y/o absorcién
(efectos solvatocrémicos, desplazamientos de Stokes y rendimientos
cuanticos de emision) de las DAAS sintetizadas, en ausencia y

presencia de macrociclos.

Estimar las estequiometrias y las constantes de asociacion (Kas) para

cada uno de los complejos de inclusién formados.

Evaluar cinéticamente la reaccion de hidrolisis para algunos de los
homologos de la Serie 2, en ausencia y presencia de los macrociclos

propuestos.
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2. Capitulo Il. Parte Experimental

2.1.Materiales

Tabla 2. Informacion comercial de compuestos utilizados en este trabajo
de tesis.

Compuestos N° CAS Proveedor N° de producto % pureza
a (R1=CH2CHg) 91-68-9 MERCK 102091 97
a (Ri=CHs) 99-07-0 MERCK D144002 97
Pd/C 7440-05-3 MERCK 520829 -
d 600-22-6 MERCK 371173 90
Benzaldehido 100-52-7 MERCK B1334 99
2,4-diidroxi- 95-01-2 MERCK 168637 98
benzaldehido
Anilina 62-53-3 MERCK 132934 99
Clorhidrato de 634-60-6 MERCK 163171 96
2-aminoresorcinol
CB7 259886-50-5 MERCK 545201 -
B-CD 68168-23-0 MERCK 856088 99
y-CD 17465-86-0 Cyclolab R&D CY-3001 95
DM-B-CD 51166-71-3 Cyclolab R&D CY-2004.3 95

a = 3-(dialquilamino)fenol, d = piruvato de metilo.

2.2.Sintesis y caracterizacion de las Series 1y 2
Con el fin de llevar a término los objetivos especificos 1 y 2, la sintesis de
las DAAS (Serie 1 y 2) fue realizada de acuerdo con la ruta sintética
mostrada en el Esquema IlI, donde sus estructuras quimicas fueron
confirmadas por RMN, IR y ESI-HRMS.

2 N\
> O /@i I
NaNO Hy/Pd, C R
2 2 1\N 0 0
EtOH EtOH |
R4 e

N\
HO o /@i DEST (Ry=CH,CH,)
~N o Yo DMST (R;=CHj)
@ ) > Serie 1
! HO OH

me / | HO on (- Serie 2
b )y
\N/Qio o) \ N\I\N
Ho— \%NH
| f RN DMSBOH

"HCI OH "“ o /

Esquema Il. Rutas sintéticas para la obtencion de la Serie 1y 2.
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A continuacion, se presenta en detalle la metodologia utilizada:

Sintesis de 5-(dimetilamino)-2-nitrosofenol (b, R1=CH3) v 5-(dietilamino)-2-

nitrosofenol (b, Ri=CH2CH3): 3 g de 3-(dimetilamino)fenol o 3-

(dietilamino)fenol (a) fueron disueltos en 13 ml de acido clorhidrico al 22,8
% (v/v) y nitrosado, gota a gota, con una disolucién saturada de nitrito de
sodio (1,2 eq) manteniendo una temperatura entre 0 - 5 °C. Una vez
afadido todo el nitrito, la reaccién se dejé agitando por 1 h, tras lo cual se
filtré y se lavod tres veces con 5 ml de éter etilico. El sélido amarrillo fue
tratado con 35 ml de una disolucion saturada de acetato de sodio, se filtrd
y se recristalizd con acetona para obtener un sélido rojo.[89] 3,15 g de 5-
(dimetilamino)-2-nitrosofenol fue obtenido (rendimiento: 86 %) y para el 5-
(dietilamino)-2-nitrosofenol se obtuvo 3,44 g que corresponde a un

rendimiento de 83 %.

Sintesis de 7-(dimetilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e,

R1=CHs): La sintesis fue llevada a cabo a partir de la modificaciéon de la
metodologia previamente reportadas en la literatura.[86,89] En este caso,
1,2 g del compuesto previamente sintetizado (b) y 0,1 eq de Pd-C fueron
afiadidos en 100 ml de etanol. Seguidamente, la disolucion fue tratada con
H2, con previo vacio, durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego,
a la mezcla de reaccidn, se le extrajo el Hz en exceso y se remplaz6 con N2
y, de manera in situ, se hizo reaccionar con piruvato de metilo (d) (1,6 eq)
a reflujo durante 3 h. Después se filtrd y se removid el etanol a presion
reducida. El residuo fue purificado por cromatografia flash de columna
utilizando silica como fase estacionaria y éter de petréleo / acetato de etilo
(3:1) como eluyente, obteniéndose un sélido amarrillo (0,95 g, rendimiento:
66 %). 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 7,46 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,63 (dd, J =
9,1; 2,8 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 3,05 (s, 6H), 2,46 (s, 3H) ppm.
13C-RMN (101 MHz, CDCIlz): & 154,36; 151,72; 148,62; 147,37; 128,98;
122,65; 109,54, 97,28; 40,26; 20,70 ppm.

14



Sintesis de 7-(dietilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona

(e, Ri=CH2CHs): Se realiz6 la misma metodologia descrita previamente,

obteniéndose 0,95 g de un sélido amarrillo (rendimiento: 66 %). *H-RMN
(400 MHz, CDCls): & 7,45 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,61 (dd, J = 9,0; 2,5 Hz, 1H),
6,38 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 3,40 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 2,45 (s, 3H), 1,20 (t, J =
7,1 Hz, 6H) ppm. 3C-RMN (101 MHz, CDClz): & 154,54; 149,54; 149,09;
146,70; 129,24, 122,31, 109,23, 96,73, 44,85; 20,65; 12,45 ppm.

Sintesis del (E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona
(DMST): Cabe sefialar que dicho compuesto ha sido sintetizado

previamente por Bris[86] usando anhidrido acético (Ac20) como medio de
reaccion. Sin embargo, considerando la necesidad de sintetizar el
compuesto andlogo hidroxilado DMSTOH, las condiciones de sintesis
fueron cambiadas reemplazando el Ac20 por 1,4-dioxano, de esta manera
evitar la acetilacion de los grupos hidroxilos en la sintesis de DMSTOH. El
uso de 1,4-dioxano como medio de reaccion fue inspirado por el trabajo
reportado por Xu, et al.[114] En este sentido, 200 mg de e (R1=CHs), 0,2 ml
de benzaldehido (2 eq) y 4 ml de 1,4-dioxano fueron afiadidos en un tubo
de reaccion. La mezcla se llevd a 160 °C y al cabo de 39 h el TLC indico el
término de la reaccion. Posteriormente, el 1,4-dioxano fue removido a
presion reducida y el residuo purificado por cromatografias de columna en
silica, la primera usando DCM y una segunda cromatografia con éter de
petréleo / acetato de etilo (5:1) para obtener un sélido rojo (174 mg,
rendimiento: 61 %). *H-RMN (400 MHz, CDClz): 7,94 (d, J = 16,3 Hz, 1H),
7,62 (d, J =7,3 Hz, 2H), 7,55 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 16,3 Hz, 1H),
7,40 —7,35 (m, 2H), 7,34 — 7,29 (m, 1H), 6,68 (dd, J = 9,0; 2,7 Hz, 1H), 6,42
(d, J=2,7 Hz, 1H), 3,08 (s, 6H) ppm. *3C-RMN (101 MHz, CDCI3): d 154,09;
151,96; 148,36; 142,48; 136,63; 136,40; 129,67; 128,93; 128,78; 127,59;
123,78; 122,31; 110,12; 97,21; 40,32 ppm. IR Umax: 2904 (NC-H), 1715
(C=0), 1618 (HC=CH, trans) cm™*. ESI-HRMS: m/z calculada para
C18H1s6N202", [M]~ = 292,1217; encontrada 292,12109.
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Sintesis del (E)-7-(dietilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona
(DEST): 100 mg de e (R1i=CH2CHs), 0,1 ml de benzaldehido (2 eq) y 4 ml

de 1,4-dioxano fueron afiadidos en un tubo de reaccién. La mezcla se llevo

a 140 °C y al cabo de 39 h el TLC indic6 el término de la reaccion.
Posteriormente, el 1,4-dioxano fue removido a presion reducida y el residuo
purificado de la misma manera a la descrita anteriormente para el DMST,
obteniéndose 59 mg de un sélido rojo (rendimiento: 43 %). *H-RMN (400
MHz, CDCls): 8 7,94 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,53 (d,
J=9,1Hz, 1H), 7,42 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 7,40 — 7,35 (m, 2H), 7,35 — 7,27
(m, 1H), 6,66 (dd, J =9,1; 2,7 Hz, 1H), 6,42 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,44 (g, J =
7.1 Hz, 4H), 1,23 (t, J = 7,1 Hz, 6H) ppm. 3C-RMN (101 MHz, CDCls): &
154,18; 149,86; 148,80; 141,85; 136,72; 136,06; 129,94; 128,83; 128,76;
127,54; 123,49; 122,47; 109,86; 96,68; 45,01; 12,54 ppm. IR umax: 2963
(NC-H), 1718 (C=0), 1620 (HC=CH, trans) cm. ESI-HRMS: m/z calculada
para C20H20N202", [M]- = 320,1530; encontrada 320,1531.

Sintesis _del (E)-3-(2,4-dihidroxiestiril)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]
oxazin-2-ona_(DMSTOH): 200 mg de e (R:i=CHs), 271 mg de 2,4-

dihidroxibenzaldehido (2 eq) y 4 ml de 1,4-dioxano fueron afiadidos en un

tubo de reaccion. La mezcla se llevo a 150 °C durante 80 h (monitoreada
por TLC). Luego, el 1,4-dioxano fue removido a presion reducida y el
residuo purificado por cromatografias de columna en silica, la primera
usando acetona/hexano (1:1) y una segunda cromatografia con DCM/
acetato de etilo (2:1) para obtener un sélido color rojo vino (96 mg,
rendimiento: 30 %). *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 9,97 (s, 1H), 9,72 (s,
1H), 7,99 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 7,23 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 6,73 (dd, J = 9,1; 2,7 Hz, 1H), 6,51 (d, J =
2,7 Hz, 1H), 6,40 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,31 (dd, J = 8,5, 2,4 Hz, 1H), 3,01 (s,
6H) ppm. ¥C-RMN (101 MHz, DMSO-ds): & 160,27; 158,25; 154,17;
151,72; 148,11; 143,37; 131,87; 129,43; 129,24; 123,60; 117,94; 115,38;
110,52; 108,33; 103,12; 97,50; 40,39 ppm. IR vmax: 3060-3302 (OH,
bonded), 2903 (NC-H), 1700 (C=0), 1599 (HC=CH, trans) cm™. ESI-HRMS:
m/z calculada para Ci1sH15sN2047, [M-H] = 323,1037; encontrada 323,1037.
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Sintesis del 7-(dimetilamino)-3-formil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (f): 250

mg de e (R1=CHs) y 204 mg de SeO:2 (1,5 eq) fueron disueltos en 4 ml de
1,4-dioxano. La reaccion se llevo a cabo durante 4 h a 80 °C. Luego, el 1,4-
dioxano fue removido a presion reducida y el residuo purificado por
cromatografia flash de columna en silica; usando acetato de etilo/hexano
(2:1) como eluyente. Un solido de color burdeos fue obtenido (112 mg,
rendimiento: 42 %). *H-RMN (400 MHz, CDCIs): & 10,09 (s, 1H), 7,70 (d, J
= 9,3 Hz, 1H), 6,78 (dd, J = 9,3; 2,7 Hz, 1H), 6,42 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,00
(s, 6H) ppm.

Sintesis del 7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]Joxazin-

2-ona (DMSB): 100 mg (1 eq) de f se hizo reaccionar con 42 pl (1 eq) de

anilina en 20 ml de tolueno a 90 °C por 4 h. Luego, la mezcla de reaccion
se filtré en caliente y la disolucion fue tratada a presion reducida para
remover el disolvente. Finalmente, el residuo fue recristalizado en etanol y
lavado tres veces con 2 ml éter etilico, obteniéndose 81 mg de un soélido
rojo (rendimiento: 60 %). *H-RMN (400 MHz, CDCls): & 8,86 (s, 1H), 7,77
(d,J =9,2 Hz, 1H), 7,42 — 7,37 (m, 2H), 7,37 — 7,32 (m, 2H), 7,29 — 7,23
(m, 1H), 6,72 (dd, J =9,2; 2,7 Hz, 1H), 6,42 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,12 (s, 6H).
13C-RMN (101 MHz, CDClz): d 154,37; 154,32; 153,66; 151,61; 149,85;
138,11; 132,20; 129,08; 127,07; 124,27; 121,60; 110,82; 96,87; 40,41. IR
Omax. 2922 (NC-H), 1718 (C=0), 1614 (HC=N) cm?. ESI-HRMS: m/z
calculada para Ci17H16N3O2*, [M+H]* = 294,1237; encontrada 294,1435.

Sintesis del 3-(((2,4-dihidroxifenil)imino)metil)-7-(dimetilamino)-2H-
benzo[b][1,4]loxazin-2-ona (DMSBOH): 70 mg (1 eq) de f se hizo

reaccionar con 5 ml de una disolucién etandlica previamente preparada con

52 mg (1 eq) de clorohidrato de amino resorcinol y 44,5 pl de trietilamina (1
eq). Luego de 2 h de reflujo, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se filtro y se lavo tres veces con 5 ml de cloroformo. 56 mg de un
sélido de color rojo vino fue obtenido (rendimiento: 54 %). *H-RMN (400
MHz, DMSO-ds): 6 9,66 (s, 1H), 9,18 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 7,62 (d,J =9,1
Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,86 (dd, J = 9,2; 2,7 Hz, 1H), 6,62 (d, J =
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2,7 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,30 (dd, J = 8,6; 2,6 Hz, 1H), 3,11 (s,
6H) ppm. ¥C-RMN (101 MHz, DMSO-ds): & 159,27; 154,14; 153,67;
153,49; 149,49; 149,49; 139,66; 131,06; 129,49; 123,88; 122,24; 111,18;
107,88; 103,08; 97,23; 40,48 ppm. IR vmax: 3265 (O-H), 2915 (NC-H), 1744
(C=0), 1618 (HC=N) cm™. ESI-HRMS: m/z calculada para C17H1sN304",
[M+H]* = 326,1135; encontrada 326,1299.

2.3.Determinacion de la concentracion de CB7 comercial

Usando como referencia el trabajo reportado por Kaifer et al.[115] Se
prepar6 una disolucion estimada de 1200 uM de CB7 comercial, a partir
del cual se tomo una alicuota para preparar 1 ml de CB7 a 180 uM. Luego,
en una cubeta de cuarzo se prepararon, por dilucion, 2,5 ml de 14,9 uM de
hexafluorofosfato de cobaltoceno. Por espectrofotometria a 261 nm, se
procedié a medir el cambio de absorbancia, afiadiendo sucesivamente 25
uL de CB7 de 180 uM. Las absorbancias fueron corregidas teniendo en
cuenta el factor de dilucién correspondiente. Posteriormente, el punto de
equivalencia fue hallado en el cambio de pendiente del grafico de
absorbancia con respecto al volumen afadido. La determinacion de la
concentracion de CB7 en la disolucién concentrada ([CB7]L.), fue dada por
la siguiente ecuacion:

[CB7]. =[CB7]5 V; FD/ V. Ec. 1

donde V; es el volumen inicial, V, el volumen de equivalencia, FD el factor
de disolucién entre las dos disoluciones de CB7 (1200/180) y [CB7]g la

concentracion de CB7 equivalente en la disolucion diluida; considerada

igual a la concentracioén de cobaltoceno empleada, [CB7]g =[C02+].

2.4.Estimacién del grado de hidratacién de las ciclodextrinas
comerciales

El grado de hidratacion de las ciclodextrinas fue estimado mediante la

relacion de los valores de las integrales obtenidas a partir de las sefales

del espectro de *H- RMN en D20 a 400 MHz. En este sentido, se us6 como

referencia la integral correspondiente al proton del carbono anomérico, la
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cual es igual al nimero de monomeros de glucopiranosa que compone a la
ciclodextrina en cuestion. Por otro lado, al valor de la integral de la sefial
del HOD original se le resto la contribucion de los protones provenientes de
los grupos hidroxilos de las ciclodextrinas. El cociente entre el valor de la
integral de la sefial HOD corregida y el valor de la integral del proton del
carbono anomérico seria la cantidad de protones asociados al agua

presente por unidad de ciclodextrina; ver Anexo A.

2.5.0ptimizacion de las condiciones experimentales de la Serie 1
Los homodlogos de aza-cumarinas DEST, DMST y DMSTOH presentaron
alta insolubilidad en agua, por lo que se procedi6 a evaluar sus
solubilidades en disoluciones metandlica. Para cada sustrato se busco una
concentracion 6ptima con la menor cantidad de cosolvente posible. Se
encontré que, en metanol, 1,5 uM fue la concentracion minima suficiente
para que sus bandas de absorcion fuesen medibles. De este modo, se
prepararon 5 disoluciones a diferentes concentraciones de metanol (50, 40,
30, 20 y 10 % v/v), cada una con 1,5 pM de sustrato. Inmediatamente, se
monitorearon sus espectros de absorbancias a lo largo del tiempo y se
encontré que solo las sefiales de absorbancia para las disoluciones = 30 %
lograron permanecer estables. De manera que, 30 % metanol (v/v) fue la
concentracion de cosolvente considerada para realizar los ensayos

supramoleculares de la Serie 1.
2.6.Determinacion del pKa de los sustratos de la Serie 1.

2.6.1. Método de valoracion acido-base

A partir de una disolucion metandlica al 29,6% (v/v) y 0,5 M de HCI, se
prepararon en celdas fotométricas, al menos 30 disoluciones a diferentes
pH (0,5 — 3,8) enrasandolos hasta 2490 pL. Luego se afiadieron 10 pL de
DEST o DMST a 375 uM, previamente preparado en metanol.
Posteriormente, se realizo un barrido de absorbancia de 800 a 200 nm para
cada muestra. Los cambios de absorbancia con respecto al pH fueron
evaluados tomando en cuenta la longitud maxima de las bandas de

absorcion observadas. Finalmente, el pKa fue obtenido mediante el ajuste
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de la curva (absorbancia vs pH) usando la ecuacién Ec. 2, correspondiente

al equilibrio acido/base mostrado en el Esquema lll.

Kb

S + H30* SH* + H,0

Esquema lll. Equilibrio acido-base para una protonacion.

Abs = (ES+H+ _ ES) {_ b— +/ b2 —4c } + ES[S]O Ec. 2

2
Con

b =— ([S],+ 107"+ 107P");
c=[S],107"";

pKa = log Kb;

pH = -log [H30"],

donde [S]o es la concentracion inicial de sustrato, €s y €g,,+ son las

absortividades molares del sustrato y del sustrato protonado,
respectivamente. La deduccion de la ecuacion Ec. 2 se encuentra en el

Anexo B.

2.6.2. Método de ajuste cinético

La preparacion de las disoluciones se realizé de forma similar al método de
valoraciones. En este caso, las disoluciones se prepararon en el intervalo
comprendido entre -0,5y 3,2 unidades de pH. Luego por espectrofotometria
se procedio a medir la velocidad de la reaccion hidrolisis del sustrato (DEST
o DMST) en las diferentes disoluciones. Las constantes de velocidad de
pseudo primer orden (kobs) correspondientes a la hidrolisis se obtuvieron
mediante el ajuste de las curvas absorbancia vs tiempo con las siguientes

ecuaciones cinéticas asociadas a la desaparicion del reactante:
A= Aoe'(k‘°t’~°')t Ec. 3

donde Aty Ao son las absorbancias del reactante a tiempo t y tiempo cero,

respectivamente.
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Para la determinacion del pKa del sustrato (S) por método cinético se hizo
uso del modelo presentado en el Esquema IV, donde el sustrato y sus
formas protonadas estarian asociados a una constante de hidrolisis (ki, i=0-
n). En este sentido, la kobs para la reaccion de hidrolisis del sustrato puede
expresarse como la suma de las constantes de hidrolisis individuales de
cada especie, ponderada por su fraccion molar, tal como se muestra en la
Ec. 4.

Kb, Kb, Kbg Kb,
S + HyO" === (S+H") + H;0* === (S+2H") t=—= === (S+nH") + H;0"
'Hzo -HQO -H2O
20 1 <Do ‘?\'LO
kn
productos

Esquema IV. Representacion general para la reaccion de hidrolisis en n
protonaciones del sustrato.

Kobs= kOXS.+ KiXa, it + Ko X + + k3X ot kX Ec. 4

S+H S+2H S+3H S+nH"

Tomando en cuenta la relacion de las fracciones molares con las
constantes de equilibrio, Kb, se obtienen las ecuaciones 5-9, segun sea el
namero de protonaciones consideradas para un mismo sustrato (deduccién

en el Anexo B).

e Para una protonacién:

kops= = {—b —v/b” — 4c}+ kg Ec.5

2[S]g

donde
b =— ([S],+ 107" + 107°");
c=10"""[s],

e Para dos protonaciones:

k.. = ko + k1["|30+]10pK""1 + kZ[H30+]210(pKa1 + pKa2)
obs 1O(pKa1 + pKa2)[H3O+]2 + 10pKa1 [H30+] +1

Ec. 6

donde [H;0%] esta determinada por:

21



a[H;0°]+ b[Hs0"]"+ c[H;0°] - 107" =0 Ec. 7
con

a= 10(pKa1 +pKa2).

¢ =10"%1([S]o-107P") + 1

e Para tres protonaciones:

2 3
_ Ko + Ky [H30+]1OpKa1 +k2[H3O+] 10(pKa1+pKaZ) +k3[H3O+] 10(pKa1+pKa2+pKa3)

Kobs 10(PKa1*PKaZ#pKad) 4. %)% 4 4oPKal+PRa2) [ 012 4 10PKaT [1,0"] + 1 Ec. 8
donde [H30"] esta determinada por:
a[H;0']" + b[H30"]” + c[H;0*]" + d[H50"] - 10" = 0 Ec. 9

con
a= 10(pKa1+pKa2+pKa3).

c= 10(pKa1+pKa2)(1 0-pKa2+ 2[8]0 _ 10—pH);

d = 10°%"([S]o — 107P") + 1

El pKa del sustrato se determind a partir del modelo de protonacién que

mejor se ajusté a los datos experimentales.

En cuanto a las ecuaciones de tercer y cuarto grado (Ec. 7 y 9), éstas

fueron resueltas usando el método iterativo de Newton-Raphson[116]:

f(xn)
Xnt1 = Xp + m Ec. 10

donde f(x,) es la funcién, f'(x,) es su derivada y x,, es el valor de x en la
enésima iteracion, partiendo n = 0. Se tom6é como valor inicial, x,, la

concentracion inicial de iones hidronio, [H3O+]O, y se iter6 hasta que

@)/ f' () < 1x107%,
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2.7.Medicién espectrométrica de los complejos de inclusion
Se prepar6 0,5 M de HCI en una disolucion metandlica al 29,6 % (v/v) a
partir de HCI 37 % m/m. Luego, esta disolucion se volvio a diluir para
obtener otra de concentracion 3,16 mM de HCI (pH 2,5), manteniendo la
misma concentracion de metanol. Seguidamente, y mediante el uso de un

pH-metro, se confirmé el pH de 2,5 de la disolucién preparada.

Cabe destacar que esta disolucion (29,6 % metanol, pH 2,5) fue la
disolucibn madre a partir de la cual se prepararon todas las diferentes
disoluciones de macrociclos usadas para la Serie 1. En este sentido, se
prepararon diferentes concentraciones de CB7 (0 - 1,2 mM) en celdas
fluorométricas. Estas inicialmente fueron llevadas hasta un volumen de
2490 L, y luego a cada disolucion se le adicioné 10 pL de DMST a 375 uM
(previamente preparado en metanol puro). Cada una de las disoluciones
preparadas fueron evaluadas por espectrofotometria (200 - 800 nm)
seguido de un andlisis fluorométrico. Para este ultimo, la longitud de onda
de excitacién elegida fue el punto isosbéstico.

Este mismo procedimiento fue llevado a cabo para los sustratos DEST y
DMSTOH.

Por otra parte, para los macrociclos B-CD, DM-B-CD y y-CD, la metodologia
empleada fue similar, en estos casos se pudo abarcar un mayor rango de
concentraciones en las mediciones espectrométricas. Para la 3-CD, DM-3-
CD y la y-CD el rango fue entre 0 - 1,5 mM, 0 - 45 mM y 0 - 10mM,
respectivamente. La longitud de onda de excitacion elegida para el espectro
de emision en presencia de estas ciclodextrinas fue la longitud de onda de

absorcion de menor cambio observado en su espectro de absorbancia.

2.8.Estimacién de las constantes de asociaciéon de los complejos

formados y su estequiometria

Las constantes de asociacion de los complejos de inclusion fueron

estimadas a partir de los datos fluorométricos y/o fotométricos obtenidos en
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el item anterior. Estos datos, en respuesta a la variacion de la
concentracion de macrociclo presente, fueron ajustados a las ecuaciones
11, 13 y 14, las cuales estan deducidas en el Anexo C. Estas ecuaciones
describen un modelo tedrico asociado a una estequiometria en particular.
Los modelos tedricos estudiados para los complejos de inclusién son los

siguientes:

2.8.1. Modelo 1:1
Para este modelo la estequiometria macrociclo (M)/sustrato (S) es 1:1, y su
constante de equilibrio o asociacion esta denotado por Kui:1, tal como se
muestra en el Esquema V.
K11
M+ S —= MS

Esquema V. Mecanismo de asociacion general de estequiometria 1:1.

Para este modelo, la dependencia de la absorbancia o la intensidad de
emision (Y) con respecto a la concentracion inicial del macrociclo [M]o esta
dada por la siguiente ecuacion:

y = (ws-os) (- b= Vb®—4c)+as[Sy Ec. 11

2
con

1
b= — ( Sly* Mg+ —);
[STo* Mlg* 7
¢ =[M]y[S],
En absorbancia ag y oyg son las absortividades molares de sustrato y

complejo de inclusion 1:1 (es y ems), respectivamente. En fluorescencia, og

y oyys Son las constantes de proporcionalidad.

Una vez conocida la constante de asociacion, el porcentaje del complejo
de inclusién 1:1 formado in situ fue estimado mediante la siguiente

ecuacion:

% complejo formado = % (— b— Vb — 40) Ec. 12
0
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2.8.2. Modelo 2:1
Este modelo consta de un mecanismo de asociacidon consecutivo de dos
pasos con estequiometria general 2:1, tal como se muestra en el Esquema
VI.

Ki:1 K>.1
M+S === MS +M=——= M,S

Esquema VI. Mecanismo de asociacion general de estequiometria 2:1.

Donde M2S es el complejo 2:1, correspondiente a dos unidades de

macrociclo por cada unidad de sustrato.

En este modelo la relacion Y vs [M], depende de la resolucion de la
ecuacion de 3*"grado (Ec. 13) en conjunto con la Ec. 14, las cuales fueron
resueltas usando nuevamente el método iterativo de Newton-Rapson (Ec.
10).

a[M]® + b[M]? + ¢c[M] - [M], =0 Ec. 13
con
a = Kq:1Kz:1;

1
b=Ki.1K3:1 <E +2[S]p - [M]o>i

c= Ky (ﬁ +[S]p - [M]O);

as[Slo + amsIM] K1:1[Slo + amysK1:1K2:1[MI?[S]o
Y= Ec. 14
K1:1K2:1[M]2 + Ky:4[M] + 1

Aqui, [M] es la concentracion de macrociclo en equilibrio, oy,s es la

absortividad molar (€y,s) 0 la constante de proporcionalidad de emision del

complejo 2:1 formado y Kz:1 es la constante de asociacion dada por un

segundo macrociclo al primer complejo formado.

Aunque los modelos planteados estan asociados a una determinada
estequiometria, en algunos casos se determind mediante espectrometria

de masa.
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2.9.Caracterizacion de las propiedades de emision y absorciéon

2.9.1. Efecto solvatocromico
Se prepararon 5 disoluciones para cada sustrato de la Serie 1 a una
concentracion de 1,5 uM, en 30 % metanol (v/v) a pH 2,5. La primera
disolucién en ausencia de macrociclo y en las otras 3 disoluciones en
presencia de 1,2 mM CB7, 1,5 mM B-CD, 4,5 mM de DM-B-CD y 10 mM de
v-CD, respectivamente. Luego, por espectroscopia UV-Vis, se obtuvieron
los espectros de absorcion para cada una de las disoluciones preparadas.
La cuantificacion del efecto solvatocromico dado por los macrociclos se

determinaron haciendo uso de la siguiente ecuacion:
ES2s (cm1) = 107(L/Ays — 1/AS) Ec. 15

donde ES2s es el efecto solvatocromico en cm-?; )\é y )\ﬁ,,s son las longitudes
de maxima absorcion del sustrato y el complejo de inclusion expresadas en

nandémetro, respectivamente.

2.9.2. Desplazamiento de Stokes
Para cada una de las disoluciones anteriores se evaluaron sus espectros
de emision usando sus respectivas longitudes maximas de absorcion como
longitudes de excitacion. La longitud maxima de emision tanto del sustrato,
)\E, como del complejo de inclusion, A,\EAS, expresada en nanémetros, fueron

usadas en las siguientes ecuaciones:

DS¢(cmt) = 107(1/Ns — 1/A5) Ec. 16
DSus(cm™) = 107(L/Ays — 1/Ags) Ec. 17

donde DSs y DSwms son los desplazamientos de Stokes en cmL. Por tanto,
para evaluar la influencia de los macrociclos sobre los desplazamientos de

Stokes de la Serie 1, se restaron tales desplazamientos:

ADS = DSMS - DSS Ec. 18
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2.9.3. Rendimiento cuantico de emision
Se preparo una serie de disoluciones en cubetas fluorométricas de 10 mm
de paso 6ptico, cada una a diferentes concentraciones de sustrato (Serie
1) de tal modo que la absorbancia maxima de cada muestra se encuentre
distribuida entre 0 y 0,1 unidades de absorbancia. Luego de anotar las
absorbancias maximas, se procedi6 a medir los espectros de emision
usando la longitud de maxima de absorcion como longitud de onda de
excitacion. Posteriormente, para cada espectro de emision se calculd el
area bajo la curva, es decir, la intensidad de emision integrada. Todo esto

a partir de los espectros de emision corregidos.

El mismo procedimiento se realiz6 para la Serie 1 en presencia de 1,2 mM
CB7, 1,5 mM B-CD 6 4,5 mM de DM-B-CD, y para el compuesto utilizado
como estandar de rendimiento cuantico conocido (fluoresceina en 0,1M de
hidroxido de sodio).[117]

Finalmente, el rendimiento cuantico de las muestras (®rx) se determinaron

mediante la ecuacion de Demas y Croshy[118]:

2
DPrx = DFe (ﬂ) (ﬂ_x> Ec. 19

Me n§

donde @ es el rendimiento cuantico, m el gradiente de la recta (intensidad
de emision integrada vs absorbancia), n el indice de refraccion del
disolvente y los subindices e y x denotan compuesto estandar y la muestra,

respectivamente.

2.10. Estudio cinético de la reaccion de hidrélisis de Bases de

Schiff (aza-cumarinas y cumarinas)

2.10.1. Hidrdlisis de aza-cumarinas (Serie 2) en presencia y ausencia

del macrociclo.

Se prepararon al menos diez disoluciones acuosas a pH 5,3 (pH del agua)

y a diferentes concentraciones de CB7 (0 — 480 uM) en celdas fotométricas.
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Inicialmente, éstas fueron llevadas hasta un volumen de 2490 pL, y luego
a cada disolucion se le adicion6 10 pL de DMSB a 875 uM (previamente
preparado en dimetilsulfoxido puro). Una vez afiadido el sustrato, se agito
e inmediatamente se medi6 su cinética por espectrometria UV-vis a 25 °C.
Las constantes observadas, kobs, fueron obtenidas mediante el ajuste de
los valores de absorbancia a 570 nm en funcién del tiempo, usando la
ecuacion de pseudo primer orden (Ec. 3). Para la determinacion de las
constantes cinéticas de hidrdlisis tanto del sustrato libre como del sustrato
complejado, se hizo uso de los siguientes dos modelos cinéticos que dan
cuenta, intrinsecamente, la estequiometria del sistema y las constantes de

asociacion de los complejos involucrados:

e Modelo de estequiometria 1:1

Este modelo consta de un mecanismo de asociacién de estequiometria 1:1
macrociclo/sustrato tal como se muestra en el Esquema VII. En este
modelo se establece a priori que tanto el sustrato libre como el sustrato
acomplejado (MS) contribuyen a la constante observada, kobs, de acuerdo
con la Ec. 20.
Ki:1
M+S =—— MS

e

productos
Esquema VII. Mecanismo de hidrdlisis en presencia del macrociclo para
una estequiometria 1:1 macrociclo/sustrato.

kobs= kSX3-+ kMSXMS Ec. 20

donde ksy kys son las constantes cinéticas de hidrolisis del sustrato libre
(S) y del complejo 1:1 (MS), las cuales estan ponderadas por sus fracciones
molares Xs- Yy Xys. Dada la intima relacion entre estas fracciones molares

con Kz, el k,ps puede expresarse como:
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Kops= (kMS kS) {~b—Vb? — 4c}+ ks Ec. 21

con
b =~ (ISIy* Mlg* —);
¢ = Ml,iSl,

donde [S], y [M], son las concentraciones iniciales del sustrato y del

macrociclo y K;.4 es la constante de asociacion del complejo 1:1. La

deduccion de la Ec. 21 estda demostrada en el Anexo C.

e Modelo de estequiometria 2:1

El Modelo 2:1 consta de un mecanismo de asociacion consecutivo de dos
etapas con estequiometria general 2:1 (macrociclo/sustrato); representado
en el Esquema VIIl. En este modelo se establece a priori que tanto el
sustrato libre, como el complejo 1:1 y el complejo 2:1 (M2S) contribuyen a

la constante observada, kobs, de acuerdo con la Ec. 22.

K11 K21
M+S == MS + M ==

S A

productos

Esquema VIII. Mecanismo de hidrolisis en presencia del macrociclo para
una estequiometria 2:1 (macrociclo/sustrato).

Kobs= KsXs-+ kmsXus + Km,sXwm,s Ec. 22

aqui ky,s es la constante cinética de hidrdlisis del complejo 2:1 'y Xy,s su
fraccion molar. Las fracciones molares Xs:, Xus Y Xu,s (én la Ec. 22) estan
intimamente relacionadas con Ki:1 y Kz:1. Esto implica que la ks puede
expresarse como:

_ ks * kms[MIK1.1 + kar, sIMI2Ky:1 Ko:q

Kobs = K1:1K2:1[M]? + K14 [M] + 1 Ec. 23

donde [M] esta determinada por:
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a[M]® + b[M]? + c[M] - [M]o =0 Ec. 24
con
a =K1Kzt

b= Ky.4Ka1 (= + 2[Slo - Mo );

]
¢ = Ky:4([Slo - [M]o) +1,

En estas ecuaciones [M], es la concentracion de macrociclo libre en el
equilibrio. ky,s Y Ko.1 son las constantes de velocidad y de asociacion del

complejo 2:1. La deduccion de las Ec. 23y 24 estan deducidas en el Anexo
C.

Tanto la Ec. 21 (modelo 1:1) como la Ec. 23 (modelo 2:1) fueron ajustadas
a los datos experimentales. EI modelo que presenté una mejor correlacion
con los datos experimentales fue el modelo considerado para estimar los

parametros cinéticos y termodinamicos.

Por otro lado, la hidrdlisis del sustrato DMSB en presencia de ciclodextrinas
(B-CD, DM-B-CD y y-CD) fue seguida por luminiscencia a partir de la
apariciéon de la banda del producto a 554 nm, usando 500 nm como longitud
de excitacion. La kobs fue determinada por ajuste de los datos de emision
obtenidos en el tiempo y la ecuacion de pseudo primer orden para la

apariciéon del producto:
Iy = Iw(1 - e'(k""s)t) Ec. 25

en que, lvy It son las intensidades de emision del producto a tiempo infinito

y tiempo t, respectivamente.

La estimacion de las constantes cinéticas relacionada a las etapas
individuales y las constantes de asociacion de los complejos formados con
ciclodextrinas, se realizaron de manera analoga a la metodologia

previamente descrita en presencia de CB7.

30



2.10.2. Hidrdlisis de Cumarinas (Serie 3) en presencia y ausencia de
CB7
Se llevo a cabo el estudio cinético de la reaccion de hidrolisis para una serie

homéloga de cumarinas (Serie 3, Esquema IX) disponibles en el
laboratorio.[119]

R,
R1 R3
N
A A R,
/\N O O
) . ICDA (R1:OH; R3:NEt2; RZ, R4:H)
Serie 3{ ICDOH (R,=OH:; Ry, Ry=H; R,=OH)

Esquema IX. Estructura general de una serie de bases de Schiff derivadas
de 7-(dietilamino)cumarinas (Serie 3).

La metodologia seguida para esta serie fue similar a la descrita en el
apartado anterior, utilizando espectrometria UV-vis en el intervalo de pH
2,5-4,0.

2.11. Equipos:
Para las diferentes técnicas de RMN se utilizé el equipo BRUKER AVANCE
[l HD 400 usando TMS como estandar interno. Los IR se obtuvieron
mediante el espectrometro Cary 630 FTIR. Las mediciones por
espectrometria de masas de alta resolucion con ionizacion por electrospray
(ESI-HRMS) se realizaron con el espectrometro de masas Thermo Fisher

Scientific Exactive Plus.

La balanza analitica y el pH-metro empleado fue la RADWAG ® AS220/C/2
y el AD1030, respectivamente.

Las mediciones UV-vis se realizacién en diferentes espectrofotometros,
tales como Hewlett-Packard modelo HP 8453, Cary modelos 40 6 50. Las
valoraciones y las cinéticas para la determinacion de los pKas de los
sustratos de la Serie 1, se realizacion solo con el espectrofotometro UV-vis

Cary 50. Los espectros de emision se obtuvieron haciendo uso del
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espectrofotometro de fluorescencia Cary modelo Eclipse. Las cinéticas de
las bases de Schiff se realizaron utilizando el espectrofotdmetro UV-vis
Hewlett-Packard modelo HP 8453 y el espectrofotometro de fluorescencia
Horiba FluoroMax 4. Para obtener los parametros necesarios para la
estimacion de los rendimientos cuanticos, se utilizé sélo el Cary 50 UV-vis

en conjunto con el espectrofotdmetro de fluorescencia Cary Eclipse.
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3. Capitulo lll. Resultados y Discusion

Para dar cumplimiento a los objetivos especificos 2, 3, 4 y 5, este capitulo
se divide en 5 secciones. La primera seccion (Seccion 3.1.) esta enmarcada
en la elucidacion estructural de los compuestos sintetizados a partir de los
espectros de RMN, IR y ESI-HRMS obtenidos. La Seccién 3.2 se encuentra
enfocada en la determinacion y asignacion de los valores de pKa de la Serie
1. En las secciones 3.3. y 3.4. se presentan los efectos de los macrociclos
sobre las caracteristicas espectrales y el rendimiento cuantico de emisién
de la Serie 1, asi como también la determinacion de las constantes de
asociacion involucradas. Finalmente, la Seccion 3.5. esta centrada en el
efecto de los macrociclos sobre la reaccion de hidrolisis de la Serie 2, y en

los mecanismos involucrados.

3.1.Caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados
La elucidacién estructural tiene el propdsito de caracterizar y corroborar la
estructura de los compuestos sintetizados, ademas de dar cumplimiento al
objetivo especifico 2. Cabe mencionar que, debido a la cantidad de
espectros involucrados en esta seccidn, éstos fueron ubicados en la
seccion de Anexos, especificamente en el Anexo D. La asignacion
numeérica de los protones al cual se hara alusion a continuacion esta sujeta

a la numeracién presentada en la Figura 2.

Intermediario  7-(dimetilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e,
R1=CH?3): El espectro de H-RMN en CDClIz para el compuesto sintetizado

(Figura D1), mostr6 dos singuletes a campo alto, uno que integra para tres

protones a 2,46 ppm y una segunda sefial a 3,05 ppm que integra para seis
protones, dando razén a los atomos de hidrogenos del grupo metilo ubicado
en la posicion 3 y a los atomos de hidrégenos perteneciente al grupo
dimetilamino en la posicion 7 de la aza-cumarina, respectivamente. En la
zona aromatica, se puede observar una constante de acoplamiento (J) igual
a 9 Hz, correspondiente al acoplamiento entre los protones 6 y 5
(acoplamiento orto). El proton 6, ademas, muestra un acoplamiento con el

protén 8 con J meta igual a 2,8 Hz. En consecuencia, se observa un doble
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doblete a 6,63 ppm correspondiente al proton 6, mientras que los protones

8 y 5 muestran un doblete a 6,38 y 7,46 ppm, respectivamente.

Por otro lado, el espectro de 13C-RMN (Figura D2) mostré diez sefiales de
carbono, consistente a los diez &tomos carbonos no equivalentes presentes

en el compuesto e (R1=CHs).

(E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona  (DMST): El

espectro de 'H'RMN en CDCIs para el compuesto sintetizado (Figura D3),

mostrd un singulete que integra para seis protones a campo alto, asignado
al grupo dimetilamino. A 6,42, 6,68 y 7,55 ppm se puede apreciar las
sefales caracteristicas de los protones 8, 6 y 5 con sus respectivas J orto
y meta (9,1 y 2,7 Hz, respectivamente). Adicionalmente, se observa dos
sefales dobletes a 7,42 y 7,94 ppm con J trans de 16,3 Hz, asignado a los
protones del grupo vinilo. Finalmente, se observo tres sefiales en la zona
aromatica, una que integra para dos protones (doblete a 7,62 ppm), otra
que integra para un proton (multiplete entre 7,40 - 7,35 ppm), y una Ultima
que integra para un proton (multiplete 7,34 - 7,29 ppm), dando razoén al par

de protones orto y meta, y al proton en la posicion para del grupo fenilo.

Por otro lado, el espectro de 13C-RMN (Figura D4) mostré quince sefiales
de carbono, consistente a los quince atomos carbonos no equivalentes
presentes en el compuesto DMST. Todas las sefiales de carbono fueron
debidamente asignadas mediante las correlaciones de los espectros
bidimensionales, HSQC y HMBC (Figuras D5 y D6). El espectro HSQC se
utilizé para identificar los carbonos unidos directamente a los protones ya
identificados, y el espectro HMBC para identificar los carbonos cuaternarios
mediante su acoplamiento con protones ubicados a dos y tres enlaces de
distancia. De esta manera la estructura del compuesto DMST quedd

totalmente caracterizada por RMN.

La espectroscopia infrarroja (Figura D7) presentd sefiales a 2904, 1715,
1618 cm™, caracteristico de grupos: dialquilamino (enlace NC-H), carbonilo

(C=0) y vinilo (HC=CH, trans), respectivamente
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Adicionalmente, la espectrometria de masas en modo negativo (Figura D8)
presento pico base (m/z) a 292,1219, la cual esta en total concordancia con
la masa calculada del compuesto DMST ([DMST]- = 292,1217).

Intermediario  7-(dietilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e,
R1=CH2CH3): El espectro de 'H-RMN en CDCIlz para el compuesto

sintetizado (Figura D9), mostré un singulete que integra para tres protones

a 2,45 ppm, asignado a los atomos de hidrogenos del grupo metilo ubicado
en la posicion 3. A 1,20y 3,40 ppm se observo un triplete (que integra para
6 protones) y un cuadruplete (que integra para 4 protones),
respectivamente, dando razén a los atomos de hidrogenos perteneciente al
grupo dietilamino en la posicion 7 de la aza-cumarina. En la zona aromética,
se observo J igual a 9,02 Hz, correspondiente al acoplamiento entre los
protones 6 y 5 (acoplamiento orto). El protdbn 6, ademas, muestra un
acoplamiento con el proton 8 con J meta igual a 2,50 Hz. En consecuencia,
se observa un doble doblete a 6,63 ppm correspondiente al proton 6,
mientras que los protones 8 y 5 muestran un doblete a 6,38 y 7,46 ppm,

respectivamente.

Por otro lado, el espectro de 3C-RMN (Figura B10) mostr6 once sefiales
de carbono, consistente a los diez &tomos carbonos no equivalentes

presentes en el compuesto e (R1i=CH2CH?3).

(E)-7-(dietilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona _ (DEST): El
espectro de *H'RMN en CDClIs para el compuesto sintetizado (Figura D11),

mostré un triplete (que integra para 6 protones) y un cuadruplete (que
integra para 4 protones) a campo alto, asignado a los atomos de hidrogenos
del grupo dietilamino. A 6,42, 6,66 y 7,53 ppm se puede apreciar las sefales
caracteristicas de los protones 8, 6 y 5 con sus respectivas J orto y meta
(9,1 y 2,7 Hz, respectivamente). Adicionalmente, se observa dos sefales
dobletes a 7,42 y 7,94 ppm con J trans de 16,3 Hz, asignado a los protones
del grupo vinilo. Finalmente, se observo tres sefiales en la zona aromatica,
una gue integra para dos protones (doblete a 7,62 ppm), otra que integra

para un proton (multiplete entre 7,40 - 7,35 ppm), y una ultima que integra
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para un proton (multiplete 7,35 - 7,27 ppm), dando razon al par de protones

orto y meta, y al protén en la posicion para del grupo fenilo.

Por otro lado, el espectro de *C-RMN (Figura D12) mostré dieciséis
sefiales de carbono, consistente a los dieciséis atomos carbonos no
equivalentes presentes en el compuesto DEST. Todas las sefales de
carbono fueron debidamente asignadas mediante las correlaciones de los
espectros bidimensionales, HSQC y HMBC (Figuras D13 y D14).

La espectroscopia infrarroja (Figura D15) presento sefiales a 2963, 1718,
1620 cm™, caracteristico de grupos: dialquilamino (enlace NC-H), carbonilo

(C=0) y vinilo (HC=CH, trans), respectivamente

Adicionalmente, la espectrometria de masas en modo negativo (Figura
D16) presentd un pico base (m/z) a 320,1531, la cual est4 en total
concordancia con la masa calculada del compuesto DEST ([DEST]" =
320,1530).

(E)-3-(2,4-dihidroxi-estiril)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona
(DMSTOH): EIl espectro de 'HRMN en DMSO-ds para el compuesto

sintetizado (Figura D17), mostrdé once sefales: un singulete que integra

para seis protones a 3,01 ppm asociados a los atomos de hidrégenos del
grupo dimetilamino, dos dobletes a 7,23 y 7, 99 ppm con J trans igual a
16,3 Hz correspondiente a los protones del grupo vinilo y dos singuletes a
9,72y 9,92 ppm correspondientes a los protones de los grupos hidroxilos.
Con respecto a las seis sefiales de protones restantes, estas estan
constituidas por dos conjuntos de tres protones que se acoplan entre si con
sus respectivos J orto y meta: un primer grupo dado por las sefales a 6,31,
6,40 y 7,42 ppm (doble doblete, doblete y doblete, respectivamente) y un
segundo grupo dado por las sefiales a 6,51, 6,73y 7,48 ppm (doblete, doble
doblete y doblete, respectivamente). Para identificar cual de estos
conjuntos de acoplamientos corresponden a los protones 5, 6 y 8, se hizo
uso de la metodologia bidimensional HMBC (Figura B20), la cual denot6

una correlacion entre los protones del grupo dimetilamino con el carbono 7,
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el cual a su vez posee una correlacion con el doblete a 7,48 ppm con J =9
Hz, indicando su acoplamiento con el proton 5. De esta forma se determino
que las sefales 6,51, 6,73 y 7,48 ppm corresponden a los protones 8, 6 y
5, respectivamente; por lo que las sefales a 6,31, 6,40 y 7,42 ppm estarian

asociadas a los protones 16, 18 y 15, respectivamente.

Por otro lado, el espectro de *C-RMN (Figura D18) mostré diecisiete
sefiales de carbono, consistente a los diecisiete atomos carbonos no
equivalentes presentes en el compuesto DMSTOH. Todas las sefiales de
carbono fueron debidamente asignadas mediante las correlaciones de los
espectros bidimensionales, HSQC y HMBC (Figuras D19 y D20).

La espectroscopia infrarroja (Figura D21) presentd sefiales a 3060-3302
(bonded), 2903, 1700, 1599 cm, caracteristico de grupos: hidroxilos,
dialquilamino (enlace NC-H), carbonilo (C=0) y vinilo (HC=CH, trans),

respectivamente

Adicionalmente, la espectrometria de masas en modo negativo (Figura
D22) presentd un pico base (m/z) a 323,1037, la cual est4 en total
concordancia con la masa calculada del compuesto DMSTOH ([DMSTOH]-
= 323,1037).

7-(dimetilamino)-3-formil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (f): El espectro de

'H-RMN en CDCIs para el compuesto sintetizado (Figura D23), mostré un
espectro similar al observado para el intermediario e con R1=CHs (Figura
D1). En este caso, el espectro en lugar de mostrar el singulete a cercano a
3 ppm (caracteristico del grupo metilo ubicado en la posicién 3 de la aza-
cumarina), mostré un singulete que integra para un protén a 10,09 ppm,
dando razén a la oxidacion del grupo metilo al grupo formilo.

7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona
(DMSB): El espectro de *H-RMN en CDCIs para el compuesto sintetizado
(Figura D24), mostro dos singuletes correspondientes a los protones del

grupo dimetilamino y al protén imino a 3,12 y 8,86 ppm, respectivamente.
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A 6,42, 6,72y 7,77 ppm se presentaron las sefiales caracteristicas de los
protones 8, 6 y 5. Adicionalmente, el espectro mostré dos multipletes a 7,35
y 7,39 ppm, cada uno integrando para dos protones y un multiplete a 7,27

ppm integrando para un protén, dando razon al grupo fenilo.

Por otro lado, el espectro de 13C-RMN (Figura D25) mostré catorce sefiales
de carbono, consistente a los catorce atomos carbonos no equivalentes
presentes en el compuesto DMSB. Todas las sefales de carbono fueron
debidamente asignadas mediante las correlaciones de los espectros
bidimensionales, HSQC y HMBC (Figuras D26 y D27).

La espectroscopia infrarroja (Figura D28) presentd sefiales a 2922, 1718,
1614 cm, caracteristico de grupos: dialquilamino (enlace NC-H), carbonilo
(C=0) y vinilo (HC=N), respectivamente

Adicionalmente, la espectrometria de masas en modo positivo (Figura D29)
presento un pico base (m/z) a 294,1435, la cual esta en total concordancia
con la masa calculada del compuesto DMSB ([DMSB+H]*" = 294,1237).

3-(((2,4-dihidroxifenil)imino)metil)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin
-2-ona (DMSBOH): El espectro de *H'RMN en DMSO-ds para el compuesto
sintetizado (Figura D30), mostré tres singuletes a 8,86, 9,18 y 9,66 ppm

con integrales igual a uno, dando razén a protén del grupo imino y a los dos
protones de los grupos hidroxilos, respectivamente. A 3,11 ppm, el espectro
mostrd un singulete que integra para seis protones asignados al grupo
dimetilamino. Las asignaciones de los seis protones restantes se realizaron
de forma analoga al analisis aplicado para el compuesto DMSTOH. En este
caso, la identificacién de los protones 7 y 5 se realizé por HMBC como se
indica en la Figura 33. Considerando los acoplamientos que posee el
protén 5 con el protdn 6 y éste a su vez con el protén 3, se tiene que las
sefiales a 7,62, 6,86 y 6,62 ppm corresponden a dichos protones
sefalados. Por lo tanto, las sefiales restantes a 6,30, 6,38 y 7,22 ppm

corresponden a los protones 19, 21 y 18, respectivamente.
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Por otro lado, el espectro de *C-RMN (Figura D31) mostré dieciséis
sefiales de carbono, consistente a los dieciséis atomos carbonos no
equivalentes presentes en el compuesto DMSBOH. Todas las sefiales de
carbono fueron debidamente asignadas mediante las correlaciones de los
espectros bidimensionales, HSQC y HMBC (Figuras D32 y D33).

La espectroscopia infrarroja (Figura D34) present6 sefiales a 3265, 2915,
1744, 1618 cm, caracteristico de grupos: hidroxilos (O-H), dialquilamino
(enlace NC-H), carbonilo (C=0) y vinilo (HC=N), respectivamente.

Adicionalmente, la espectrometria de masas en modo positivo (Figura D35)
presento un pico base (m/z) a 326,1299, la cual esta en total concordancia
con la masa calculada del compuesto DMSBOH ([DMSBOH+H]* =
326,1135).

3.2.Determinacion de valores de pKas de la serie de 7-
(dialguilamino)aza-cumarinas (Serie 1) en ausencia de

macrociclo.

La determinacion de los valores de pKa fue realizada de acuerdo con lo
indicado en la seccibn de metodologia; usando los métodos de

valoraciones 4cido-base y las mediciones cinéticas.

3.2.1. Determinacién de los valores de pKas del DMST

Las valoraciones por UV-vis del compuesto DMST a diferentes pH (Figura
1a) mostré un Amax @ 483 nm a pH cercano a 3,6, mientras que a pH cercano
a 0,5, el Amax se presentd en los 380 nm, lo que corresponderia a una de
sus formas protonadas. Tal como se presenta en Figura 1b, el valor del
pKa fue determinado a dos longitudes de onda usando la Ec. 2, dando
lugar a un valor de 1,30 + 0,01 para la primera especie protonada.
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Figura 1. Valoracion &cido-base para el compuesto DMST (1,5 uM en 30
% MeOH a 25 °C): a) espectros UV-vis a distintos valores de pHs (0,5 - 3,6)
y b) valoracién de la absorbancia a 483 y 380 nm en funcién del pH en
ausencia de macrociclos.

Adicionalmente, el pKa fue también estimado mediante el método cinético
usando las ecuaciones 5-9. El modelo que mejor se ajusté con los datos
experimentales (Figura 2c) involucra la presencia de tres protonaciones
(pKa1 = 1,39, pKaz = -0,74, pKas = -8,02), donde ademas, el pKai hallado
fue similar al previamente obtenido por medio del método de valoraciones.
Los resultados obtenidos sugieren la existencia de mas de un proceso de

protonacién en el sustrato.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
i Ka, = 1,387 + 0,108
10°] X pKa,=-2,766+1,336 | \ pKa, = -1,479 + 0,088 - EKaz — 0745 + 0 066
R2 = 0,99735 pKa, =-2,801 + 0,611 pKa, = -8,020 + 0,020
R? = 0,99860 R? =0,99988
— -4
pA 104 i _
O
O O
105 o | o |
O O
a) b) c)
T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
pH

Figura 2. Variacion de la constante de velocidad observada (kobs) en
funcién del pH para el compuesto DMST (1,5 yM en 30 % MeOH a 25 °C).
a) ajuste de modelo cinético para una protonacion del sustrato, b) ajuste de

40



modelo cinético para dos protonaciones y c) ajuste de modelo cinético para
tres protonaciones.

3.2.2. Determinacion de los valores de pKas del DEST

Las valoraciones por UV-vis del compuesto DEST a diferentes pH (Figura
3a) mostré un Amax 2 490 nm a pH cercano a 3,9, mientras que a pH cercano
a 0,5, la Amax se presento6 en los 380 nm. Del ajuste de las curvas mostradas
en la Figura 3b se deduce que el primer acido conjugado del compuesto
DEST posee un valor de pKa igual a 2,35. Un valor similar de pKa fue
reportado y asociado al grupo dietilamino para una serie de cumarinas 7-
dietilamino-sustituidas.[120,121] Esto sugiere que el primer pKa del DEST
(pKa=2,35) estaria vinculado al grupo dietilamino. En este sentido, se
puede deducir también que el primer pKa encontrado (pKa=1,30) del DMST

estaria vinculado, analogamente, al grupo dimetilamino.

La diferencia obtenida, alrededor de una unidad, en los valores de pKas de
los grupos dimetil- y dietil-amino, también fue observada en derivados de
chalconas dialquiloamino sustituidas.[82] Lo anterior corrobora que la
primera protonacion, para el DMST y DEST, tiene lugar en el &tomo de
nitrégeno del grupo dialquiloamino, donde el aumento del pKa es
consecuencia de una mayor estabilizacion por hiperconjugacion del

sustituyente N,N-dietilo en comparacion al sustituyente N,N-dimetilo.
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Figura 3. Valoracion acido-base para el compuesto DEST (1,5 uM en 30 %
MeOH a 25 °C): a) espectros UV-vis a distintos valores de pHs (0,5-3,9) y
b) variaciones de la absorbancia a 490 y 380 nm a distintos valores de pH
en ausencia de macrociclos.
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El estudio cinético para el sustrato DEST, también mostr6 una mejor
correlacion con el modelo de tres protonaciones (pKa: = 2,40, pKaz = 0,32,
pKas = -7,21), donde el pKai1 estimado es consistente con el obtenido por
el método de valoraciones (Figura 4c). Esto sugiere que, al igual que el
DMST, el DEST presenta una triple protonacién a pH muy bajos.

10_3_I'I'I'I'I'I_I'I'I'I'I'I_I'I'I'I'I'I
< 5 754 £ 0.189 pKa, = 2,398 + 0,042
_ pra; = 2, =0, =
pKa1—2-1,5551 1,541 pKa, = -1.352 + 0,746 pizz - (;,zi;i;g,gig
R2 = 0,98324 R? = 0,09450 pKaz =-7,212 0,
R2=0,99944
10+ A - .
< ®
Z Q
a )
o (@]
= 10° . .
106+ . -
a) | b) D)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0O 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
pH

Figura 4. Variacién de la constante de velocidad observada (kobs) en
funcién del pH para el compuesto DEST (1,5 uM en 30 % MeOH a 25 °C).
a) ajuste de modelo cinético para una protonacién, b) ajuste de modelo
cinético para dos protonaciones y c) ajuste de modelo cinético para tres
protonaciones.

En vista de que el primer pKa obtenido esta razonablemente sujeto al grupo
dialquilamino en DMST y DEST, se deduce que el pKazy el pKas para
dichos sustratos estarian relacionados, respectivamente, con la
protonacion del nitrégeno heterociclico (N-heterociclico) y el oxigeno
carbonilico de dichos sustratos. Esta ultima afirmacion, esta soportada por
lo reportado por Fernandez B. et al., donde se atribuye un similar valor de
pKa (en un rango de -0,94 a 0,82) al N-heterociclico en lugar del oxigeno

carbonilico en derivados de pirazinonas.[122]
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3.2.3. Determinacion de los valores de pKas del DMSTOH

Para el caso del sustrato DMSTOH, se puede apreciar que la variacion en
los espectros UV-vis exhibidos en la Figura 5a, presenta una conducta
diferente a la obtenida para los sustratos DMST y DEST (Figura lay 3a).
A pH cercano a 4,0, el espectro del DMSTOH muestra un Amax a 487 nm,
mientras que a pH cercano a 0,7 se presentan dos bandas centradas a 437

nmy a 625 nm.
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Figura 5. Valoracion acido-base para el compuesto DMSTOH (1,5 uM en
30 % MeOH a 25 °C) a distintos valores de pHs (0,7 - 4): a) espectros UV-
vis y b) variaciones de la absorbancia a 487 nm a distintos pH en ausencia
de macrociclos.

Note que la banda a 380 nm observada en los sustratos DMST y DEST
(correspondiente a la protonacion del grupo dialquiloamino) se encuentra
desplazada a 437 nm para el sustrato DMSTOH, por lo que la presencia de
los grupos hidroxilos en el grupo fenilo serian responsables de dicho

corrimiento.

Tal como se muestra en la Figura 5b, el pKa del acido conjugado del
DMSTOH se determiné por el método de valoraciones a 415, 487 y 625 nm,
El pKa determinado a 415 nm fue de 1,75 £+ 0,06 nm, este valor es mayor
(ApKa ~ 0,4) que el obtenido para el DMST. Esto sugiere que los grupos
hidroxilos no solo cambian las propiedades de absorcion del DMSTOH
protonado, sino que también aumentan la basicidad del grupo dimetilamino.

Esto es posible considerando un sistema altamente conjugado. De hecho,
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el sustituyente p-hidroxilo posee una constante de resonancia electrofilica
(R*) de -1,25.[123] Esto significa que la deslocalizacion electrénica por
resonancia a partir del p-hidroxilo en el grupo fenilo tendria lugar;
estabilizando la carga (+) del &cido conjugado del DMSTOH vy, por ende,

aumentando su pKa en relacion al compuesto no sustituido (DMST).

En contraste con los sustratos DMST y DEST, el DMSTOH presenta una
banda a 625 nm asociada a un pKa de 1,67 nm, similar al previamente
descrito. El hecho que a 625 nm y a 415 nm los valores de pKa sean
similares, sin pérdida del punto isobéstico, sugiere la presencia de
protonaciones paralelas; entre el aomo de nitrégeno del grupo
dimetilamino y el N-heterociclico. ElI N-heterociclico en el DMSTOH se
encontraria habilitado para competir en la protonacién con el nitrégeno del
grupo dimetilamino. La habilitacion vendria dada por el aumento del pKa
del N-heterociclico como consecuencia de la deslocalizacion electronica de
los hidroxilos en el grupo fenilo, donde dicho fendmeno ha sido discutido
previamente. En este caso, el N-heterociclico se encuentra en una posicion
mucho mas cerca a los grupos hidroxilos en comparacion al atomo de
nitrogeno del grupo dimetilamino, por lo que efecto del sustituyente -OH
sobre el aumento de la basicidad del N-heterociclico seria mucho mayor.
Por tanto, es razonable deducir que el N-heterociclico aumentaria su pKa
en el DMSTOH a tal punto de competir con el grupo dimetilamino. De esta
manera, el DMSTOH presentaria dos protonaciones no consecutivas y con
similares pKas, una correspondiente a la protonaciéon del grupo
dimetilamino (banda a 437 nm), y otra correspondiente a la protonacién del
N-heterociclico (banda a 625 nm).

La determinacion de los valores de pKa para los sustratos DMST, DEST y
DMSTOH permiten establecer un panorama mas claro a la hora de evaluar
dichos sustratos en presencia de un macrociclo, en especial con CB7, ya

gue éste es bien conocido por ser muy afin a sustratos cationicos.[124]
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3.3.Estudio del comportamiento espectroscopico (UV-vis vy
emision) de las DAAS (Serie 1) en ausencia y presencia de

diferentes macrociclos.

3.3.1. Efecto del cucurbit[7]urilo (CB7)

Para evaluar el efecto del macrociclo CB7 sobre los desplazamientos UV-

vis se comparan los espectros asociados al compuesto DMST, a diferentes
pHs, en ausencia y en presencia de CB7, ver Figura 6a y 6b,
respectivamente. En el grafico de la Figura 6b podemos observar que, en
presencia de CB7, ocurre una disminucion de la absorbancia de la banda a
483 nm con el pH, mientras que, paralelamente, ocurre la aparicion de una
banda a longitudes de ondas mas largas (Amax= 611 nm). Esto es indicativo
de la formacion de un complejo de inclusion. De hecho, el espectro de masa
sugiere la formacién de un complejo de estequiometria 1:1 (Anexo C,
Figura C1). Considerando, ademas, que la intensidad de la banda a 611
nm aumenta conforme el pH disminuye, se infiere que dicho complejo

estaria favorecido por la protonacion del DMST.
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Figura 6. Espectros UV-vis del DMST (1,5 uM en 30 % MeOH a 25 °C) a
distintos pHs. a) En ausencia y b) en presencia de CB7 (1,2 mM). La linea
segmentada en ambas figuras esta fijada a 483 nm.

A pH=0 la especie mono-protonada, segun la ecuacién de Henderson-
Hasselbalch, se encuentra en un 95% y esta representada por el espectro

de color gris en la Figura 6a.
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Las valoraciones con CB7 a pH=0 para el sustrato DMST, se muestra en la
Figura 7a. En tal figura se puede observar la aparicion de una nueva banda
a 611nm, que incrementa a medida que la concentracion de CB7 aumenta.
Tales cambios a 611nm fueron ajustados a un modelo de estequiometria
1:1, obteniéndose una K11 de 951 + 140 M (Figura 7b). El valor de la
constante de asociacion obtenida es mucho mas bajo de lo esperado;
considerando que a pH=0 la especie protonada es la predominante.
Normalmente, se espera que los acidos conjugado de bases dialquilamino-

sustituidas formen complejos de inclusién >104 M1,[124]
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Figura 7. Valoracion con CB7 para el compuesto DMST (1,5 uM en 30 %
MeOH a pH 0 y 25 °C): a) espectros UV-vis y b) variaciones de la
absorbancia a 611 nm a distintas concentraciones de CB7 (0 - 0,92 mM).

Por otro lado, no hemos encontrado en la literatura, efectos batocromicos
cercanos a 9949 cm (380 nm — 611nm, Figura 7a) atribuidas sélo a
fendmenos de inclusién con CB7. Normalmente, los corrimientos hacia el
rojo asociados a interacciones no covalentes entre el CB7 y el cromaéforo,

toman valores de energia en el intervalo de 400 a 2000 cm™.[78,82,125]

Los corrimientos batocromicos de mayor extension (entre 2000-6800 cm™)
estan sujetos a reacciones de transferencia proténica involucradas en la
protonacién del sustrato en cuestion y, en muchos casos, dicha protonacién
estd inducida en presencia CB7.[78,126-128] Por tanto, es razonable
replantearse que dicha banda a 611 nm podria estar asociada con la
protonacion del N-heterociclico del DMST, inducida por CB7, a partir de la
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especie neutra. De este modo, el corrimiento seria de 4447 cm™ (483nm —
611nm), tal como se observa en la Figura 6; siendo éste un corrimiento
mucho mas razonable. De hecho, para el DMSTOH libre, la protonacion
establecida para el N-heterociclico fue discutida en la seccién 3.2.3. y
asignada a la banda a 625 nm (Figura 5), el cual es un Amax muy cercano
al observado (611 nm) para el sustrato DMST en presencia de CB7 (Figura
7a).
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Figura 8. Valoracién con CB7 para el compuesto DMST (1,5 uM en 30 %
MeOH a pH 2,5 y 25 °C): a) espectros UV-vis, b) variaciones de la
absorbancia a 611 nm, c) espectro de emision normalizado (Aexc = 530 nm),
d) variaciones de la intensidad de emision a 601 nm.

A pH=2,5 el DMST (especie neutra) se encuentra en un 94% para un pKa
de 1,30. A este pH se observo un gran cambio a 611 nm en presencia de
1,2 mM de CB7 (Figura 6b). Las valoraciones con CB7 a pH=2,5 se
realizaron tanto por absorbancia como por luminiscencia. Los resultados se
muestran en la Figura 8. La constante de asociacion obtenida para un

modelo de estequiometria 1:1 fue de 3000 M, para ambas metodologias.
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Este valor, aunque es mucho mayor al obtenido a pH=0 (Figura 7b), sigue
siendo un valor inferior a lo esperado (104-108 M1)[124] para un complejo

que aparenta estar favorecido por la protonacion (ver Figura 6).

Esta subestimacidn de la constante de asociacién puede ser debida a la
presencia de otros complejos con propiedades Opticas similares al sustrato
libre, las cuales compiten por la inclusion del sustrato y no son
considerados en un modelo 1:1. De esta manera, y por todo el andlisis que
se ha llevado hasta ahora, se propone el siguiente mecanismo de inclusién
para el DMST y el CB7:

+ \@
N K11 N
\N®H/Q/ A \ — /
+ / o

DMST+H (380 nm)

pKa1 JT H,O*
cﬁ— S

N K1:1
BateateE -y
°© ¢}

DMST
(483 nm)

Complejo A
(380 nm)

CB7 H,0* P pKa(AB)

Complejo B

pKa(CB)

-}

Complejo C
(611 nm)

Esquema X. Representacion del mecanismo propuesto para la formacion
del complejo de inclusion entre la CB7 y el DMST a pH 2,5.

Segun el mecanismo propuesto en el Esquema X, los complejos Ay C
estarian favorecidos ante el complejo B, debido a las interacciones de tipo
ion-dipolo, las cuales suelen ser ~1000 veces mas estables que los
complejos formados por sustratos neutros.[129] El complejo C se estaria
formando debido a la protonacién del N-heterociclico a partir del complejo

B, y seria el responsable de la banda de absorcion observada a 611 nm
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para un efecto batocromico de 4447 cm. Esta protonacion estaria
desfavorecida a pH 5,3 y 10, tal como se mostro en la Figura 6b. Mientras

que el complejo A mantendria las mismas propiedades 6pticas del sustrato

libre.
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Figura 9. Valoracién con CB7 para el compuesto DEST (1,5 uM en 30 %
MeOH a 25 °C): a) espectros UV-vis a pH 2,5. b) variaciones de
absorbancia a 630 nm a distintas concentraciones de CB7 (0 — 1,2 mM, pH
2,5). ¢) espectros UV-vis a pH 0,5. b) variaciones de absorbancia a 630 nm
a distintas concentraciones de CB7 (0 — 0,94 mM, pH 0,5).

Por otra parte, las valoraciones con CB7 a pH=2,5 para el sustrato DEST,
se muestra en la Figura 9a. En tal figura se puede observar la aparicion de
una nueva banda a 630 nm, que incrementa a medida que la concentracion
de CB7 presente aumenta; similar a lo observado para el sustrato DMST.
La constante de asociacion obtenida para un modelo de estequiometria 1:1
fue de 3160 M (Figura 9b), del mismo orden de magnitud que para el
DMST (Figura 8b). Sin embargo, a diferencia del DMST, los espectros UV-

vis del DEST presentaron adicionalmente un corrimiento gradual hacia
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~544 nm a partir de la banda ubicada a 493 nm (correspondiente al sustrato
libre). El espectro de masas para SAC2 en presencia de un exceso de CB7
sugiere solo la formacion de un complejo de estequiometria 1:1 (Figura C2),
por lo que dicho cambio no estad asociado con un segundo complejo de

estequiometria 2:1.

A pH=0,5 el corrimiento hacia 544 nm no fue observado (Figura 9c). De
modo que, el corrimiento evidenciado a pH=2,5 estaria vinculado a la
formacion de un complejo no protonado. De hecho, este corrimiento
corresponde a 1902 cm?, similar al reportado en chalconas dietilamino
sustituidas no protonadas (2235 cm™).[82] Lo anterior sugiere que el efecto
batocromico observado a pH 2,5 estaria asociado a la formacién del
complejo CB7@DEST no protonado; analogo al complejo B propuesto en

el Esquema X.

La explicacion del por qué tal corrimiento s6lo se observa con el sustrato
DEST y no con el DMST, podria estar sujeta a sus valores de pKa entre los
complejos Ay B (pKa(AB), Esquema X). De manera que, para el DMST, el
equilibrio entre el complejo A y el complejo B estaria mayormente mas
desplazado hacia el complejo A que cuando el sustrato es DEST; a tal punto
de no observarse. Esta posible diferencia entre los pKa(AB) puede ser
soportada por lo reportado por Basilio et al., donde el pKa observado para
el complejo formado entre chalconas y CB7 es mucho mayor cuando el
sustituyente presente en el sustrato es dimetilamino (pKa=6,22) a cuando
el sustituyente es dietilamino (pKa=4,71).[82]

La determinacion del pKa(AB) solo es posible si se conoce el pKa(CB), y
viceversa. Esto es debido a que el complejo A y C se estarian formando
simultaneamente a partir del complejo B (ver Esquema X), por tanto, no es
posible estimar individualmente sus valores de pKas sin, al menos, conocer

uno de ellos.

Por otra parte, la disminucion de la constante de asociacion, Ki:1, observada
para el sustrato DMST al bajar de pH 2,5 (K11 = 3043 M) a pH 0 (K11 =
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951 M), puede explicarse por la protonacién del CB7[35] a pH < 2,5 o por
la saturacion de los portales del CB7 por iones hidronios; interfiriendo y
reduciendo la fuerza de interaccibn CB7/sustrato.[130,131] Esta
explicacion aplica también para el DEST donde también se observa una
disminucién del K11 al bajar de pH 2,5 (K11 =3161 M) a pH 0,5 (K1 = 167
M1). En este Ultimo caso la reduccién de la Ki1 fue mayor que la
evidenciada para el DMST. Esto puede deberse a que a pH=0,5 la forma
di-protonada del DEST se encuentra en mayor proporcién (40%) en
comparacion con la forma di-protonada del DMST (15%). En este sentido,
se estaria subestimando en mayor medida la K1.1 para el DEST por la mayor
formacion de complejo adicional, entre el CB7 y su forma di-protonada, a

pH 0,5; el cual no esta considerado en un modelo 1:1.
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Figura 10. Valoracion con CB7 para el compuesto DMSTOH (1,5 uM en 30
% MeOH a pH 2,5 y 25 °C): a) espectros UV-vis, b) variaciéon de la
absorbancia a 636 nm, c) espectro de emisién normalizado (Aexc = 530 nm),
y d) variacién de la emision normalizada a 611 nm, todos a distintas
concentraciones de CB7 (0 — 1,2 mM).
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Finalmente, las valoraciones con CB7 a pH 2,5 para el sustrato DMSTOH,
realizadas tanto por la metodologia de absorbancia como por
luminiscencia, se muestran en la Figura 10. Tales valoraciones se
ajustaron a un modelo de estequiometria 1:1 entregando una constante de
asociaciéon promedio de 300 M; 10 veces menor que la obtenida para el

compuesto DMST.

La disminucién de la constante de asociacién, Ki:1, obtenida para el
DMSTOH, en comparacion a la obtenida para el sustrato DMST, puede ser
debida a la formacion de un complejo adicional al mecanismo planteado
previamente. Este complejo podria estar dado por la formacion de un
complejo de inclusién o exclusion entre el CB7 y el DMSTOH por el lado
del fenilo grupo, formado por enlaces de hidrogenos entre los grupos
hidroxilos del grupo fenilo y los portales del CB7, la cual compite con las
demas vias de asociacion ya mencionadas. De esta manera, y por todo lo
discutido hasta ahora, se propone el siguiente mecanismo de inclusién para
la Serie 1y el CB7:

DMST (R,= CHj, R,= H)
DEST (R,= CH,CHj, R,= H)
DMSTOH (R,= CHj, R,= OH)

4

Complejo C

Complejo D (611 - 636 nm)

Esquema XlI. Representacion del mecanismo propuesto para la formacion
del complejo de inclusiéon entre el CB7 y la Serie 1 a pH 2,5.

Desafortunadamente, el ajuste de los datos obtenidos al mecanismo
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propuesto no es posible realizar sin conocer los valores de pKa
involucrados. Por tanto, la constante de asociacion Ki:1 estimada es solo
una constante aparente ya que el modelo 1:1 no toma en cuenta el
mecanismo completo propuesto. A pesar de eso, las Ki:1 obtenidas por un
modelo 1:1 nos permiten proponer un mecanismo mucho mas complejo
debido a las inconsistencias observadas entre los homélogos de la Serie 1

y lo reportado en la literatura.

Los resultados obtenidos sobre la inclusion de la Serie 1 en CB7 podrian
sugerir una caracteristica potencialmente importante en las aza-cumarinas
desde el punto de vista de la respuesta 6ptica del N-heterociclico cuando
éste en el complejo (complejo B, Esquema Xl) recibe un ion hidronio. Esto
podria extrapolarse para la deteccion de otros iones de naturaleza catidnica

con mayor valor agregado a pH no acido.

3.3.2. Efecto de la B-Ciclodextrina (B-CD)

La presencia de -CD no produjo cambios significativos en el espectro UV-

vis de los sustratos de la Serie 1 (Figura 11).
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Figura 11. Espectros UV-vis (1,5 yM en 30 % MeOHapH 2,5y 25°C)a0
y 1,5 mM de B-CD para: a) DMST, b) DEST y ¢c) DMSTOH.
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Sin embargo, las bandas de emision mostraron notables aumentos en su
intensidad a medida que la concentracion de [(-CD aumentaba,
especialmente en los sustratos DMST y DEST (Figura 12a y 13a). El
sustrato DMSTOH, por su parte, también mostré un aumento en las bandas
de emisién en presencia de B-CD, pero los cambios fueron mucho menores
(Figura 14a).

a) b)
1,04
3 @ 590 nm
g g 1,0{ [ Aiuste (modelo 1:1)
T 0,81 78\ 9
4 ©
S 061 ;a\ § %
k%] / [ N
g [T/ =
w [y \ K,.4= (875,29 + 125,61) Mt
° 0,4 / ,/// \\{ \ g 064 1:1 ( )
oS // A\ o Y
3 ny/ AN z Complejo formado = 56,7%
k=] 0247 NN hed
2 7 N & 041
0,0 T T T T T ) . T T T T T
550 600 650 700 750 800 0 3 6 9 12 15
A/ nm [B-CD]ox 104/ M

Figura 12. Valoracion con B-CD para el compuesto DMST (1,5 uM en 30
% MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emision normalizado (Aexc =
535 nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a 590 nm
a distintas concentraciones de B-CD (0 — 1,5 mM).
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Figura 13. Valoracion con 3-CD para el compuesto DEST (1,5 uM en 30 %
MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emisién normalizado (Aexc = 530
nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a 590 nm a
distintas concentraciones de 3-CD (0 — 1,5 mM).
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Figura 14. Valoracion con B-CD para el compuesto DMSTOH (1,5 uM en
30 % MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emision normalizado (Aexc =
530 nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a 610 nm
a distintas concentraciones de B-CD (0 — 1,5 mM).

Esto puede deberse a la disminucion de las rutas no radiativas, como lo
seria la restriccidon de rotacion inherentes al grupo estirilo de dichos
sustratos en presencia de -CD. La capacidad de la 3-CD en albergar un
grupo estiril ha sido reportado para el estireno y metil-estireno,[132] y su
conformacién de interaccion la hemos adoptado en este trabajo. En este
sentido, el grupo estirilo de la aza-cumarina (Serie 1) se estaria ubicando
dentro de la B-CD tal como se muestra en el Esquema Xll. Note que la 3-
CD estaria albergando uno de los enlaces rotables disminuyendo el grado
de rotacién y, por ende, el aumento observado en la intensidad de

fluorescencia al aumentar la concentracion de B-CD (Figura 12a-13a).

d S’,_ ;, Rz
— R N Kig R N
‘\N N\ R, —— 1
B-CD + ) N\ N
R4 0% Ry o}

DMST (R,= CHa, R,= H)
DEST (R,= CH,CHa, R,= H)
DMSTOH (R,= CHj, R,= OH)

Esquema Xll. Representacion del mecanismo propuesto para la formacion
del complejo de inclusion entre la 3-CD y sustratos de la Serie 1 a pH 2,5.

En las figuras Figura 12b, 13b y 14b se muestra las constantes de
asociacion, Ki:1, respectivas para los tres sustratos, las cuales resultaron
ser similares entre si con un Ki:1 alrededor de 700 M, siendo el DMSTOH

el sustrato que presentd una afinidad algo menor hacia la -CD. Estos
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resultados concuerdan con la literatura para complejos de inclusion de
benceno[133] y fenoles,[134] donde ademas el complejo B-CD/crisina[135]
se desfavorece cuando el grupo fenilo se encuentra sustituido por un grupo
hidroxilo, similar a lo observado en este apartado.

Cabe sefalar que, para la consideracion de un complejo inclusién por el
lado del grupo estirilo, se plantea que tanto la especie neutra como la mono-
protonada presentes a pH 2,5, participan en la inclusion sin distincion
alguna. Por tanto, y en modo de simplificar en el Esquema XlI, se ha solo
considerado la especie neutra para ilustrar el mecanismo de asociacion.
Esto mismo se aplico para los mecanismos ilustrados en los siguientes

apartados (Seccién 3.3.3 y Seccion 3.3.4).

3.3.3. Efecto de la Dimetil-B-ciclodextrina (DM-B-CD):

Tal como se presenta en la Figura 15, la presencia de DM-3-CD, no produjo
cambios significativos en los espectros UV-vis de los respectivos sustratos

estudiados, similar a lo observado con 3-CD (Figura 11).
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Figura 15. Espectros UV-vis (1,5 pM en 30 % MeOH apH 2,5y 25°C)a0
y 3,0 MM de DM-B3-CD para: a) DMST, b) DEST y c) DESTOH.
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Sin embargo, los espectros de emision si fueron afectados notablemente

en presencia de DM-3-CD, resultando en un aumento de las bandas de

emision en cada uno de los sustratos de la Serie 1 (Figuras 16-18).
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Figura 16. Valoracion con DM-B-CD para el compuesto DMST (1,5 uM en
30 % MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emisién normalizado (Aexc =
530 nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a 590 nm
a distintas concentraciones de DM-3-CD (0 — 4,5 mM).
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Figura 17. Valoracién con DM-B-CD para el compuesto DEST (1,5 uM en
30 % MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emision normalizado (Aexc =
530 nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a 575 nm
a distintas concentraciones de DM-3-CD (0 — 4,5 mM).
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Figura 18. Valoracion con DM-B-CD para el compuesto DMSTOH (1,5 uM
en 30 % MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emision normalizado
(Aexc = 530 nm), b) variaciones de la intensidad de emision normalizada a
582 nm a distintas concentraciones de DM-B-CD (0 — 4,5 mM).

La dependencia de la emisién con respecto a la concentracion del DM-@-
CD mostr6 un comportamiento que se ajusta a un modelo de
estequiometria 1:1. Las constantes de asociacion encontradas fueron 8911,
8871 y 20821 M, para los sustratos DMST, DEST y DMSTOH,
respectivamente. Esto sugiere que la DM-B-CD interactia mas
favorablemente con el 2,4-dihidroxifenil en el sustrato DMSTOH que con el
grupo fenilo presente en los sustratos DMST y DEST. El aumento de la
constante de asociacion en presencia de los grupos hidroxilos en
DMSTOH, puede deberse principalmente a la formacion de enlace de
hidrogeno entre el hidroxilo secundario (no metilado) de la DM-B-CD y uno
de los hidroxilos del DMSTOH.

Un primer acercamiento de cual hidroxilo del DMSTOH podria estar
favoreciendo la inclusion, toma como base los trabajos de Jung et
al.,[135,136] quienes reportaron que los grupos hidroxilos en la posicion -
para del anillo fenilo no afectan la constante de asociacion entre los
flavonoides crisina o galangina y la DM-B-CD. Sin embargo, cuando el
sustituyente hidroxilo se encuentra en la posicion -orto de la flavonona, tal
como se mostré en el trabajo de Olea-Azar et al.;[137] la constante de
asociacién se duplica de manera similar al efecto observado en este

apartado. Esto podria indicar que uno de los grupos hidroxilos secundario
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(no metilado) de la DM-B-CD estaria formando enlace de hidrogeno con el
hidroxilo en la posicion -orto del fenilo perteneciente al DMSTOH. Esto nos
permite plantear un modelo de interaccion acorde a los resultados
obtenidos y lo reportado en las literaturas mencionadas[135-137] (ver
Esquema XIlI).

DMST (R,= CHy)
DEST (R,= CH,CH,)

<_> o

N Ky
DM-B-CD + N\ N O ——
/ N\

DMSTOH

Esquema XlIl. Representacion del mecanismo propuesto para la formacion
del complejo de inclusiéon entre la DM-B-CD y la Serie 1 a pH 2,5.

En contraste con la B-CD, la DM-B-CD resulté ser un mejor anfitriébn para
cada uno de los sustratos de la Serie 1. Esto es debido a que la B-CD tiene,
en su mayoria, sus hidroxilos comprometidos formando enlaces de
hidrégeno de manera intramolecular, otorgandole una mayor rigidez y con
una escaza capacidad de formar enlace de hidrogenos
intermoleculares.[138] No obstante, la DM-B-CD no puede formar enlaces
de hidrogenos intramoleculares dada la metilacion, por lo tanto, es mas
flexible. Esta flexibilidad podria otorgarle a la DM-B-CD una mayor
adaptabilidad hacia los sustratos mencionados. Una caracteristica notable
en la DM-B-CD es que, si bien no presenta enlaces de hidrogenos
intramoleculares, sus hidroxilos secundarios pueden formar enlaces de
hidrogenos de manera intermolecular mejorando su afinidad con
huéspedes aceptores de enlace de hidrogenos en contraste con la -
CD.[138] Finalmente, el efecto hidrofobico es una de los fendmenos que
podria también contribuir en la mejora de las caracteristicas del anfitrién
DM-B-CD sobre el B-CD, esto como consecuencia de una mayor
profundidad apolar de la cavidad, concedida por los metilos sustituidos en
la DM-B-CD (ver Tabla 1 en Introduccion).
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3.3.4. Efecto de la y-Ciclodextrina (y-CD):

Tal como se muestra en la Figura 19, la presencia del macrociclo y-CD, al
igual que la B-CD y DM-B-CD, no mostré un efecto significativo sobre las
intensidades de absorcion de los sustratos de la Serie 1. Sin embargo, un
ligero efecto hipsocrémico fue observado. El corrimiento hacia el azul en
los sustratos DMST, DEST, DMSTOH fue de 527, 858 y 343 cm,
respectivamente. Esto podria indicar una posible pérdida en el grado de la

conjugacion-n del sustrato tras la inclusion.
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Figura 19. Espectros UV-vis (1,5 yM en 30 % MeOHapH 2,5y 25°C)a0
y 10 mM de y-CD para: a) DMST, b) DEST y ¢) DESTOH.

Sin embargo, la intensidad de las bandas de emision de los compuestos de
la Serie 1 (Figuras 20a-22a) mostraron una mayor dependencia con la
concentracion de y-CD, con un comportamiento que se ajusta a un modelo

de estequiometria 1:1.
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Figura 20. Valoracién con y-CD para el compuesto DMST (1,5 uM en 30 %
MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emision normalizado (Aexc = 530
nm), b) variacion de la intensidad de emision normalizada a 601 nm a
distintas concentraciones de y-CD (0 — 10 mM).
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Figura 21. Valoracion con y-CD para el compuesto DEST (1,5 uM en 30 %
MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emisién normalizado (Aexc = 530
nm), b) variacion de la intensidad de emision normalizada a 597 nm a
distintas concentraciones de y-CD (0 — 10 mM).
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Figura 22. Valoracién con y-CD para el compuesto DMSTOH (1,5 uM en
30 % MeOH a pH 2,5y 25 °C): a) espectros de emisién normalizado (Aexc =
530 nm), b) variacion de la intensidad de emision normalizada a 609 nm a
distintas concentraciones de y-CD (0 — 4,5 mM).
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Las constantes de asociacion de la Serie 1 con y-CD fueron 335, 230y 142
M-, para el DMST, DEST y DMSTOH, respectivamente. Los valores de Ki:1
determinados fueron alrededor de 1/3 del valor obtenido en presencia de B-
CD. Esta disminucion de la afinidad seria una consecuencia de la perdida
de interacciones favorables cuando las aza-cumarinas mencionadas se
encuentran en una cavidad de mayor volumen. Lo anterior permitiria a
éstas interaccionar con la y-CD por un solo lado de la superficie de la
cavidad (interaccion lateral) o de forma diagonal con el fin de lograr el mayor
namero de interacciones favorables posibles. Mientras que en presencia B-
CD, el grupo estirilo en los sustratos de la Serie 1 se ubicaria

preferentemente en el centro de la cavidad ya que su diametro es menor.

S Rz
[ —N S N .
+ /N rb\\ 1:1

0
DMST (R;= CHj,, R,= H)
DEST (R,= CH,CHg, R,= H)
DMSTOH (R,= CH,, R,= OH)

Esquema XIV. Representacion del mecanismo propuesto para la
formacion del complejo de inclusion entre la y-CD y la Serie 1 a pH 2,5.

Considerando que el aumento de la concentracion de y-CD provoca una
disminucién de la intensidad de emision de los sustratos mencionados
(Figura 20-22), se prevee que éstos, una vez dentro de la y-CD, adquieren
una forma torsionada (no plana). La estabilizacion de un rotamero no plano
carente de propiedades emisivas o radiativas es atribuida a la pérdida de
la conjugacién electrénica D-nm-A de las aza-cumarinas (corrimiento
hipsocromico), como consecuencia de la ausencia de planaridad en su

estructura (ver Esquema XIV).

3.4.Desplazamiento de Stokes (DS) y rendimiento cuantico (®g)
Con el objeto de caracterizar las propiedades espectrales de emision y/o
absorcion de las aza-cumarinas sintetizadas, en ausencia y presencia de
macrociclos se determinaron desplazamientos de Stokes (DS) vy

rendimientos cuanticos de emision (®z). En la Tabla 3 se resumen los
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paradmetros mencionados para los sustratos DMST, DEST y DMSTOH en
ausencia y presencia de los macrociclos CB7, 3-CD, DM-3-CD y y-CD.

Tabla 3. Caracteristicas fotofisicas: sustratos libres y sus complejos.2
)\absH )\abs )\em )\ex DS

Especies (nm) (nm) (nm) (nm) (cm?) Pr
DMSTP - 466 574 - 4035 0,55
DMST 380 483 594 483 3869 0,144 + 0,008
DEST 380 493 595 493 3477 0,112 £+ 0,008

DMSTOH 431 487 621 489 4431 0,054 + 0,002

CB7@DMST® 611 - - - 0
CB7@DEST® 630 - - - 0
CB7@DMSTOH¢S 636 - - - 0
B-CD@DMST 483 585 487 3610 0,249+ 0,016
B-CD@DEST 493 582 493 3102 0,252+ 0,016
B-CD@DMSTOH 487 615 490 4274  0,058%+ 0,002
DM-B-CD@DMST 483 573 487 3252 0,500 + 0,016
DM-B-CD@DEST 493 568 493 2678 0,409 + 0,013
DM-B-CD@DMSTOH 489 576 490 3089 0,332 £+ 0,011
y-CD@DMST 471 ND ND ND ND
y-CD@DEST 473 ND ND ND ND
y-CD@DMSTOH 479 ND ND ND ND

230 % MeOH a pH 2,5y 25 °C. ® Etanol a 25 °C (ref [139]). ¢ Complejo C. NC (No Determinado).

d ¢, corregida excluyendo la contribucion del sustrato libre (Anexo E). Aas™ s la longitud maxima
del sustrato mono-protonado (7-(dialquilaminio)aza-cumarina). Aabs. Aem Y Aex son las longitudes
méaximas de absorbancia, de emisidn y de excitacion, respectivamente.

Tal como se muestra en la Tabla 3, los sustratos y sus complejos mostraron
un maximo de absorcién cercano a los 500 nm y un maximo de emision
alrededor de 600 nm en 30 % de MeOH a pH 2,5. Esta emision a longitudes
de ondas mas largas corresponde a desplazamientos de Stokes que van
desde 2678 a 4431 cm™. Similares desplazamientos de Stokes han sido
reportados y atribuidos al incremento en el momento dipolar del estado
excitado tras la formacion de un estado de transferencia de carga
(ICT).[139]

Cabe mencionar que la discriminacion entre el predominio de un estado de
transferencia de carga intramolecular plano o por torsion (PITC o TICT,
respectivamente) no siempre es clara, en especial cuando se observa una
sola banda de emision, ya que ambos estados son sensibles a la polaridad

del disolvente y ambos pueden ser fluorescentes o no. De hecho, Valeur et
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al.,[139] estudiaron las propiedades fotofisicas del DMST en gran detalle,
sin embargo la distincién entre ambos estados no pudo ser llevada a cabo

con buen rigor.

Por otro lado, el rendimiento cuantico, @, obtenido para el sustrato DMST
para una solucion metandlica al 30 % (v/v) y pH 2,5 fue de 0,14. Este valor
es tres veces mas bajo en comparacion a lo reportado en etanol (@5 =
0,55),[139] a pesar de que en ambos disolventes los desplazamientos de
Stokes obtenidos son similares (ver Tabla 3). Este hecho podria indicar que
el estado excitado, ICT, del DMST se encuentra en su maximo momento
dipolar en ambos medios, por lo que un mayor efecto de solvatacién por el
disolvente de mayor polaridad no es requerido. Es importante mencionar
que la disminucion del rendimiento cuéntico no se debe a la influencia del
DMST protonado, ya que a pH 2,5 se encuentra en un 7 %. En este sentido
seria apropiado realizar un estudio a diferentes concentraciones de iones
cloruros para evaluar si dichos iones presentes en una solucion metandlica
a pH 2,5 son los causantes de la desactivacion de la emisién o evaluar la
influencia del agua midiendo la intensidad de emision a diferentes

concentraciones de MeOH.

Existen varios mecanismos que pueden explicar la desactivacion de la
emision por el agua.[140] En nuestro caso, el efecto del agua podria estar
sujeto a la formacion de enlace de hidrogeno con el N-heterociclico, esta
interaccion podria no estar ocurriendo cuando el disolvente es etanol, o por
lo menos no fuertemente. Esta desactivacién por formacién de enlace de
hidrogeno podria también explicar el bajo rendimiento cuantico observado
para el DMSTOH (&, = 0,054), donde el agua ademas formaria enlaces de

hidrogenos con los grupos hidroxilos en el segmento estirilo.

Por otro lado, el DEST presentd un desplazamiento de Stokes 392 cm
menor que el DMST, esto es debido a que el DEST exhibe un maximo de
absorcion de menor energia (AAmax = 10 nm). Por tanto, el DEST deberia

exhibir un estado excitado ICT con menor momento dipolar. En este
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sentido, el DEST deberia mostrar rendimiento cuantico algo mayor al
DMST, sin embargo, los valores obtenidos para el @ son similares para

ambos sustratos.

La Tabla 4 resume los valores obtenidos previamente para las constantes
de asociacion y tipo de estequiometria de los complejos formados entre los
sustratos DMST, DEST y DMSTOH vy los macrociclos CB7, 3-CD, DM-B-
CD y y-CD. Ademas, la Tabla 4 presenta los corrimientos de banda
absorcion obtenidos para los diferentes complejos respecto a los sustratos
libre, las variaciones en los desplazamientos de Stokes correspondiente y
los cocientes entre los rendimientos cuanticos de los complejos y del

sustrato libre.

Tabla 4. Constantes de asociacion, estequiometria y efecto del macrociclo
sobre las propiedades fotofisicas.

4 _ ESabs ADS MS , .S
M S K (M?) M:S em?)  (cmY) i Yl
DMST (3043 + 149)° - 4337 - 0
CB7 DEST (3161 + 290)" - 4411 - 0
DMSTOH (298 + 44)" - 4811 - 0
DMST 875 + 126 1:1 0 -259 1,43
B-CD DEST 663 + 70 1:1 0 -375 1,61
DMSTOH 537 + 32 1:1 0 -157 1,04
DMST 8911 + 230 1:1 0 -617 3,41
DM-B-CD DEST 8872 + 368 1:1 0 -799 3,56
DMSTOH 20921 + 907 1:1 0 -1342 5,51
DMST 335+8 1:1 -527 - -
y-CD DEST 230 +13 1:1 -858 - -
DMSTOH 142+7 1:1 -343 - -

* . .z H
Constante de asociacion aparente, estimada basado en un modelo 1:1.

La excitacion a 611, 630 y 636 nm, correspondiente a la longitud maxima
de absorciéon de los complejos formados entre CB7 y los sustratos DMST,
DEST y DMSTOH (complejo C, Esquema Xl), no generé sefial en el
espectro de emision. Por tanto, el CB7 no sélo induciria la protonacion del
N-heterociclico a pH 2,5, sino que también produce una desactivacion total

de la emision como resultado de dicha protonacion.

En vista que la protonacion del N-heterociclico (inducida por CB7) estaria

produciendo una desactivacion total de la emision y un gran efecto
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batocrémico (=4500 cm™) en los sustratos de la Serie 1, las aza-cumarinas
en general, pudiesen mostrarse como superiores en comparacion con su
analogo cumarina desde el punto de vista de la respuesta 6ptica del N-
heterociclico. En este sentido, se requiere una mayor atencion hacia este
punto, especialmente en el disefio de nuevos sistemas que promuevan la
participacion de dicho atomo de nitrégeno, dirigido hacia la deteccion de

analitos de alto valor agregado.

Por otro lado, la obtencion de una constante de asociacion similar para los
complejos DM-B-CD@DMST y DM-B-CD@DEST, y diferente para el
complejo DM-B-CD@DMSTOH, sugiere que el DM-B3-CD en el complejo 1:1
se encuentra ubicado en el segmento estirilo. La no observacion de
cambios significativos en las propiedades de absorcion tras la formaciéon de
dichos complejos, indica que el cromoforo para la Serie 1 se encuentra en
el segmento 7-(dialquilamino)aza-cumarina, y el segmento estirilo seria un
sustituyente mas. A esta deduccion llegaron también Valeur et al.,[139] en
su estudio sobre las propiedades fotofisicas de una serie de aza-cumarinas

en diferentes disolventes organicos.

En vista que, la B-CD y la DM-B-CD no produjeron cambios en las
longitudes maxima de absorcidn de dichos sustratos (Tabla 3), los efectos
sobre los desplazamientos de Stokes observados tras la inclusion
dependen Unicamente de los corrimientos de los maximos de emision.
Segun la Figura 23a, tales ciclodextrinas parecen tener un efecto lineal
(R?=0,9708) sobre los desplazamientos de Stokes (ADS) y el rendimiento
cuantico de emision. Esto puede deberse a la reubicacion del fluoréforo en
un ambiente mas hidrofébico proporcionado por la cavidad de las
ciclodextrinas. De manera que, la formacion del complejo estaria
reduciendo proporcionalmente los efectos del solvente, asociados a la

estabilizacion y desactivacion del estado excitado (ICT).
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Figura 23. Relacion ®@M°/@®Z en funcién del cambio en el desplazamiento
de Stokes (ADS) (a) y en funcion de las constantes de asociaciéon K11 (b)
para los complejos: 1(B-CD@DMSTOH), 2(B-CD@DMST), 3(B-
CD@DEST), 4(DM-B-CD@DMST), 5(DM-B-CD@DEST), 6(DM-B-
CD@DMSTOH).

Debido a que los movimientos rotacionales y vibracionales del sustrato
debiesen ser mayormente restringidos cuanto mayor es la fuerza de
interaccidn macrociclo/sustrato, se puede observar en la Figura 23b una
relacion regularmente lineal entre las constantes de asociacion y los
cambios en los rendimientos cuanticos tras la formacion del complejo. Es
decir, a mayor constante de asociacion, los procesos no radiativos
vinculados con los movimientos intramoleculares del sustrato se reduceny,
en consecuencia, un aumento en el rendimiento cuantico del sustrato

incluido es observado.

3.5.Estudio cinético sobre las reacciones de hidroélisis de aza-

cumarinas y cumarinas (base de Schiff). Efecto del macrociclo.

Con el fin de evaluar cinéticamente la reaccion de hidrdlisis para algunos
de los homélogos de la Serie 2 y 3, en ausencia y presencia de los
macrociclos propuestos se midieron las constantes de velocidad de pseudo

primer orden (Kobs) €n medio &cido.
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3.5.1. Estudio cinético de la reaccion de hidrélisis de aza-cumarinas

(Serie 2) en ausencia y presencia de y-CD, B-CD, DM-B-CD vy
CB7.

El comportamiento de los valores de kobs para la reaccion de hidrolisis de la
base de Schiff DMSB, en funcion de la concentracion de los diferentes

macrociclos, se muestra en la Figura 24.

0,12+

0,10+

0,00+ . . . . . .
0 1 2 3

[Macrociclo] x103/ M

Figura 24. Influencia de la concentracion de 3-CD, DM-3-CD, y-CD y CB7
sobre las constantes de pseudo primer orden (kobs) para la reaccion de
hidrolisis de DMSB en 0,4% DMSO (v/v) a pH=5,3 y T=25 °C. Los puntos
representan valores experimentales y las curvas fueron trazadas por ajuste
con la Ecuacion 21.

Tal como se observa en la Figura 24, la presencia de B-CD y y-CD, no
afecta significativamente la reactividad del sustrato. Si consideramos la
formacion de un complejo de inclusion, los complejos DMSB@(-CD vy
DMSB@y-CD presentan comportamientos cinéticos similares al sustrato
libre (kobs ~ 0,1 s1). En este sentido, y tomando en cuenta el complejo de
inclusion sugerido para el DMST en la seccion 3.3.2 y 3.3.4, se propone el
siguiente mecanismo de hidrolisis para el DMSB en presencia de 3-CD o y-
CD.
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Aldehido + Amina

Esquema XV. Mecanismo propuesto para la reaccion de hidrolisis de
DMSB en presencia de 3-CD o y-CD a pH 5,3.

Para el mecanismo propuesto en el Esquema XV, se debe considerar que
los portales de las 3-CD y y-CD no afectan el centro reactivo imino en el
complejo. Esto es posible debido a la baja capacidad de estas
ciclodextrinas en formar enlaces de hidrogenos intermoleculares, ya que
sus hidroxilos se encuentran preferentemente formando enlaces de

hidrégenos entre si.[138]

Sin embargo, a diferencia de la B-CD y y-CD, la DM-B-CD present6 un
efecto inhibitorio frente a la reaccion de hidrolisis para el DMSB (ver Figura
24). El ajuste de los valores de kobs en funcion de la concentracion del DM-
B-CD a un modelo cinético de estequiometria 1:1 (Ec. 21), presenté una
constante de asociacion de 3961 M1, y una constante de hidrélisis para el
complejo (kms) < 1x10° s, al menos 4 érdenes de magnitud menor que la

constante de hidrélisis del sustrato libre (ko = 0,1 s1), ver Tabla 5.

Tabla 5. Constantes de asociacion de los complejos formados y de
velocidad para la reaccion de hidrélisis de DMSB@ en la presencia de DM-
B-CDy CB7 a 25 °C.

Macrociclos K11 x103 (M) ko (s1) kms x103 (s1)
DM-B-CD 3,961 £ 0,167 0,100 = 0,002 <1x10%?
CcB7 208,605 = 19,683 0,102 + 0,002 4,150 £ 0,546

a) calculado de acuerdo al ajuste con la Ecuacién 21.

Esta inhibicion tras la inclusién del DMSB en DM-B-CD podria atribuirse a

la estabilizacion del atomo de nitrogeno imino por enlaces de hidrogeno por
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parte de uno de los hidroxilos secundario no metilados presente en la DM-
B-CD. Lo anterior impediria que se lleve a cabo el primer paso del proceso
de hidrdlisis &cida de la base de Schiff, como lo es la protonacion del
nitrégeno imino.[105] Adicionalmente, no se descarta la posibilidad de que
los hidroxilos secundarios metilados, adyacentes a los grupos hidroxilos no
metilados, generen un impedimento estérico frente al ataque del agua al

carbono iminico, tal como se muestra en el siguiente esquema:

Aldehido + Amina

Esquema XVI. Mecanismo propuesto para la reaccion de hidrélisis de
DMSB en presencia de DM-B-CD a pH 5,3.

Por otro lado, en presencia de CB7, la reaccién de hidrdlisis del DMSB
mostro un fuerte efecto inhibitorio a bajas concentraciones en comparacion
con el macrociclo DM-B-CD (ver Figura 24). Esto es debido a que el CB7
presenta una mayor constante de asociacion (K1 = 2,09x10° M1) que el
macrociclo DM-B-CD, (K1 = 3,96 M1x10® M1). Sin embargo, a diferencia
del complejo DM-B-CD@DMSB, el complejo CB7@DMSB no presenta una
inhibicion total de la reaccion de hidrdlisis. De hecho, su constante de
velocidad (kws) fue de 4,15x1072 s'1; 25 veces menor que la del sustrato libre
(Tabla 5). Por tanto, la inhibicién del CB7 podria estar sujeta a la inclusion

parcial del centro reactivo en la cavidad de éste.

Para entender lo anteriormente dicho, se debe tomar en cuenta el
mecanismo de hidrdlisis acida de las iminas via la formacion del ion
iminio.[105] El ion iminio suele poseer un pKa en el intervalo de 4 - 7.[104—
106,141] De modo que, a pH < 5,5 la formacion del ion iminio tendria lugar,

seguido de un rapido ataque del agua (etapa rapida).[105] Por tanto,
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inicialmente, se espera una inclusion del carbono iminico del sustrato dada
la interaccion del ion iminio con los portales del CB7. De tal forma que, la
descomposicion  del intermediario hemiaminal formado (paso
determinante)[105] seria el paso desfavorecido tras la inclusion; impidiendo
la accion del agua del medio en la abstraccion del atomo de hidrégeno del
grupo -OH dentro de la cavidad, tal como se muestra en el siguiente

esquema:

:0-H
i

OH

N N\ K11 r\\
cB7 + ) /2/\1/@ — i’
o) ') / (o) (@]

Q DMSB v
H,0 H,O
Ko ks = Ko
25

Aldehido + Amina

Esquema XVII. Mecanismo propuesto para la reaccion de hidrdlisis de
DMSB en presencia de CB7 a pH 5,3.

3.5.2. Estudio cinético de la reaccién de hidrélisis de cumarinas

(Serie 3) en ausencia y presencia de CB7

Con el objeto de profundizar el estudio cinético de los derivados de aza-
cumarinas (Serie 2) en presencia de CB[7], macrociclo que mostré un
efecto inhibitorio frente a la reaccion de hidrélisis (Figura 24), se evaluo la
influencia de éste sobre la reactividad de dos derivados de 7-
(dietilamino)cumarinas (ICDA e ICDOH) que contienen una base de Schiff
(Serie 3).

Tal como se muestra en la Figura 25, los valores de kobs 0btenidos para la
reaccion de hidrolisis de la ICDA, al igual que la reaccion de hidrdlisis de
DMSB, disminuyen con el incremento de la concentracién de CB7. Tal
comportamiento se ajustd a un modelo cinético de estequiometria 2:1, tanto

a pH=2,5 como a pH=3,5 (Figura 25).
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Figura 25. Influencia de la concentracion de CB7 sobre las constantes de
pseudo primer orden (kobs) para la reaccion de hidrolisis de ICDA a pH 2,5
(@) y pH 3,5 (b). Condiciones experimentales: [tampodn] = 0,05 M, Britton-
Robinson; T = 25 °C. Los puntos representan valores experimentales y las
curvas fueron trazadas por ajuste con las ecuaciones 23 y 24.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de dichos ajustes. En
ésta se puede observar que, a pH 2,5, el ICDA presenta altas constantes
de asociacién para el primer y segundo complejo formado (Ki:1 = 1,6x108
M1, K2:1 = 2,6x10° M1). Considerando el pKa obtenido para el dimetilaminio
del DEST (pKa = 2,35; Figura 3), se puede deducir que los grupos
dietilaminos, presentes en ambos extremos del sustrato ICDA, se
encuentran protonados, siendo los responsables de las altas constantes de
asociacion observadas a pH 2,5. Ademas, se puede observar que en el
primer complejo (CB7@ICDA) se produce una reduccion significativa de la
constante de velocidad con respecto a la del sustrato libre (Tabla 6).

Tabla 6. Constantes de asociacion de los complejos formados y de
velocidad para la reaccion de hidrélisis de ICDA®, e ICDOHP en la
presencia de CB7 a 25 °C.

Sustrato  pH K11x10®° Kz21x103 kox103 kms x10%
(M) (M) (s (s
ICDA 25 16050 20+ 14 22 +0,2 8+2
ICDA 35 3504 2,8+0,5 1,0+0,01 44+0,1
ICDOH 40 11,0+£1,0 - 0,021 +£0,001 0,81 +0,001

3) calculado de acuerdo al ajuste con la Ecuacién 23. Debe notarse que la constante de
velocidad de hidroélisis del complejo 2:1 es muy pequefia y el ajuste no muestra diferencias
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considerandolo kmzs =0.
b) calculado de acuerdo al ajuste con la Ecuacion 21.

Esto nos permite deducir que el primer complejo (constituido por una unidad
de CB7 y una unidad de ICDA) estaria incluyéndose por el grupo p-
dietilaminofenol protonado; inhibiendo la reaccion frente a la hidrolisis &cida
unas 27 veces a pH 2,5. Interesantemente, este resultado concuerda con
lo observado en la seccion 3.5.1 para el complejo CB7@DMSB, donde se
observo una inhibicion de 25 veces relativo al sustrato libre. De hecho, tanto
el complejo CB7@DMSB como el complejo CB7@ICDA podrian presentar
una similar proteccién del grupo imino, tal como se muestra en la Figura
26a.

CB7@DMSB CB7@ICDOH

Figura 26. a) Comparacion de los complejos propuestos CB7@DMSB y
CB7@ICDA+ (ICDA di-protonado), b) complejo CB7@ICDA y c) complejo
CB7@ICDOH.

A pH 3,5 las constantes de asociacion (K11 y K2:1) fueron mucho menores
que las observadas a pH 2,5 (Tabla 5). Esto pudiera sugerir que los grupos
dietilaminos pudiesen no estar protronados a pH 3,5. De hecho, la
constante de velocidad del primer complejo (kws) a pH 3,5 es solo 2 veces
menor que la del sustrato libre, por tanto, el grupo imino se encontraria
menos protegido por la cavidad del CB7. Esto es debido a que el grupo
dietilamino (no protonado) prefiere estar dentro de la cavidad en lugar de

los portales (ver Figura 26b).[82]
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Finalmente, en presencia de un exceso de CB7 se impediria estéricamente
el ataque del agua al grupo imino del ICDA, tanto a pH 3,5 como a pH 2,5,
debido a su encapsulacion y la formacién de un complejo de estequiometria
2:1. De esta manera, y considerando todo lo analizado hasta ahora, se
propone el siguiente mecanismo para la reaccion de hidrolisis de ICDA en
presencia de CB7 a pH 2,5.

Aldehido + Amina

Esquema XVIII. Mecanismo propuesto para la reaccion de hidrolisis de
ICDA en presencia de CB7 a pH 2,5.

@ cCB7
— Ajuste
8 - (Modelo 1:1)

Kops X10% / 571

2 T T T

0 4 8 12 16
[CB7], x106 / M

Figura 26. Influencia de la concentracion de CB7 sobre las constantes de
pseudo primer orden para la reaccion de hidrolisis de ICDOH a pH 4.0.
Condiciones experimentales: [tampén] = 0,05 M, Britton-Robinson; T = 25
°C.
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Por otra parte, en el estudio de la reaccion de hidrolisis del sustrato ICDOH
se observo un leve incremento en los valores de las constantes observadas

Kobs €n funcion de la concentracion de CB7 (Figura 26).

Los resultados cinéticos son consistentes con un mecanismo que considera
la formacion de un complejo 1:1, dado el ajuste de las curvas de la Figura
26 y la ecuacion 21. En la Tabla 6 también se muestran los resultados
obtenidos a partir de dicho ajuste para la reaccion de hidrélisis de ICDOH
en la presencia de CB7. La constante de asociacion estimada para el
complejo CB7@ICDOH fue de 1,1x108y la constante de hidrélisis de dicho
complejo fue 4 veces mayor que la constante de velocidad obtenida para el
sustrato libre. Este efecto catalitico observado, si bien es pequefio, es
interesante, ya que hasta ahora solo se habia encontrado que el CB7
tendria un efecto inhibitorio frente a la reaccion de hidrolisis acida en las
iminas (Figura 24 y 25). Una explicacion a esta discrepancia podria estar
asociada con la posicion del CB7 frente al grupo imino en el ICDOH, tal
como se muestra en la Figura 26c. De esta manera, la descomposicion del
intermediario hemiaminal formado en ICDOH (paso determinante) estaria
favorecido por los portales del CB7. Por tanto, se propone el siguiente
mecanismo (Esquema XIX) para la reaccion de hidrdlisis del ICDOH en

presencia de CB7.

_
| CB7 + /\N/Q/j/
J

) —

Aldehido + Amina

Esquema XIX. Mecanismo propuesto para la reaccion de hidrdlisis de
ICDOH en presencia de CB7 a pH 4,0.
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Es importante mencionar que la ubicacion del CB7 con respecto al grupo
imino en el complejo 1:1, parece tener una relacion directa con el efecto
catalitico observado. En este sentido, las bases de Schiff estudiadas
presentaron un comportamiento cinético frente al CB7 que puede

predecirse mediante el Esquema XX.

Catalisis
Segmentos: Macrociclo: QC\*NO

Inhibicion parcial
"

Inhibicién total
N

Esquema XX. Efecto catalitico generalizado para la hidrdlisis acida de
bases de Schiff segun la afinidad (frente al CB7) de los segmentos
vinculados al centro imino.

De este modo, si la base de Schiff posee solo un segmento afin al CB7 y
este se encuentra unido al nitrégeno del grupo imino, el efecto esperado es
una catalisis, tal como se observé para el sustrato ICDOH (Tabla 5). Si el
segmento afin al CB7, en lugar de estar unido al nitrégeno de imina, esta
unido al carbono del mismo grupo imino el efecto esperado es una
inhibicion parcial, tal como se observé para el sustrato DMSB y para el
primer complejo del sustrato ICDA (Tablas 5 y 6, respectivamente). No
obstante, cuando la base de Schiff estd constituida por dos segmentos
afines al CB7, a cada lado del grupo imino, el efecto esperado es una
inhibicion total a altas concentraciones de CB7; tal como se observo para
el ICDA (Tabla 5). Cabe destacar, que esta deduccién es solo una

aproximacion limitada a las bases de Schiff estudiadas.

76



4. Capitulo IV. Conclusiones

La sintesis y caracterizacion de los homodlogos de aza-cumarinas
propuestos pudieron ser llevadas a cabalidad. Sus comportamientos
espectrales y cinéticos, en sistemas confinados basados en ciclodextrinas

y cucurbiturilos, fueron evaluados satisfactoriamente.

Las propiedades espectroscopicas de los homdlogos de aza-cumarinas
(Serie 1) fueron afectadas por la naturaleza de los macrociclos empleados.
Especificamente en presencia de CB7, a pH 2,5, el efecto sobre tales
propiedades fue significativo. Mientras que en presencia de otros
macrociclos (3-CD y DM-B-CD) las propiedades de absorcién no se vieron
significativamente afectadas; exceptuando el caso de la y-CD, donde un

ligero efecto hipsocrémico fue observado.

Los mecanismos de asociacion vinculados a los cambios espectrales
observados fueron, en su mayoria, acorde con un modelo de
estequiometria de 1:1. En presencia de CB7, se estima un mecanismo
constituido por un ciclo termodinamico con el sustrato neutro, protonado
(ion dialquilaminio) y sus complejos de inclusién, mas una protonacion del
N-heterociclico del sustrato. La protonacion del N-heterociclico, inducida
por CB7, seria la responsable de la desactivacion total de la emision, asi
como también del gran efecto batocromico observado en los espectros UV-
vis de los sustratos de la Serie 1. Desde el punto de vista de la respuesta
Optica del N-heterociclico, las aza-cumarinas en general, pudiesen

considerarse como superiores en comparacion a su analogo cumarina.

En cuanto a la afinidad de las ciclodextrinas sobre la Serie 1y su influencia
sobre la reactividad de DMSB (Serie 2), la DM-B-CD mostré ser superior a
la B-y y-CD.

El efecto de las ciclodextrinas sobre los rendimientos cuanticos de emision
en derivados de 7-dialquilamino-3-estiril-azacumarinas (similares a la Serie

1) podria estimarse, bajo las mismas condiciones experimentales, a partir
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de su efecto en el desplazamiento de Stokes, dada la ecuacion 26.

Por otro lado, los efectos del CB7 sobre la reactividad de la aza-cumarina
DMBS (Serie 2) y las cumarinas pertenecientes a la Serie 3 parecen tener
una relacion directa con la afinidad de los segmentos ligados al grupo imino.
De manera que, si el segmento afin al CB7 esta unido al nitrégeno iminico,
el efecto es un aumento en las constantes de velocidad del sustrato
incluido, mientras que si el segmento se encuentra unido al carbono iminico
el efecto es opuesto. Si en lugar de un solo segmento afin se hallaran dos
(uno a cada lado del grupo imino), el efecto seria una inhibicion total como

consecuencia de la encapsulacion del centro reactivo.

En vista de todo lo anterior, se requiere una mayor atencién hacia las aza-
cumarinas. Especialmente, en el disefio de nuevos sistemas que
promuevan la participacion del nitrégeno-heterociclico como receptor de
analitos. Por otro lado, para generalizar las interesantes tendencias
observadas para la hidrolisis de las bases de Schiff en presencia de CB7,

es necesario un estudio que abarque un mayor niumero de bases.
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6. Anexos

6.1.

Anexo A (Grado de hidratacion de las ciclodextrinas)

C4,H50035 . nH,0
HOD _ integral (HOD) — 21
integral (H1)
n~p/2~3
masa de H,0 = 5%
H1
P
70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18 14 10
8 (ppm)
Figura Al. Espectro de 'H-RMN de la B-CD en D20 a 400MHz.
CagHgoO4g - NH,0
HOD _integral (HOD) - 24
integral (H1)
n~p/2~2
masa de H,0 ~ 3%
H1
e |
EAR
70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18 14 1.0

8 (ppm)

Figura A2. Espectro de *H-RMN de la y-CD en D20 a 400MHz.
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r 3000

r 2500
masa de H,0 = 3%
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8 (ppm)

Figura A2. Espectro de 'H-RMN de la DM-B-CD en D20 a 400MHz.

Cabe mencionar que el porcentaje de masa estimado por RMN esta en
concordancia con el porcentaje de masa perdida por secado (< 5%), tal

como se describe en las especificaciones del producto.
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6.2. Anexo B (Determinacion de pKa)

6.2.1.

Método de valoraciones

Tabla B1. Datos iniciales usados para determinar el pKa por el método de
valoraciones.

pH
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
1,2
1,3
1,4
1,5
1,6
1,7
1,8
1,9
2,0
2,1
2,2
2,3
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
2,9
3,0
3,1
3,2
3,3
3,4
3,5
3,6

A patrtir del Esquema lll, se deduce:

DMST

AbSBSO nm
0,0365
0,0347
0,0332
0,0315
0,0306
0,0291
0,0261
0,0249
0,0225
0,0208
0,0185
0,0170
0,0151
0,0134
0,0118
0,0103
0,0099
0,0091
0,0090
0,0083
0,0072
0,0069
0,0064
0,0060
0,0062
0,0055
0,0061
0,0064
0,0053
0,0057
0,0054
0,0054

Abs483nm
0,0033
0,0053
0,0071
0,0090
0,0113
0,0141
0,0167
0,0193
0,0229
0,0256
0,0290
0,0314
0,0346
0,0394
0,0378
0,0434
0,0429
0,0442
0,0462
0,0467
0,0466
0,0468
0,0477
0,0497
0,0502
0,0497
0,0500
0,0491
0,0494
0,0518
0,0504

pH
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
11
1,3
1,4
15
1,6
1,7
1,8
1,9
2,0
2,1
2,2
2,3
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
2,9
3,0
31
3,2
3,3
3,5
3,6
3,7
3,8
3,9

DEST

Ab8380 nm
0,0520
0,0487
0,0497
0,0499
0,0490
0,0484
0,0498
0,0476
0,0462
0,0456
0,0425
0,0427
0,0394
0,0393
0,0361
0,0346
0,0325
0,0288
0,0267
0,0240
0,0214
0,0194
0,0173
0,0151
0,0130
0,0114
0,0107
0,0094
0,0079
0,0073
0,0073
0,0060
0,0520

Abs490 nm
0,0017
0,0023
0,0024
0,0027
0,0031
0,0039
0,0040
0,0056
0,0061
0,0073
0,0092
0,0108
0,0121
0,0148
0,0169
0,0202
0,0229
0,0256
0,0298
0,0326
0,0347
0,0388
0,0426
0,0439
0,0462
0,0468
0,0475
0,0476
0,0512
0,0524
0,0511
0,0518
0,0017

pH
0,7
0,9
1,0
1,1
1,2
1,3
14
15
1,6
1,7
18
1.9
2,0
2,1
2,2
2,3
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
2,9
3,0
3,2
3,4
3,6
3,8
4,0

DMSTOH
Abs415nm AbS487nm
0,0248 0,0136
0,0251 0,0163
0,0262 0,0187
0,0258 0,0205
0,0243 0,0218
0,0231 0,0233
0,0240 0,0270
0,0229 0,0286
0,0214 0,0306
0,0204 0,0324
0,0198 0,0348
0,0197 0,0382
0,0191 0,0404
0,0175 0,0405
0,0172 0,0425
0,0163 0,0427
0,0161 0,0454
0,0159 0,0459
0,0153 0,0458

0,0143 --

0,0140 0,0494
0,0137 0,0486
0,0145 --

0,0138 0,0487
0,0147 0,0509
0,0144 0,0507
0,0144 0,0508
0,0141 0,0499

Ky, =[ S+H']/[S][H;0°] = 107
[H;07], = [Hs0"] + [8+H"] = 10"

[S]p = [S] + [S+H]

Ab5625nm
0,00857
0,00855
0,00877
0,00849
0,00778
0,00713
0,00710
0,00646
0,00540
0,00477
0,00432
0,00389
0,00324
0,00267
0,00229
0,00190
0,00149
0,00127
0,00108
0,00080
0,00015
0,00018
0,00000
0,00013
0,00027
0,00018
0,00006
0,00013

Ec. B1
Ec. B2

Ec. B3

donde [H30O*]o, [H3O*], [S]lo Yy [S], son las concentraciones iniciales y en

equilibrio de H;0" y S, respectivamente.
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Combinando las ecuaciones Ec C1-C3, se tiene:

[S+H] - (IS]y*+ 107"+ 107®)[s+H"] + [S]p10™ =0 Ec. B4

[S+H']*- b[S+H"] +¢ =0 Ec. B5
con
b =— ([S], + 10"+ 107P");
c=[S],10™"",

La Ec. C5 tiene como solucion:
[s+H"]=(-b-Vb*-4c )/2 Ec. B6

Considerando a priori que la absorbancia a una determinada longitud de
onda es directamente proporcional tanto de la concentracion del sustrato

libre [S] como del sustrato protonado [S+H"], entonces:

Abs = €g[S] + €g,,,+[S+H"] Ec. B7
donde €g y €g,,+ SON las absortividades molares a dicha longitud de onda.
Haciendo uso de la Ec. C3 en la Ec. C7:

Abs = (eg,+ — €s) [S+H]+ €s[Slo Ec. B8

Finalmente, sustituyendo Ec. C6 en Ec. C8, se tiene:

Abs = (€S+H; - ES) {-b -vVb3%-4c } + €5[S]o Ec. 2
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6.2.2. Método por ajuste cinético

Tabla B2. Datos iniciales usados para determinar los pKas del DMST vy del
DEST por el método cinético.

DMST DEST
pH Kobs X103 (S'l) pH Kobs X103 (S'l)
-0,2 1,2600 0,0 0,9050
0,0 0,7675 0,3 0,4500
0,1 0,5918 0,5 0,3167
0,2 0,4725 0,6 0,2717
0,3 0,3857 0,7 0,2233
0,4 0,3217 0,8 0,1867
0,6 0,2143 1,0 0,1633
0,8 0,1540 1,2 0,1433
1,0 0,1127 1,4 0,1183
1,2 0,0837 1,6 0,1067
1,4 0,0607 1,8 0,0950
1,6 0,0500 2,0 0,0883
1,8 0,0342 2,2 0,0733
2,0 0,0245 2,4 0,0600
2,2 0,0167 2,5 0,0567
2,5 0,0106 2,6 0,0450
3,0 0,0057 2,7 0,0417
2,8 0,0317
2,9 0,0267
3,0 0,0217
3,1 0,0183
3,2 0,0150
4,9 0,0005

A partir del Esquema IV, se tiene las siguientes deducciones segun el

modelo de protonacién considerado:

e Para una protonacion:

Para este modelo, el kobs estd dado por la suma de las constantes de
velocidad de hidrdlisis del sustrato (S) libre y en su primera forma

protonada; cada una ponderada por su fraccion molar:

Kops= koXg+ ki X Ec. B9

S+H"

donde, Xs, Xg,,4+ Son las fracciones molares de S y S+H*, respectivamente.

Esto es,
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kops= {ko[S] + k¢[S+H']}/[S]o Ec. B10

La concentracion del sustrato libre, [S], y protonado, [S+H+], esta

determinada por la Ec. C3, y la Ec. C6, respectivamente. Por lo tanto:
Sustituyendo la Ec. C3 en la Ec. C10:

Kops = %+ ko Ec. B11

Sustituyendo la Ec. C6 en la Ec. C11:

kops= =2 {-b - V/b? - 4c}+ kg Ec.5

2[S]o

con
b =— ([S], + 107"+ 107P"®);
c=[S],10™"",

e Para dos protonaciones:

Kb1 = [S+H*]/[S][H30*] = 10PK®" Ec. B12
Kbz = [S+2H*]/[S+H*] [H30*] = 10PX®? Ec. B13

[S]o = [S] + [S+H'] + [S+2H"] Ec. B14
[H3O"]o = [H3O*] + [S+H*] + 2[S+2H*]=10"PH Ec. B15

donde [H3O*]o, [H3O*], [S]o ¥ [S], son las concentraciones iniciales y en

equilibrio de H;0" y del sustrato, respectivamente.
Combinando las ecuaciones Ec. 12-14:

[S] — [S]O/{1 O(pKa1+pKa2) [H30+]2 + 1OpKa1 [H30+] + 1} Ec. B16

pKa1 pKa2

Multiplicando 10 por 107777,
10(PRaT*PKa2)- (51 oH* /[H30*2[S] Ec. B17

Sustituyendo la Ec. C16 en la Ec. C12 y C17, se tiene:
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[S+H*] = 10°%*"[H30] [S]o/{10®*®"*P"#2) [H30+2 + 10°*'[H;0*] + 1}  Ec. B18
[S+2H*]=10PKa1*PKa) L, 0+)2[S]o/{10PKa PR 1,042 + 10PK H;0%+1}  Ec. B19

Sustituyendo Ec. C18 y C19 en C15,

2
Ha0*[10PK81[s] + 10(PKaT*PRA2)5 [ 0% [s],

1071 = [H,0"]+ Ec. B20
[Hs07] 10(PKa1*PKa2) [, 0+ 10PKaT[H,0%] + 1
Reordenando se tiene:
a[H30"]’ + b[Hz0"]% + ¢[H30"] - [H30"]
2 Shlt B e el Ec. B21
1O(pKa1+pKa2)[Hso+] + 10pKa1 [H30+] +1
con
a= 10(pKa1+pKa2);
b = 10PKeTPRAZ) (g PRaZ 4 o5, - 107PH);
c=10"1([S]p-107"") + 1,
Esto implica que,
a[H;0°]” + b[H;0*]" + ¢[H50"] - 10 = 0 Ec. 7

Por otro lado, la contribuciéon de la base (S) y sus acidos conjugados al kobs
esta dado por:
++ k2X

kObS= kOXS-+ k1X Ec. B22

S+H S+2H"

donde, Xs, Xg,4* Y Xg,o4+ SON las fracciones molares de S, S+H* y S+2H",

respectivamente. Esto es,
kobs = {ko[S] + k1 [S+H+] + k2[S+2H+]}/[S]O Ec. B23
Finalmente, sustituyendo las Ec. C16, C18 y C19 en la Ec. C23:

Jo = kot a[HgO10! + kp[HgO" [ 10PRT PR
obs 10(pKa1+pKaZ)[H3O+]2 + 10PKa1[H,0% ] +1

Ec. 6

donde [H30O"] es determinado por la Ec. 7.
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e Para tres protonaciones:

Kb1 = [S+H*)/[S][Hs0*] = 10PK4" Ec. B24

Kbz = [S+2H*]/[S+H*] [H3O*] = 10PK?2 Ec. B25
Kbz = [S+3H*]/[S+2H*] [H30*] = 10PK3 Ec. B26
[Slo = [S] + [S+H] + [S+2H*] + [S+3H"] Ec. B27

[H3O*]o = [HaO*] + [S+H] + 2[S+2H*] + 3[S+3H*]=10""  Ec. B28

De forma anéloga al procedimiento anterior, se tiene:

a[H;0°]"+ b[H;0°]+ ¢[Hs0"]"+ d[Hs0"] - 107" = 0 Ec. 9

con

a= 1O(pKa1+pKa2 +pKa3l).

b = 10(pKa1+pK32 +pKa3)(1 0-pKa3 + 3[3]0 _ 1O—pH).
c= 10(pKa1+pKa2)(1 0—pKa2+ 2[8]0 _ 1O—pH).
d= 10°"([S], - 10°) +1;

Para este modelo el k., esta dado por:

kObS= kOXS'+ k1X + + k2X + + k3X Ec. B29

S+H S+2H S+3H"

donde, Xg,4+ €s la fraccion molar de la especie tri-protonada y k3 su

constante de velocidad frente la reaccion de hidrélisis.
La Ec. C29 se puede expresar como,
Kops = {Ko[S] + k4[S+H*] + ky[S+2H"] + k3[S+3H*]}/[S]o Ec. B30

Las expresiones para [S], [S+H*], [S+2H*] y [S+3H"] fueron obtenidas de
forma analoga al procedimiento descrito en el modelo anterior. La
sustitucion de tales expresiones en la Ec. C30 tiene como resultado la Ec.
8:

2 3
_ kO + k1 [H30+]1OpKa1 + k2[H30+] 10(PKa1+pKa2) 4 k3[H30+] 10(PKa1+pKa2 +pKa3)

kobs - 3 2
10(PKal+pKa2 +pKaS)[H30+] + 10(pKa1+pKa2)[H3o+] + 1gPKat [H30+] +1

Ec. 8
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6.3. Anexo C (Determinacion de las constantes de asociacion y
estequiometria)

Tabla C1. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DMSTyelCB7apH Oy 2,5.

pH=0 pH =25
[CB7]x10° (M) Absbiinm [CB7]x10% (M1) Absbiinm  Emision0inm
0,0000 0,0026 0,0000 0,0002 1,0000
0,0150 0,0032 0,0150 0,0021 =
0,0300 0,0037 0,0300 0,0043 0,8903
0,0600 0,0043 0,0600 0,0080 0,8290
0,1200 0,0053 0,1200 0,0141 0,7550
0,1800 0,0070 0,1800 0,0189 0,6786
0,2400 0,0085 0,2400 0,0240 0,6303
0,3600 0,0101 0,3600 0,0275 0,5191
0,4800 0,0113 0,4800 0,0307 0,4575
0,7000 0,0135 0,6600 0,0364 0,3820
0,9200 0,0163 0,7500 0,0376 0,3588
1,2000 0,0418 0,3036

Tabla C2. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DEST y el CB7apH 0,5y 2,5.

ApH=0,5 ApH=25
[CB7]x103 (M) Abs®30nm [CB7]x103 (M) Abs8¥mm  Apg493nm
0,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0328
0,0150 0,0003 0,0300 0,0035 0,0328
0,0300 0,0006 0,0600 0,0070 0,0316
0,0600 0,0016 0,1200 0,0161 0,0287
0,1200 0,0029 0,1800 0,0219 0,0275
0,1800 0,0037 0,2400 0,0277 0,0263
0,2400 0,0054 0,3600 0,0311 0,0241
0,3600 0,0074 0,4800 0,0344 0,0219
0,4800 0,0093 0,6000 0,0387 0,0197
0,7000 0,0142 0,9000 0,0429 0,0162
0,9400 0,0179 1,2000 0,0468 0,0150

Tabla C3. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DMSTOH y el CB7 a pH 2,5.

[CB7]x10% (M?) Absgb36nm Emision6itnm
0,0000 0,0012 1,0000
0,0150 0,0014 0,9973
0,0300 0,0017 -
0,0600 0,0026 0,9891
0,1200 0,0041 0,9811
0,1800 0,0052 0,9583
0,2400 0,0066 0,9483
0,3600 0,0090 0,9440
0,4800 0,0114 0,9259
0,7500 0,0163 0,8831
1,2000 0,0217 0,8125
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Tabla C4. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DMST, DEST y DMSTOH y la B-CD a pH 2,5.

DMST DEST DMSTOH
[B—C(Zl\lj_];;lm Emision58nm [B—C(Il\lj_]l>;103 Emision58nm [B_((:ﬁ_]l);lm Emision®08nm

0,0000 0,4494 0,0000 0,5141 0,0000 0,7562
0,1200 0,5107 0,0300 0,5400 0,0600 0,7837
0,1800 0,5502 0,1200 0,5681 0,1800 0,8104
0,2400 0,6321 0,1800 0,6254 0,2400 0,8196
0,3600 0,6549 0,2400 0,6382 0,3600 0,8523
0,4800 0,7233 0,4800 0,7471 0,4800 0,8701
0,6600 0,8173 0,6600 0,7934 0,6000 0,8847
0,9000 0,8426 0,9000 0,9116 0,7500 0,9059
1,2000 0,9339 1,2000 0,9125 0,9000 0,9501
1,5000 1,0000 1,5000 1,0000 1,2000 0,9679

1,5000 1,0000

Tabla C5. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DMST, DEST y DMSTOH y la DM-3-CD a pH 2,5.

DMST DEST DMSTOH
[DM_FE,;,(ES s Emli:rc])n59° [DM-[?,_\AC_S]Xloa Emision575mm [DM"Z‘\;:_S]le Emision582nm
0,0000 0,2503 0,0000 0,1063 0,0000 0,0967
0,0150 0,3335 0,0150 0,2229 0,0075 0,2424
0,0300 0,3982 0,0300 0,3053 0,0150 0,2770
0,0600 0,4987 0,0600 0,4289 0,0300 0,4357
0,1200 0,6319 0,0900 0,5339 0,0300 0,3875
0,1800 0,7327 0,1200 0,5981 0,0450 0,5468
0,2400 0,7761 0,1800 0,6599 0,0600 0,6219
0,3600 0,8350 0,2400 0,7044 0,0900 0,7058
0,4800 0,8778 0,3600 0,7645 0,1200 0,7385
0,6600 0,9119 0,4800 0,8255 0,1800 0,8361
0,9000 0,9271 0,6600 0,8675 0,2400 0,8673
1,2000 0,9510 0,9000 0,9116 0,3600 0,8928
1,4900 0,9663 1,2000 0,9410 0,4800 0,9282
2,0000 0,9709 1,4900 0,9742 0,6600 0,9510
3,0000 0,9846 2,0000 0,9653 0,9000 0,9688
4,5000 0,9943 3,0000 0,9851 1,2000 0,9770
4,5000 0,9843 1,4900 0,9763

2,0000 0,9878
3,0000 1,0000
4,5000 0,9739
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Tabla C6. Datos iniciales usados para determinar la constante de
asociacion entre el DMST, DEST y DMSTOH y la y-CD a pH 2,5.

DMST DEST DMSTOH
D)L Emision®oinm [CD] PRy Emision597nm Rl Emision6o9nm
(M) (M) (M)

0,0000 1,0000 0,0000 0,9994 0,0000 0,9966
0,0150 0,9889 0,0600 0,9574 0,2400 0,9880
0,1200 0,9648 0,2400 0,9420 0,3600 0,9773
0,3000 0,9269 0,9000 0,8780 0,4800 0,9745
0,3600 0,8879 1,5000 0,7708 0,6000 0,9515
0,4800 0,8783 2,0000 0,7518 0,7500 0,9492
0,6600 0,8434 3,0000 0,6608 0,9000 0,9441
0,7800 0,8113 4,5000 0,5459 1,2000 0,9227
0,9000 0,7822 6,0000 0,5273 1,5000 0,9256
1,2000 0,7287 8,0000 0,4584 2,0000 0,8987
1,4900 0,6658 9,9600 0,4438 3,0000 0,8611
2,0000 0,5929 4,5000 0,8166
3,0000 0,4903

4,5000 0,3880

5,9700 0,3303

8,0000 0,2835

9,9600 0,2383

A continuacion, la formulaciéon matematica de los modelos considerados:
e Modelo 1:1

A partir del Esquema V, se deduce:

Ky.1 =[MS]/[S][M] Ec. C1
[M]o = [M] + [MS] Ec. C2
[Slo = [S] + [MS] Ec. C3

donde [M]o, [M], [S]o Y [S], son las concentraciones iniciales y en equilibrio

del macrociclo y del sustrato en cuestion, respectivamente.

Combinando las ecuaciones Ec D1-D3, se tiene:

[MS]2 - ([S]p* [Mlo + —) [MS] + [Sl[Mlp =0 Ec. C4

(@)

[MS]?-b[MS] +¢c =0 Ec. C5
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con
=— (IS, * Mlo *+ —);
¢ = [Sy[Mlo;

La Ec. C35 tiene como solucion:
[MS] = (-b Vb2 - 4c ) /2 Ec. C6

Considerando a priori que la absorbancia o la intensidad de emision (Y) a
una determinada longitud de onda es directamente proporcional tanto de la
concentracion del sustrato libre [S] como del sustrato acomplejado [MS],
entonces:

Y = ag[S] + ays[MS] Ec. C7

donde as y ays son las constantes que nos permiten relacionar una
propiedad fisica (Y) con la concentracion de [S] y [MS]. En absorbancia, a
es la absortividad molar, y en fluorescencia a es la constante de

proporcionalidad.
Haciendo uso de la Ec. D3, la Ec. D7 queda:
Y = (ays — ag) [MS]+ ag[S]y Ec. C8

Finalmente, sustituyendo Ec. D6 en Ec. D8, se tiene:
y = (s -co) {b - Vb?- 4c } + as[S], Ec. 11

La estimacién del porcentaje de evolucion del sistema hacia la formacion
del complejo 1:1, esta dado por:

% complejo formado = ([MS]/[S];)100% Ec. C9

Haciendo uso de la Ec. D6, la Ec. D9 queda,

(-b-\/b2-4c) Ec. 12

o . _ 100%
Yo complejo formado = sl
0

1
2[
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e Modelo 2:1
A partir del Esquema VI, se deduce:

K1:4=[MS]/[M][S]
K2:1= [M2S]/[M][MS]
[Slo= [S]+ [MS]+[M,S]

[M]o= [M]+ [MS]+ 2[M,S]

Ec.
Ec.
Ec.
Ec.

C10
Cl1
C12
C13

aqui [M,S], es la concentracion en equilibrio del complejo 2:1 y K,.4 la

constante de asociacion entre el complejo 1:1 y un segundo macrociclo.

Combinando las ecuaciones Ec. D10 - D12:

[S] = [S]o/{K+:1Kz.1 [M]? + Ky4[M] + 1}

Multiplicando K;.1 por Ks.q,

K1:1Kz.4 = [MpS]/[M][S]

Sustituyendo la Ec. D14 en la Ec. D10 y D15, se tiene:

[MS] =K4[M] [S]o/{K1:1K2:1 [M]2+ Ky.4[M] + 1 }

[M2S] = Ky.1K2.4 [IMI2[S1o /{K1:1K2:1 [M]?+ K1.4[M

Sustituyendo Ec. D16 y D17 en D13,

Ky:4[M][S]p + 2K1.1Kp.1[M]?[S]o

= +
[Mlo = IMI + = = i+ Ky 1M + 1

Reordenando se tiene:

a[M]° + b[M]? + c[M] - M]o _
K1:1K2:1[M]2+ K14 [M] + 1

con
a= Ki.1Kyq;

b= Ki.1Kz:4 (é +2[S]o - [M]o):

1+1}

Ec.

Ec.

Ec.
Ec.

Ec.

Ec.

Ci4

C15

C16
C17

C18

C19
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¢ = Ki:1([Slo - [M]p) + 1;
Esto implica que,
a[M]3 + b[M]? + ¢c[M] - [M]g =0 Ec. 13

Considerando a priori que la absorbancia o la intensidad de emision (Y) a
una determinada longitud de onda es directamente proporcional tanto de la
concentracion del sustrato libre [S] como de las concentraciones de los

complejos formados, entonces:
Y = ag[S] + ops[MS] + OLMzs[Mzs] Ec. C20

aqui oy,s, es la absortividad molar del complejo 2:1 en término de

absorbancia o la constante de proporcionalidad en fluorescencia.

Finalmente, sustituyendo las Ec. D14, D16 y D17 en la Ec. D20:

v = as[Slo + ams[M] K1:1[32]o + am,sK1:1K2:1 [MI?[S]o Ee 14
K1:1K2:4[M]“ + Ky:4[M] + 1

1507,5723
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Figura C1. ESI-HRMS para 1,5uM de DMST en presencia de 1mM de CB7,
disueltos en una disolucién de metandlica al 30% (v/v) y pH 2,5.
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Figura C2. ESI-HRMS para 1,5uM de DEST en presencia de 1mM de CB?7,
disueltos en una disolucién de metandlica al 30% (v/v) y pH 2,5.
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6.4. Anexo D (Espectros de RMN, IR y ESI-HRMS de las aza-cumarinas)

6.4.1. Espectros del intermediario e con R1= CHs
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Figura D1. Espectro de *H-RMN del 7-(dimetilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e) en CDCls a 400 MHz.
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Figura D2. Espectro de 13C-RMN del 7-(dimetilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e) en CDClz a 101 MHz.
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6.4.2. Espectros del DMST
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Figura D3. Espectro de *H-RMN del (E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMST) en CDClz a 400 MHz.
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Figura D4. Espectro de 3C-RMN del (E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMST) en CDClz a 101
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Figura D5. HSQC del (E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]Joxazin-2-ona (DMST) en CDCls.
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Figura D6. HMBC del (E)-7-(dimetilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMST) en CDCls.
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6.4.3. Espectros del intermediario e con R1 = CH2CH3
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Figura D9. Espectro de *H-RMN del 7-(dietilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e) en CDClz a 400 MHz.
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Figura D10. Espectro de **C-RMN del 7-(dietilamino)-3-metil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (e) en CDCls a 101 MHz.
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6.4.4. Espectros del DEST
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Figura D11. Espectro de *H-RMN del (E)-7-(dietilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DEST) en CDCIz a 400 MHz.
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Figura D13. HSQC del (E)-7-(dietilamino)-3-estiril-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DEST) en CDCls.
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6.4.5. Espectros del DMSTOH
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Figura D17. Espectro de *H-RMN del (E)-3-(2,4-dihidroxi-estiril)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSTOH) en

DMSO-ds a 400 MHz.
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123



e ik JLUUMLJUU\_

90
© 100
© o) ,
I 800
— " © ®
T ~ - §
E— S @ 5130;
140
1 . © I
— 1 0 150
, Y 5 ‘ ,
— @ o @) Do 160
1170

102100 9.8 9.6 9.4 9.2 9.0 88 86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 68 66 64 62 6.0
5 (ppm)
Figura D19. HSQC del (E)-3-(2,4-dihidroxi-estiril)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSTOH) en DMSO-ds.

124



10, 11

105 10.0 95 9.0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
0 (ppm)

Figura D20. HMBC del (E)-3-(2,4-dihidroxi-estiril)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSTOH) en DMSO-de.
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6.4.6. Espectros del intermediario f
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Figura D23. Espectro de *H-RMN del 7-(dimetilamino)-3-formil-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (f) en CDClz a 400 MHz.
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6.4.7. Espectros del DMSB
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Figura D24. Espectro de *H-RMN del (E)-7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSB) en
CDCls a 400 MHz.
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Figura D25. Espectro de **C-RMN del (E)-7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSB) en

CDCls a 101 MHz.

130



- ;40
;50
;60
70
;80

-90

0 (ppm)

100
] 110
120
130
140

] -150

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0
0 (ppm)

Figura D26. HSQC del (E)-7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSB) en CDCls.
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Figura D27. HMBC del (E)-7-(dimetilamino)-3-((fenilimino)metil)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSB) en CDCls.
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6.4.8. Espectros del DMSBOH
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Figura D30. Espectro de 'H-RMN del (E)-3-(((2,4-dihidroxifenil)imino)metil)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona
(DMSBOH) en DMSO-ds a 400 MHz.
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Figura D32. HSQC del (E)-3-(((2,4-dihidroxifenil)imino)metil)-7-(dimetilamino)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSBOH) en
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Figura D34. Espectro IR del (E)-3-(((2,4-dihidroxifenil)imino)metil)-7-(dimetilamino)-2H-benzol[b][1,4]oxazin-2-ona (DMSB OH).
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6.5. Anexo E (Rendimiento cuantico de emision)

A partir de la ecuaciéon de Demas y Crosby (Ec.19), los rendimientos

cuanticos de emisiéon (@r) fueron estimados usando fluoresceina como

compuesto estandar con ne = 1,333, ®re = 0,925.[117] El indice de
refraccion usado para 30 %MeOH (v/v) a 25 °C fue de 1,338.[142] Los datos

iniciales y sus respectivas pendientes (m) de la recta se muestran en las

siguientes tablas:

Tabla E1. Absorbancia e intensidad de emision integrada (lintegrada) para la
fluoresceina y la Serie 1.

Fluoresceina DMST DEST DMSTOH
Abs lintegrada Abs lintegrada Abs lintegrada Abs lintegrada
0,0000 0,0 | 0,0000 0,0 | 0,0000 0,0 0,000 0,0
0,0035 7700,4 | 0,0106 2957,1 | 0,0076 1844,1 | 0,005 537,1
0,0065 12428,0 | 0,0206 5855,2 | 0,0113 2691,3 | 0,012 1289,3
0,0095 17788,8 | 0,0316 9041,5| 0,0172 3761,8 | 0,014 16334
0,0125 23255,9 | 0,0406 11750,8 | 0,0222 4737,3 | 0,015 1622,4
0,0155 28628,6 | 0,0506  14569,7 | 0,0266 5837,4 | 0,020 2165,0
0,0185 35389,2 | 0,0596 16794,6 | 0,0297 6399,4 | 0,023  2555,3
0,0225  41980,4 - - 0,0345 7395,6 | 0,027 2922,3
m 1853083,3 285251,9 220724,3 107287,8
R? 0,9988 0,9996 0,9982 0,9978

Tabla E2. Absorbancia e intensidad de emision integrada (lintegrada) para la
mezcla B-CD@DMST y DMST, B-CD@DEST y DEST y los complejos B-
CD@DMST y B-CD@DEST.

B-CD@DMST + B-CD@DMST* B-CD@DEST + B-CD@DEST*
DMST DEST
Absc+s il:gsrada AbSC Iﬁtegrada Absc+s i(r::rada AbSC I\?\tegrada
0,0000 0,0 | 0,0000 0,0 | 0,0000 0,0 | 0,0000 0,0
0,0115 44433 | 0,0065 3022,9 | 0,0073 2977,5 | 0,0037 2171,8
0,0200 8224,2 | 0,0113 5753,9 | 0,0136 4817,5 | 0,0068 3316,6
0,0325  13104,6 | 0,0184 9090,4 | 0,0177 6544,9 | 0,0089 45915
0,0435  18045,8 | 0,0247 12672,9 | 0,0228 8190,0 | 0,0114 5678,1
0,0535 215422 | 0,0303 14934,2 | 0,0293  10276,9 | 0,0147 7042,2
0,0598  23974,0 | 0,0339 16584,1 | 0,0321  11356,4 | 0,0161 7813,8
0,0404  14594,2 | 0,0202 10133,4
0,0456  16591,3 | 0,0228 11557,7
0,0608  22201,8 | 0,0304 15488,5
m 285251,9 107287,8
R2 0,9996 0,9978

*Absorbancias e intensidad integrada corregida usando la ecuacién Ec. E3 y E5.
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Abs® = Abs®**(1 — x%) Ec. E1

I° = ADS®(M®) Ec. E2
Abs®= Abs®"®(x%) Ec. E3
Ii(r:tegrada= Ii(r:t:jrada - Iitegrada EC E4
o bien,
|i(r:tegrada = IEI:Z'ada - [AbSC+S(1 - XC)(mS)] EC E5

Los superindices ¢, s y c+s usados en las ecuaciones Ec. E1-E5 denotan:
complejo formado, sustrato libre y la mezcla de ambos, respectivamente.
X¢ representa la fraccion molar del complejo; obtenida a partir de la
ecuacion Ec.12. Finalmente, m® es la pendiente del sustrato libre de la
Tabla E1.

Tabla E3. Absorbancia e intensidad de emision integrada (lintegrada) para la
mezcla B-CD@DMSTOH + DMSTOH y el complejo B-CD@DMSTOH.

B-CD@DMSTOH + DMSTOH B-CD@DMSTOH*
Absc*s |c*s Abs¢ 1©
integrada integrada

0,0000 0,0 0,0000 0,0
0,0026 280,6 0,0012 126,0
0,0036 410,9 0,0016 196,9
0,0046 545,6 0,0021 272,2
0,0071 806,7 0,0032 384,7
0,0096 1071,9 0,0043 501,3
0,0121 1333,5 0,0054 614,3
0,0146 1601,4 0,0065 733,6
0,0166 1880,6 0,0074 894.,0
0,0193 2167,8 0,0086 1020,7

m 116899,7

R2 0,9968

“Absorbancias e intensidad integrada corregida usando la ecuacién Ec. E3 y E5.
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Tabla E4. Absorbancia e intensidad de emision integrada (lintegrada) para los
complejos DM-B-CD@DMST, DM-B-CD@DEST y DM-B-CD@DMSTOH.

DMST@DM-B-CD DEST@DM-B-CD DMSTOH@DM-B-CD
Abs |integrada Abs |integrada Abs |integrada

0,0000 0,0 0,0000 0,0 0,0000 0,0
0,0050 4977,0 0,0055 4376,7 0,0053 3487,3
0,0100 10179,7 0,0105 8755,9 0,0099 6486,4
0,0150 15362,5 0,0156 13020,1 0,0163 10381,4
0,0201 20503,4 0,0205 172247 0,0203 13841,6
0,0249 25582,5 0,0255 21521,5 0,0251 17023,6
0,0293 30131,2 0,0307 25655,3 0,0305 20410,5
0,0350 35067,3 0,0353 29634,1 0,0357 23852,2
0,0400 39945,0 0,0408 33584,2 0,0395 26584,8
0,0450 44719,1 0,0454 37534,8 0,0459 30048,0
0,0500 49484.,9 0,0505 41569,0 0,0483 31950,9
0,0555 54675,8 0,0555 45377,2
0,0600 59320,9 0,0588 47946,4

m 984123,9 818150,3 663969,8

R? 0,9996 0,9997 0,9993

6.6. Anexo F (Datos cinéticos sobre la reaccidon de hidrélisis para las
bases de Schiff: DMSB, ICDA e ICDOH)

Tabla F1. Datos cinéticos iniciales obtenidos para el DMSB en ausencia y
en presencia de CB7 y DM-B-CD.

[CB7]x103 (M)

0,000
0,004
0,006
0,015
0,030
0,060
0,090
0,120
0,150
0,180
0,240
0,360
0,480

Kobs (S'l)

0,1025
0,0661
0,0521
0,0344
0,0195
0,0127
0,0096
0,0077
0,0068
0,0063
0,0058
0,0050
0,0047

[DM-B-CD]x102 (M1)

0,000
0,045
0,090
0,135
0,180
0,225
0,315
0,405
0,495
0,675
0,855
1,210
1,580
1,940
2,650
3,380

Kobs (S'l)
0,1025
0,0785
0,0744
0,0691
0,0589
0,0555
0,0498
0,0416
0,0314
0,0246
0,0202
0,0146
0,0118
0,0106
0,0081
0,0068
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Tabla F2. Datos cinéticos iniciales obtenidos para el DMSB en ausencia y
en presencia de B-CD y y-CD.
[B-CD]x103 (M)

0,000
0,360
0,480
0,600
0,750
0,900
1,200
1,500
2,000
3,000
4,500
6,000

Kobs (S'l)
0,1025
0,1045
0,1067
0,1045
0,1059
0,1097
0,1066
0,1160
0,1169
0,1108
0,1037
0,0990

[y-CD]x 103 (M)

0,000
0,360
0,480
0,600
0,750
0,900
1,200
1,500
2,000
3,000

Kobs (S-l)
0,1025
0,1045
0,1067
0,1045
0,1059
0,1097
0,1066
0,1160
0,1169
0,1108

Tabla F3. Datos cinéticos iniciales obtenidos para el ICDA e ICDOH en
ausencia y en presencia de CB7.

ICDA ICDOH
ApH=25 ApH =35 ApH =4,0
[CB7]x10® Kobsx103 [CB7]x10® Kobsx103 [CB7]x10® Kobsx10°
(M) (s (M) (s (M) (s
0 21,60 0 1,010 0,0 2,10
2 18,50 2 0,928 1,9 4,13
4 15,30 5 0,800 2,3 4,87
6 11,60 8 0,723 4,7 6,38
8 8,19 10 0,647 7,0 6,88
10 4,08 10 0,601 9,3 7,56
12 2,84 12 0,590 11,7 7,31
20 1,00 20 0,483 15,5 7,84

40 0,58 20 0,477
60 0,49 30 0,456
80 0,43 40 0,446
100 0,39 50 0,414
120 0,36 60 0,399

100 0,347

120 0,323
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