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Resumen

La presente Tesis Doctoral titulada “Quimiosensores y quimio-
dosimetros para la detecciéon de neurotransmisores” esta cen-
trada en el desarrollo de nuevos sistemas para la detecciéon cro-
mogénica y fluorogénica de biomoléculas, haciendo especial hin-
capié en el uso del fendmeno conocido como Emision Inducida
por Agregacion (AIE) como mecanismo de transduccion. Para
ello, se han sintetizado y estudiado una serie de derivados del
tetrafenileteno (TPE), compuesto que presenta propiedades AIE
que pueden ser modificadas facilmente gracias a la adecuada

funcionalizacion del mismo.

En el capitulo 1, se realiza una introduccion general sobre senso-

res quimicos y el fendmeno de emisién inducida por agregacion.
En el capitulo 2, se indican los objetivos de esta Tesis Doctoral.

En el capitulo 3 se describe cémo, en derivados del TPE funcio-
nalizados con anillos de triazol sustituidos con cadenas alifaticas,
la intensidad del fenémeno AIE depende tanto de la longitud de
la cadena alifatica en el heterociclo como de la naturaleza del

atomo que esta directamente unido a los anillos aromaticos.

En el capitulo 4 se describe el desarrollo de un derivado del TPE
capaz de actuar como dosimetro quimico para detectar selectiva-
mente NO a través de una reaccion de cicloadicion de Huisgen

inducida por Cu(I) generado a partir de Cu(II) usando NO como
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agente reductor, usando el fenémeno AIE como mecanismo de

transduccion.

En el capitulo 5 se describe como el derivado del TPE que con-
tiene el grupo dimetilamino en las posiciones 4,44 y 4"
(TDAPE) puede actuar como un sensor quimico capaz de detec-
tar la presencia de NO: a través de una reaccién de oxidacion.
Esta deteccion se puede realizar a simple vista gracias al drastico
cambio de color que experimenta el compuesto. El mismo com-
puesto demostro6 ser capaz de reaccionar con SO, pero solo en
presencia de hidroperdxido de terc-butilo. Estudios electroqui-
micos realizados nos llevan a concluir que el hidroperdxido de
terc-butilo oxida lentamente al TDAPE bajo la asistencia regene-

rativa del SO, gas.

En el capitulo 6, se describe el proceso de sintesis realizado para
obtener derivados del TPE para la deteccién de bioaminas,
usando el mecanismo de la Restriccion de la Rotacion Intramole-
cular (RIR) para producir cambios en la emision de los mismos.
Para la deteccion de dopamina, se disefid un derivado del TPE
con un éster de N-hidroxisuccinimida y un dcido bordnico, mien-
tras que para la deteccion de bioaminas alifaticas se utilizé un
derivado del TPE con dos grupos acido carboxilico, que demos-
tré una cierta selectividad que se relaciona con la longitud de la

cadena de la amina.
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En el capitulo 7, se exponen las conclusiones generales de este

trabajo.

Finalmente, en el capitulo 8, se recogen en detalle las sintesis qui-

micas y demads procedimientos experimentales.
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Resum

La present Tesi Doctoral titulada “Quimiosensors i Quimiodosi-
metres per a la Deteccié de Neurotransmissors” esta centrada en
el desenvolupament de nous sistemes per a la deteccié cromoge-
nica i fluorogenica de biomoleécules, fent tis especialment del fe-
nomen conegut com a Emissio Induida per Agregacio6 (AIE) com
a mecanisme de transduccid. Per aix0, s’han sintetitzat i estudiat
una serie de derivats del tetrafenileté (TPE), compost que pre-
senta propietats AIE modificables facilment mitjangant una fun-

cionalitzacid adient del nucli.

Al capitol 1, es realitza una introduccié general sobre sensors

quimics i el fenomen d'emissi6 induida per agregacio.
Al capitol 2, s'indiquen els objectius d'aquesta Tesi Doctoral.

Al capitol 3 es descriu com, als derivats del TPE funcionalitzats
amb anells de triazole substituits amb cadenes alifatiques, la in-
tensitat del fenomen AIE depén, tant de la longitud de la cadena
alifatica de 1'heterocicle com de la natura de I'atom directament

unit als anells aromatics.

Al capitol 4 es descriu el desenvolupament d"un derivat del TPE
capag d'actuar com a dosimetre quimic per a la deteccio selectiva
de NO mitjancant una reaccio de cicloaddicié de Huisgen indu-
ida pel Cu(I) generat per reduccié de Cu(Il) en presencia de NO

i fent Gs del fenomen AIE com mecanisme de transduccio.
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Al capitol 5 es descriu com el derivat del TPE amb grups dimeti-
lamina a les posicions 4,4,4” y 4"’ (TDAPE) pot actuar com a
sensor quimic per a detectar la presencia de NO> mitjangant una
reacci6 d’oxidacio. Aquesta deteccié s’observa a simple vista gra-
cies al canvi drastic de color que experimenta el compost. Aquest
mateix compost també reacciona amb SO», pero sols combinat
amb hidroperoxid de terc-butil. Estudis electroquimics ens per-
meteren concloure que I'hidroperoxid de ferc-butil oxida lenta-

ment al TDAPE baix l’assisténcia regenerativa del SO gas.

Finalment, al capitol 6 es descriu la serie de sintesis desenvolu-
pada per tal d’obtindre derivats del TPE amb la finalitat de de-
tectar bioamines mitjan¢ant el mecanisme de Restriccié de la Ro-
tacio Intramolecular (RIR) per provocar canvis en la emissio flu-
orescent. Per la deteccié de dopamina, es va dissenyar un derivat
del TPE amb un éster de N-hidroxisuccinimida i un acid boronic,
mentre que per detectar bioamines alifatiques es va emprar un
derivat del TPE amb dos grups acid carboxilic, que va mostrar
certa selectivitat que es relaciona amb la longitud de cadena de

I'amina.
Al capitol 7, s'exposen les conclusions generals d'aquest treball.

Finalment, al capitol 8 es recullen detalladament les sintesis qui-

miques i altres procediments experimentals.
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Abstract

The present Ph.D. Thesis, entitled “Chemosensors and chemo-
dosimeters for the detection of neurotransmitters” is focused on
the development of new systems for the chromo- and fluoro-
genic detection of biomolecules. Aggregation Induced Emission
(AIE) will be used as the main transduction mechanism and, ac-
cordingly, a series of tetraphenylethene (TPE) derivatives have
been synthetized and studied due to the known AIE properties
of TPE derivatives that can be easily regulated by an adequate

functionalization of the TPE.

In the first chapter, a general introduction of the chemical sensors
and the aggregation induced emission phenomenon is pre-

sented.
In the second chapter, the targets of the thesis are outlined.

In the third chapter, the AIE behaviour of a series of TPE func-
tionalized with different aliphatic chains including triazole moi-
eties are described. The intensity of the AIE phenomenon de-
pends both on the length of the aliphatic chain bonded to the het-
erocycle and on the nature of the atom directly bonded to the

aromatic rings.

In the fourth chapter, a TPE derivative able to act as chemo do-

simeter for the selective sensing of NO is described. A cycload-
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dition of Huisgen, catalysed by the Cu(I) generated from the re-
duction of Cu(Il) promoted by NO, is used to modify the TPE

derivative and AIE is used as transduction mechanism.

In the fifth chapter, the capability of a TPE derivative with dime-
thylamine substituents in the 4,4',4"",4""" positions (TDAPE) of
acting as a NO> sensor through oxidation is described. The
change can be detected by the naked eye thanks to the drastic
change in colour. The same compound is also able to detect SO,,
provided t-butyl hydroperoxide is present. An electrochemical
study was performed that lead us to the conclusion that the
TDAPE is slowly oxidized by the t-butyl hydroperoxide under

the regenerative assistance of the SO» gas.

In the sixth chapter, the process of synthesis of different TPE de-
rivatives, intended to detect bioamines through a Restriction of
the Intramolecular Rotation (RIR) mechanism is described. RIR
is expected to induce changes in the fluorescence intensity. Thus,
for the sensing of dopamine, a TPE derivative with a N-hydroxy-
succimide ester and a boronic acid was designed; whereas for the
detection of aliphatic bioamines a TPE derivative with two car-
boxylic acids was obtained. This latter derivative exhibits some

selectivity related to the length of the chain of the amine.

In the seventh chapter, the general conclusions of this work are

laid out.

Finally, in the eight chapter, the chemical syntheses and other

experimental procedures are explained in detail.
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Capitulo 1: Introduccién general

1.1 Quimiosensores

La quimica del desarrollo de quimiosensores y quimiodosime-
tros ha recorrido un largo camino desde que F. Goppelsroder uso6
por primera vez la morina, un compuesto natural que se puede
aislar de algunas plantas, como sensor fluorescente de iones Al**
en 1867; hasta ejemplos mas recientes, como el desarrollo de un
sistema ratiométrico en el infrarrojo cercano para la deteccion in
vivo de B-galactosidasa, un conocido biomarcador de senescen-

cia celular y diversos tipos de cancer.!

Los quimiosensores se definen como estructuras, que pueden ser
organicas o inorganicas, capaces de interaccionar con un analito
de forma selectiva, dando como resultado un cambio en alguna

magnitud fisica observable del sistema.

En los sensores convencionales se pueden identificar dos unida-
des: La unidad receptora o de reconocimiento, encargada de in-
teraccionar con el analito de forma selectiva; y la subunidad se-
falizadora o indicadora, que transduce esta interaccion micros-

cdpica en una sefial macroscopica observable.

Se han desarrollado quimiosensores basados en el cambio de
magnitudes eléctricas, como el potencial redox? o la capacidad
eléctrica.’ Sin embargo, son mucho mas comunes aquellos basa-
dos en magnitudes Opticas, como la absorcion o emision de ra-

diacién electromagnética.*



Anallto

(a) .—( ‘c

Unidad Unidad Complejo
sefializadora receptora sefializadora

<'+ » — (o+

Comple]o Comple}o Unidad

sefializadora

(c) <+.—5 c.—s
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receptora
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Reaccién Unidad

Analito irreversible sefializadora

Figura 1.1. Ejemplos esquematicos de las tres aproximaciones descritas. (a) Uni-
dades receptora y sefalizadora unidas covalentemente. El complejo R-A es el
resultado de la interaccion del analito con la unidad receptora. (b) Unidades
receptora y sefnalizadora formando un complejo supramolecular (complejo R-
S). (c) Unidad receptora que reacciona irreversiblemente con el analito para dar
lugar a la unidad sefializadora.’

Convencionalmente, se han utilizado tres aproximaciones basi-

cas al disefar sensores Opticos (figura 1.1):5

a) Launidad receptora y la sefializadora estdn unidas cova-
lentemente de modo que la interaccion del analito con la
primera dé lugar a un cambio en el color o en la fluores-
cencia de la segunda.

Un ejemplo de este tipo de sensor lo encontramos en el
desarrollado por D. H. Vance y A. W. Czarnik para la de-

teccion de iones pirofosfato (figura 1.2).6
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NH3* *HaN NH;* *HaN

4 A £

NH3* HN NH;* O O _*HiN

O, Re)
< o PN O S

' LY . 08 %o — y ’
N N HO” ~0” “OH NH* NH*
! ! l No fluorescente : E E

Poco fluorescente Muy fluorescente

Figura 1.2. Quimiosensor fluorogénico para deteccién de iones pirofosfato. La
interaccion del pirofosfato con los residuos amonio provoca un aumento de la
fluorescencia de la unidad de antraceno.®

b) La unidad receptora y la sefializadora forman un com-
plejo supramolecular, de forma que la interaccion del
analito con la primera desplaza la unidad sefializadora
del centro de reconocimiento, provocando un cambio en
sus propiedades Opticas.

Esta aproximacion ha sido utilizada, entre muchos otros,
por K. M. Orcutt, W. S. Jones, A. McDonald, D. Schrock y
K. J. Wallace para desarrollar unos sensores fluorogéni-
cos para detectar Fe** biodisponible en el océano. Estos
consisten en un complejo derivado de la desferrioxamina
con Tb(IIl), que el Fe(Ill) es capaz de desplazar facil-
mente, provocando una disminucién de la fluorescencia

del sistema (figura 1.3).”



Te 'Y o
e G\ Y Hen' G Y
FiC /i B FsC_ /C\ il
V. 0~,N\ V. o-N
\
hY Fe(lll) %
" o s o
F3CJ\O Tb g - ac’Lo Fe g - +Tb(m)

Muy fluorescente No fluorescente
Figura 1.3. Quimiosensor fluorogénico para la deteccién de Fe(IIl). La expul-
sion del Tb(III) del complejo impide que la unidad receptora le trasfiera energia
que absorbe y, por tanto, su fluorescencia se apaga.”

c) Elanalito provoca una reacciéon quimica irreversible en la

unidad receptora de forma que esta se transforma en la
unidad senalizadora, que presenta diferentes propieda-
des Opticas. Este tipo de sensores se conocen como qui-
miodosimetros.
Una muestra de este tipo de sistemas es el quimiodosi-
metro cromogénico para iones cianuro en agua o plasma
sanguineo desarrollado por C. R. Nicoleti, L. G. Nandji,
and V. G. Machado (figura 1.4).8

NO, NO,
CTABr, pH 8.0
N+ N ————— NZ +  NC-Si(i-Pr);
agua
Br Br Br Br
O\Si(i-Pr)3 o
Incoloro Naranja

Figura 1.4. Quimiodosimetro cromogénico para la deteccién de iones cianuro. El
cianuro es capaz de reaccionar irreversiblemente con grupo silano del dosimetro
en el entorno micelar creado por el CTABr, dando lugar a un compuesto naranja.?
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Sin embargo, gracias al desarrollo de la quimica supramolecular
en los tltimos anos, se han obtenido nuevos sistemas basados en
la agregacion o la disgregacion molecular. En estos, la interacciéon
con el analito provoca o bien la formacion de agregados molecu-

lares o la disgregacion de los mismos, originando un cambio en

la fluorescencia del sistema (figura 1.5).°

£

.‘L,

¥

Unidad
receptora

Agregacion
inducida por el
analito

Disgregacion
inducida por el
analito

Unidad .
‘ senalizadora . AR

Q.J\-Aao Blogue de construccion supramolecular

Figura 1.5. Comparativa de (a) un tipo de sensor convencional con (b) sensores su-
pramoleculares basados en la agregacion o disgregacion inducida por el analito.”

Los quimiosensores cromogénicos se basan en cambios en la ab-

sorcion de luz ultravioleta, visible y, en ocasiones, infrarroja del



sistema. Para ello, se suelen disefiar moléculas organicas alta-
mente conjugadas con unidades electron-dadoras y electron-
aceptoras, que inducen en las mismas la aparicion de bandas de
Transferencia Interna de Carga (ICT) en la zona del espectro vi-
sible. La interaccion del analito con alguna de las unidades pro-
duce cambios en la banda CT que son facilmente observables a

simple vista.

Por otro lado, los quimiosensores fluorogénicos también se pue-
den desarrollar de igual forma para que presenten ICT, si bien
este efecto puede provocar cambios tanto en la intensidad como
longitud de onda de las bandas de emision. Otros mecanismos
de modulacion de la fluorescencia utilizados en este tipo de sen-
sores son la Transferencia Electronica Fotoinducida (PET), la
Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET), la
Transferencia Electréonica de Energia (EET), la trasferencia de
carga metal-ligando, la Transferencia Protdnica Intramolecular
de Estado Excitado (ESIPT) y la formacion de excimeros. En los
ultimos anos se han empezado a aprovechar mecanismos que de-
penden de cambios conformacionales, como la Transferencia In-
terna de Carga por Giro (TICT), la isomerizacion de enlaces do-
bles carbono-nitrégeno y finalmente, la Emision Inducida por

Agregacion (AIE).101

Cabe destacar que los quimiosensores Opticos presentan impor-
tantes ventajas frente a otro tipo de sensores, ya que permiten

una deteccion rapida y a simple vista; no precisan de instrumen-
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tacion compleja y costosa; requieren cantidades de muestra re-
ducidas y permiten obtener resultados en pocos segundos. A es-
tas ventajas se le afiade la alta sensibilidad y la facilidad de crear

sistemas ON-OFF que presentan los sensores fluorogénicos.'?

1.2 Emision inducida por agregacion (AIE)

Es bien sabido que la fluorescencia de un gran nimero de com-
puestos se debilita, o incluso desaparece, cuando se preparan di-
soluciones concentradas de los mismos o cuando se encuentran
en estado sélido. Esto se debe a un conocido efecto fotofisico lla-
mado Apagado por Agregacion (ACQ) de la emision de luz.

En la mayoria de las ocasiones, este efecto es perjudicial, dado
que los lumindgenos se suelen utilizar en peliculas sdlidas o
agregados en multitud de aplicaciones practicas, impidiendo

que se aproveche todo su potencial.

1.2.1 Fenomeno

Esto cambio con el descubrimiento un nuevo fendmeno fotofisico
por parte de B. Z. Tang et al. en 2001. Tang y su equipo estaban
sintetizado una serie de siloles cuando observaron algo extrafio
en las cromatografias en capa fina (TLC) del hexafenilsilol: Al sa-
carlas del eluyente no presentaron fluorescencia bajo la luz UV,
pero en cuanto este se empezo a evaporar, aparecio una intensa

fluorescencia. Tras volver a humedecerla y evaporarla varias ve-



ces, se siguid observando el mismo comportamiento. El com-
puesto presentaba el mismo fenémeno cuando se disolvia en ace-
tonitrilo y se iba afiadiendo agua a la mezcla, por lo que conclu-
yeron que la molécula no era fluorescente en disolucion, pero se
volvia altamente fluorescente al agregarse (figura 1.6). Estamos

hablando de la Emision Inducida por Agregacion.’®

2
RSSOl \Vater fraction (vol %)
"y "
= 0] 70
HPS (1)

Figura 1.6. Molécula de hexafenilsilol (HPS; izquierda) y fotografia de solucio-
nes de HPS en mezclas acetonitrilo-agua con diferentes fracciones volumétricas
de agua, bajo una lampara de luz ultravioleta (derecha).'*

Tras realizar varios experimentos con diferentes siloles con
forma de hélice propulsora, encontraron que todos mostraban un
comportamiento similar: En buenos disolventes o mezclas acuo-
sas con bajo contenido en agua (<50%) apenas emitian luz, con
rendimientos cuanticos en torno al 0,1%; en mezclas con conte-
nido medio de agua (50-80%), su fluorescencia se iba incremen-
tando progresivamente junto al porcentaje de agua y en mezclas
con alto contenido de agua (>80%), los espectros de fluorescencia
se desplazaban batocrémicamente, alcanzando rendimientos
cudnticos en torno al 60%. Si se depositaban en forma de pelicu-
las solidas, alcanzaban rendimientos cuanticos incluso mayores,

en torno al 80%.

10
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El andlisis de las mezclas determind la presencia de nanoparticu-
las del orden de 190 nm en las mezclas con contenido medio de
aguay del orden de 130 nm en las de alto contenido en agua. Esto
concuerda con las largas colas que aparecen en los espectros de
absorcion de las mismas, debido al conocido efecto Mie. En las
de menos del 50% de agua no se encontraron nanoparticulas ni

los espectros presentaban colas.!*

Desde entonces, se han sintetizado una gran variedad de molé-
culas que presentan AIE, utilizando como elemento comun la
presencia de anillos aromaticos conjugados no coplanares,'> aun-

que algunos fluoréforos AIE carecen de ellos.

1.2.2 Mecanismo

Se ha demostrado que el mecanismo en el que se basa la AIE es
la Restriccion de la Rotacion Intramolecular (RIR). En disolucién,
la rotacion de los anillos aromaticos en los fluoroforos AIE per-
mite una ruta no radiativa para la relajacion de los estados exci-
tados. Sin embargo, en el estado agregado, la rotacion intramo-
lecular estd restringida debido al impedimento fisico presente, lo
que bloquea la ruta no radiativa y permite la relajacion radiativa.
Dado que estos compuestos no pueden adoptar conformaciones
planas, no se producen interacciones de apilamiento m-7t, por lo
que esta via de relajacion no radiativa también estd bloqueada.”
Se puede descartar que la Transferencia Interna de Carga por

Giro (TICT) contribuya a la AIE en los siloles estudiados dado

11



que la polaridad del disolvente apenas modifica sus espectros de
absorcion y emision.'s
Este mecanismo se sustenta en las siguientes observaciones ex-

perimentales en fluordéforos AIE:"”

a) Viscocromismo. La viscosidad del disolvente afecta a la

rotacion intramolecular, de modo que la emision se incre-
menta con la viscosidad del medio. Este incremento de la

fluorescencia se produce sin formacion de agregados (fi-

gura 1.7a).

10004
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Figura 1.7. Efectos de (a) la composicién de mezclas glicerol/metanol y (b) la

aplicacién de presion externa a la fluorescencia del hexafenilsilol (HPS). Se

muestran las medidas con [tris(8-hidroxiquinolinato)aluminio] (Alqs) en (b)

como comparacién.!”

b) Piezocromismo. El aumento de la presion hasta 150 atm

provoca un rapido incremento de la emision en peliculas
sOlidas de estos fluordforos. Mayores incrementos en la
presion producen un paulatino descenso de la fluorescen-

cia (figura 1.7b).

12
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c) Termocromismo. Un descenso de la temperatura provoca

un aumento de la fluorescencia de los fluoréforos, tanto
en disolucion como en estado sélido, sin cambios en la
posicion del pico de emision. Los experimentos se reali-
zaron a viscosidad baja y constante para evitar el visco-

cromismo (figura 1.8).

100+

Intensidad de emisién (ua)

10 -40 -90 -140 —190
Temperatura (°C)

Figura 1.8. Efecto de la temperatura en la intensidad de emisién de una disolu-
cion de HPS en THF."”

d) Vapocromismo. La presencia de vapores de buenos disol-

ventes desactiva la emision casi instantdaneamente de los
fluoréforos depositados en una lamina TLC. Cuando se
eliminan los vapores, la fluorescencia se recupera instan-

taneamente (figura 1.9).

13



(a) (b)

Reversible

Sin vapor Con vapor

Figura 1.9. Encendido y apagado de la fluorescencia de 1-metilpentafenilsilol
(MPS) depositado en una lamina TLC sin vapores (a) y en vapores de DCM (b),
bajo una lampara UV (365 nm) a temperatura ambiente.!”

e) Modificacion de fluoréforos AIE con grupos volumino-

sos en los rotores aromaticos. Esto provoca que estos

compuestos emitan siempre, tanto en soluciéon como en

estado agregado, confirmando de nuevo el mecanismo.

1.2.3 Aplicaciones

Los compuestos AIE estan abriéndose camino en aplicaciones de
alta tecnologia que requieren de emisores en estado s6lido, como
es el caso del desarrollo de OLEDs, en particular los de luz
blanca. Se han conseguido desarrollar OLEDs blancos con mejor
cromaticidad que las soluciones que hay actualmente en el mer-
cado, aunque su todavia baja eficiencia electroluminiscente los
descarta para su uso en iluminacion.”

También se estan desarrollando cristales liquidos AIE fosfores-
centes para su uso en aplicaciones optoelectrdnicas;*® compues-
tos mecanofluorocrémicos AIE como candidatos para sistemas

de almacenamiento de datos Opticos o sensores de presion.?!

14
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Por otro lado, se han desarrollado gran variedad de quimiosen-
sores AIE, que van desde compuestos para el reconocimiento
quiral de enantidémeros idnicos?? hasta aplicaciones en biotecno-
logia, como el uso de biosondas AIE para seguimiento celular o

nanoparticulas AIE para tincion celular.?

15
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Capitulo 2: Objetivos

1. El objetivo general del presente trabajo es el disefio, sin-
tesis y evaluacion de quimiosensores y dosimetros qui-

micos para la deteccion de neurotransmisores.

2. De entre todos los posibles mecanismos de transduccion
que se pueden emplear en el disefio, se propuso como
objetivo en la presente investigacion, hacer uso del fend-
meno del incremento de fluorescencia por agregacion
(fenémeno AIE), el cual permite disefiar moléculas que
presenten elevados rendimientos cudnticos en medios

aCuosos.

Para alcanzar los objetivos generales propuestos se han plan-

teado los siguientes objetivos especificos:

o Estudiar el efecto de las modificaciones en la sus-
titucion del tetrafenileteno en las propiedades
fluorescente de distintos derivados, con la finali-
dad de realizar un disefio mas racional de los sen-

sores a sintetizar.

o Disenar, sintetizar y estudiar un sistema fluores-
cente basado en el fenémeno AIE para la detec-

cion de NO en medios biologicos.

o Disefio, sintesis y estudio de un derivado del TPE

para la deteccion de SO, en medios bioldgicos.

o Disefio de receptores basados en TPE para el reco-

nocimiento de aminas bioldgicas.
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3.1 Introduccion

Entre todas las diferentes estructuras con capacidad para presen-
tar AIE, el tetrafenileteno (TPE) ha demostrado ser de las mas
interesantes. Sus propiedades fluorogénicas dependen en gran
medida de los sustituyentes presentes en su estructura, como ya
reportaron K. Han y B.-K. Cho con su estudio de dos derivados
de TPE con el mismo nucleo aromatico, pero con cadenas latera-
les de diferente hidrofilia (figura 3.1).2*

Por esta razon y la facilidad de funcionalizacion que presenta, se
decidi6 utilizarlo como base para el desarrollo de sensores fluo-

rogénicos en la presente Tesis Doctoral.

Figura 3.1. TPEs con el mismo nucleo, pero con cadenas hidréfobas (izquierda)
e hidréfilas (derecha), estudiados por K. Han y B.-K. Cho.%*

Con el objetivo de obtener informacion para desarrollar los sen-
sores de monoxido de nitrogeno que se discutiran en el capitulo
4, se decidio estudiar las propiedades fluorescentes de derivados

de TPE con diferentes sustituyentes en diversos medios.

23



Figura 3.2. Derivados de TPE sintetizados y estudiados.

Para ello, se sintetizaron los compuestos 4, 5, 6, 7y 15 (figura 3.2)
para determinar la influencia que la posicion del dtomo de nitré-
geno y la longitud de las cadenas laterales tienen en las propie-
dades AIE. Los resultados que se obtengan arrojaran luz al desa-
rrollo racional de quimiosensores, u otros dispositivos, cuando
una reaccion “clic” de cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen esta
involucrada en la ruta sintética para unir una unidad receptora
al ntcleo de TPE, que acttia como unidad senalizadora.

También se estudiaron los cambios en las propiedades AIE indu-
cidos por el cambio en la longitud de las cadenas periféricas para
adquirir informacién sobre cémo las caracteristicas hidréfobas

influyen en sus propiedades opticas.

24
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Sintesis de los derivados de TPE

Todos los compuestos se obtuvieron mediante una reaccion
“clic” CuAAC entre las azidas y los alquinos adecuados, utili-
zando acetato de cobre (II) y ascorbato sdédico en una mezcla 1:1

de THF y agua.?

. A
Ng Ns N-N N-N
W O QO iniom
R—= 5R = CgHyg
= —_— = 6R=CeH
Cu(AcO), NaAsc 7R < Cs ;'3
(2 Q  memon () (Y = s
" Y, Ta, 12h N -

\ 4
O Q %Nz

—_—

Cu(AcO), NaAsc
OOy R

Ta, 12h
V4 1 AN

Figura 3.4. Sintesis del compuesto 15.

De este modo, los compuestos 4-7 se sintetizaron a partir de la
azida 3 y 1-hexino, 1-heptino, 1-octino y 1-tetradecino respecti-
vamente, con rendimientos en torno al 85% (figura 3.3). Por otro
lado, el compuesto 15 se sintetizd a partir del alquino 13 y 1-

azidododecano (14), con un rendimiento del 73% (figura 3.4).
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Figura 3.5. Ruta sintética del compuesto 3.

La azida 3 se obtuvo mediante una ruta sintética de tres pasos.
Se comenzo con una reaccion de nitracion del TPE con acido ni-
trico en dcido acético,? seguida de una reaccion de reduccion de
los grupos nitro a amino con borohidruro sédico y cloruro de ni-
quel (II) en metanol.” Para finalizar, la amina se hizo reaccionar
con nitrito sodico en un sistema bifdsico de acido clorhidrico y
acetato de etilo para obtener la correspondiente sal de diazonio
in situ, que se hizo reaccionar con azida sodica para dar lugar al

compuesto 3,2 con un rendimiento global del 88% (figura 3.5).

Br, Br
K O QO e

Br2 Cul
—_
Ta., Sd Tolueno Et;N

sRa RN oRa -

TPE 11

Figura 3.6. Ruta sintética del compuesto 13.

El alquino 13 se sintetizé mediante una ruta de tres etapas. Se
inicid con una reaccion de bromacién por reaccién directa de va-
pores de bromo sobre TPE;* seguida de una reacciéon de Sono-
gashira con etiniltrimetilsilano en una mezcla de tolueno y trieti-
lamina, utilizando tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) y yoduro de

cobre (I) como catalizadores.® Finalmente, se realizé la elimina-
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cién de los grupos trimetilsilano utilizando floruro de tetrabuti-
lamonio en dietiléter para obtener el compuesto 13, con un ren-

dimiento global del 40% (figura 3.6).

3 .
Br MeOH, reflujo N3

40 h 14

Figura 3.7. Sintesis de 1-azidododecano.

Finalmente, el 1-azidododecano (14) se sintetizo a partir de 1-
bromododecano por medio de una reaccion de sustitucion nu-
cleofilica con azida sédica en metanol, con un rendimiento del

58% (figura 3.7).%2

3.2.2 Influencia de la posicion del atomo de nitrégeno

3.2.2.1 Absorcion ultravioleta-visible y espectros de emision

Para determinar cdmo afecta la posicion del atomo de nitrégeno
en el anillo de triazol de los derivados de TPE objeto de estudio,
se comenzo registrando sus espectros de absorcion ultravioleta-

visible y sus espectros de emision.

En THF, los espectros UV-visible de los compuestos 4-6 mues-
tran una banda a 280 nm y una segunda banda alrededor de los
340 nm. El espectro del compuesto 7, es similar a los anteriores,
pero con un hombro adicional alrededor de 300 nm. Por otro
lado, el espectro del compuesto 15 presenta la banda principal a
280 nm, pero la segunda banda estd desplazada batocromica-

mente 10 nm respecto a las del resto de compuestos (figura 3.8).
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Figura 3.8. Espectros UV-vis de los compuestos 4-7 y 15 en THF (10 uM).
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Figura 3.9. Espectros UV-vis de los compuestos 4-7 y 15 en MeOH (10 uM).

Al registrar los espectros UV-vis en MeOH, los espectros son si-
milares a los registrados en THF, pero cabe destacar un ligero
desplazamiento hipsocrémico (alrededor de 5nm) de las dos
bandas principales. Esto parece dejar al descubierto el hombro
sobre 300 nm en los compuestos 4-6, asi como una mayor sepa-
racion del mismo de la banda principal en el compuesto 7 (figura

3.9).

Tras determinar la escasa fluorescencia de los compuestos sinte-
tizados en estado sdlido, se comenzd midiendo sus propiedades

fluorescentes tanto en THF como en MeOH. Los compuestos 4-7
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resultaron no ser fluorescentes en ninguno de los dos disolven-
tes. Sin embargo, el compuesto 15 mostr6 una ligera fluorescen-
cia en MeOH, pero no en THF.

Tras incorporar agua en las soluciones, la fluorescencia de los
cinco compuestos aumentd, y el incremento observado dependio
tanto de la posicion del &tomo de nitrogeno como de la longitud
de las cadenas periféricas. Esta tendencia se mantuvo hasta que
las mezclas alcanzaron una concentracion del 80-90% de agua.
Concentraciones superiores dieron lugar a una drastica disminu-
cién de la fluorescencia, tal como ha sido reportado en la litera-
tura,?* salvo en el caso del compuesto 15 en mezclas THF/agua

(figuras 3.12).

250 4

——7 0% agua
15 0% agua

——7 10% agua

——15 10% agua

200 ]

150 9

100 ]

Intensidad (u.a.)

50 ]

[ ————————_————,ee_— e
400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 3.10. Espectro de fluorescencia de estado estacionario de los compuestos
7 y 15 10uM en MeOH y MeOH/10% agua (Aex = 350 nm, rendijas a
2,5 nm/5 nm)

La figura 3.10 muestra los espectros de fluorescencia de estado
estacionario de los derivados de TPE 7 y 15 en MeOH y en una
mezcla MeOH/10% agua. Como se puede observar, el aumento
de la fluorescencia en presencia de agua fue mayor en el com-

puesto 15 que en el compuesto 7. Con una fraccion de agua del
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10%, la intensidad maxima de emision de los compuestos 7 y 15
fue respectivamente 80 y 200 veces mayor que su emision en
MeOH puro. Ademas, la fluorescencia del compuesto 15 siguio6
aumentando progresivamente con la proporcion de agua hasta
que se alcanzd el maximo con un 30% de agua. Sin embargo, la
emision del compuesto 7 no se increment6 con fracciones de

agua mayores del 10% (figura 3.11).
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Intensidad max. (u.a.)
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Fraccion de agua (v/v)

Figura 3.11. Intensidad maxima de las bandas de emisién de los compuestos 7
y 15 en mezclas 10 uM MeOH/agua (Aex = 350 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).
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Figura 3.12. Intensidad maxima de las bandas de emisién de los compuestos 7
y 15 en mezclas 10 uM THF/agua (Aex = 350 nm, rendijas a 5 nm/5 nm)
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En mezclas THF/agua se observéd un comportamiento ligera-
mente diferente. Por un lado, fue necesaria una mayor concen-
tracion de agua (80-99%) para que las disoluciones de los com-
puestos alcanzasen su maximo de emision y, por otro lado, el
compuesto 15 siguié aumentando su fluorescencia en fracciones
superiores al 80% de agua, mientras que en el resto de compues-

tos disminuy¢ drasticamente (figura 3.12).

2041
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.g 02 THF/agua
'-g ’ ® MeOH/agua
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Figura 3.13. Influencia de la estructura del compuesto en el efecto del disol-
vente. Se utiliz6 la fraccién volumétrica de agua con mayor rendimiento cuan-
tico en cada caso (compuesto 7: puro, MeOH/40% agua, THF/80% agua; com-
puesto 15: puro, MeOH/60% agua, THF/99% agua). Concentracion: 10 uM.

Los estudios comparativos realizados en MeOH indican clara-
mente que la estructura del compuesto afecta drasticamente al
efecto del solvente. Aunque el aumento de la fraccion volumé-
trica de agua incremento fuertemente la emision del compuesto
15, el efecto en el compuesto 7 fue claramente menor (figura
3.13).

Aunque en los estudios realizados en THF la fluorescencia ma-
xima de ambos compuestos es similar, el comportamiento obser-

vado a fracciones de agua elevadas en la figura 3.12 también nos
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indica la importancia de la estructura del compuesto en el efecto

del solvente.

3.2.2.2 Estudios teoricos y de solubilidad

Para aclarar si este comportamiento estaba relacionado con su
solubilidad in MeOH/agua, se realizé una comparacién entre los
espectros de 'H RMN en MeOH deuterado de los cinco compues-
tos, utilizando como patrén una cantidad conocida de acido p-
toluico. A la vista de los resultados, se estableciéo un orden de
solubilidad que se correlaciona con la longitud de las cadenas
periféricas: 4 > 5> 6 >> 7 = 15. Dado que la solubilidad de los
compuestos 7y 15 resulto ser similar, podemos desestimar su in-

fluencia en la diferencia de propiedades dpticas de estos com-

puestos.
)
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Figura 3.14. Conformacion calculada para los compuestos modelo de 7 (iz-
quierda) y para 15 (derecha).

Con el objetivo de determinar la causa de la mayor fluorescencia

del compuesto 15, se realizd un estudio tedrico sobre la distribu-
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cion de carga y la preferencia conformacional en ambos com-
puestos (calculos DFT utilizando B3LYP/6-31G(d)). Debido a li-
mitaciones técnicas, se han utilizado modelos de ambos com-
puestos con cadenas de etilo en vez de dodecilo.

Como podemos observar en la figura 3.14, los anillos de fenilo y
de triazol estan practicamente coplanares (angulo diedro de 7°)
en el modelo de 15 (M15), mientras que en el modelo de 7 (M7)
forman un dngulo diedro de alrededor de 25°.

Ademads, M15 muestra mayor polaridad en los enlaces entre las
cadenas laterales y el anillo de triazol, segtin el andlisis de pobla-

cién natural (figura 3.15).

Figura 3.15. Cargas calculadas por medio de analisis de poblacion natural de
las estructuras calculadas por DFT de M7 (izquierda) y M15 (derecha).

Por tanto, se espera un mejor empaquetamiento de 15 frente a 7
debido a la estructura mas plana y mayor distribucion de carga
de 15. Esto esta en consonancia con las observaciones anteriores:
El cambio en la polaridad del medio al afiadir agua tuvo mayor

impacto en el compuesto 15 que en el compuesto 7.

Por otro lado, los estudios llevados a cabo en THF/agua demos-

traron que la solubilidad de estos compuestos es mucho mayor
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en este solvente que en MeOH. Por esta razodn, fueron necesarias
mayores fracciones volumétricas de agua para inducir la agrega-
cién y, en consecuencia, para producir la aparicion de fluores-

cencia.

También se observo que sin bien en los estudios en MeOH/agua
no se observaron cambios en la longitud de onda de la banda de
emision, en las mezclas THF/agua se produjeron desplazamien-
tos hipsocrémicos de 60 nm y 40 nm para los compuestos 7 y 15

respectivamente, cuando la fraccion de agua cambi6 del 20% al

80%.

3.2.2.3 Estudios por microscopia

Tras realizar los experimentos de fluorescencia, se decidid estu-
diar la morfologia de los agregados de los compuestos 7 y 15 para
comprobar si esta se ve modificada por la posicion del atomo de
nitrégeno. Para ello, se tomaron imagenes de los agregados, ob-
tenidos de mezclas THF/agua y MeOH/agua, con un microsco-
pio electronico de barrido (SEM), e imagenes con un microscopio

optico de fluorescencia.

La comparacion de las imagenes del SEM de ambos compuestos
muestra que los dos tienen morfologias similares en MeOH/40%
agua, siendo la tnica diferencia el tamafo de las esferas, siendo
mas grandes las del compuesto 15 que las del compuesto 7. Por
el contrario, se observa una morfologia completamente diferente
en THF/80% agua. En este caso, los agregados son laminares y

con tendencia a apilarse (figura 3.16). Como se puede observar
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en la figura 3.17, la morfologia observada en las imagenes del
SEM es consistente con la obtenida mediante microscopia optica

de fluorescencia.

(a) (b)

Figura 3.16. Imagenes SEM de las morfologias de los agregados en MeOH/40%
agua de (a) 15y (b) 7, y en THF/80% agua de (c) 15y (d) 7.
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(a) (b)

Figura 3.17. Imagenes de microscopia dptica de fluorescencia de (a) 15y (b) 7
en MeOH/40% agua y (c) 15y (d) 7 en THF/80% agua. Linea de escala: 20 pm.

3.2.3 Influencia de la longitud de las cadenas periféricas

Finalmente, se realiz6 un estudio comparativo con los compues-
tos 4-7 en mezclas MeOH/agua y THF/agua con fracciones volu-
métricas de agua crecientes. Este demostrd que la fraccion de
agua minima necesaria para producir un incremento de la fluo-
rescencia disminuia a medida que la longitud de las cadenas au-
mentaba. De este modo, mientras que para el compuesto 4 se ne-
cesito alcanzar el 60% de agua en MeOH y un 80% de agua en
THEF, solo fue necesario el 30% en MeOH y el 60% en THF para
los compuestos 5y 6, y el 10% en MeOH y el 50% en THF para el

compuesto 7 (figuras 3.18 y 3.19). En los estudios con mezclas
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MeOH/agua, mayores fracciones de agua no dieron lugar a in-
crementos sustanciales de la fluorescencia a partir de las citadas

para cada compuesto.

100
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Figura 3.18. Intensidad maxima de las bandas de emision de los compuestos 4,
5, 6 y 7 en mezclas 10 uM MeOH/agua (Aex = 350 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).

Sin embargo, en los estudios con mezclas THF/agua, la intensi-
dad de la fluorescencia se incrementa con la fraccion de agua
hasta alcanzar el 80-90% de agua, tras lo cual, disminuye drasti-

camente.
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Figura 3.19. Intensidad maxima de las bandas de emisién de los compuestos 4,
5, 6 y 7 en mezclas 10 uM THF/agua (Aex = 350 nm, rendijas a 5 nm/5 nm; los
valores superiores a 1000 han sido estimados a partir de los datos de rendi-
miento cuantico).
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Figura 3.20. Rendimientos cuanticos maximos de los compuestos 4, 5, 6 y 7 en
estado solido, en mezclas THF/agua y mezclas MeOH/agua. Se utilizaron las
fracciones de agua que proporcionaban la méaxima fluorescencia en cada com-
puesto (THF/agua: 4, 90%; 5, 6 y 7, 80%. MeOH/agua: 4, 90%; 5, 70%; 6, 60%; 7,
40%). Se incluyen los rendimientos cuanticos de los compuestos puros (sélidos).

Estos resultados indican claramente que cuanto mayor es la lon-
gitud de la cadena hidrofoba, menor es la solubilidad del com-
puesto en mezclas acuosas. Esto es consistente con la solubilidad
observada en metanol por medio de RMN.

Sin embargo, cuando se compara la fluorescencia maxima de
cada compuesto, podemos observar que esta es mayor para los
compuestos 5y 6, seguidos del compuesto 7. El compuesto 4 pre-
sentd la menor emision de los cuatro compuestos. Este patrén es
practicamente idéntico tanto en las mezclas THF/agua, como en
las de MeOH/agua (figura 3.20).

Cabe destacar que todos los compuestos mostraron aproximada-
mente el doble de emision en las mezclas THF/agua que en las
de MeOH/agua, mientras que en estado solido apenas mostraban
fluorescencia, salvo el compuesto 5. Este comportamiento puede
deberse a como fueron preparadas las mezclas (véase seccion

8.4.1), de modo que en las mezclas THF/ los compuestos tienen
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mas tiempo para agregarse, dando como resultado un empaque-
tamiento mdas compacto y produciendo una restriccion de las ro-
taciones intramoleculares mas eficaz, como ha sido reportado en

la literatura.2433

3.3 Conclusiones

Los compuestos 4-7 son sencillos de preparar utilizando las co-
rrespondientes reacciones “clic”. La regioquimica del sustitu-
yente afecta en gran medida al efecto de las mezclas de disolven-
tes sobre la fluorescencia. Este comportamiento puede estar rela-
cionado con el diferente empaquetamiento de los compuestos en

el solvente usado.

Los estudios tedricos han demostrado que el compuesto 15 pre-
senta coplanaridad entre los anillos de fenilo y triazol (dngulo
diedro de 7°), mientras que el compuesto 7 posee un angulo die-

dro de 25° entre ambos anillos.

A pesar de tener una solubilidad similar en MeOH, el compuesto
15 es mucho mas fluorescente y mucho mas sensible a los cam-

bios en la polaridad del solvente que el compuesto 7.

Cuando se comparan los compuestos 4-7, los resultados obteni-
dos indican claramente que, a mayor longitud de cadena hidré-
foba, menor es su solubilidad en MeOH, lo que da pie a diferen-

tes respuestas en mezclas THF/agua y MeOH/agua. Finalmente,
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se ha encontrado una longitud de cadena 6ptima para conseguir

un mayor incremento de la fluorescencia.
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Capitulo 4: Deteccion de NO
4.1 Introduccion

El mondxido de nitrégeno (NO) es un gas incoloro y poco soluble
en agua que se produce por reaccion entre el dioxigeno y el di-
nitrégeno a altas temperaturas. De modo natural, se genera du-
rante las descargas eléctricas producidas en las tormentas,? pero
desde la aparicion de los motores de combustion interna, estos
se han convertido, junto con las centrales térmicas, en una de las
mayores fuentes artificiales de este gas.* Debido a su naturaleza
de radical libre, es capaz de reaccionar rdpidamente con el oxi-
geno del aire para formar didxido de nitrégeno (NOz), uno de los
mayores contaminantes atmosféricos de la actualidad, causante
del smog fotoquimico que se pude observar alrededor de las
grandes urbes.

HO  NH, NH,

*HzN:( NADPH +0, N# C 1/2 NADPH + O, O:(
NH
NADP* +Hy0 1/2 NADP* + H,0
B ——— B —— + NO
NOS
INHg* “uNHz* INHg*
o] o
o o
L-Arginina NOHLA L-Citrulina

Figura 4.1. Biosintesis del NO por medio de las enzimas 6xido nitrico sintasa
(NOS) a partir de L-arginina.

Sin embargo, desde la década de los ochenta se sabe que el
cuerpo humano es capaz de producir pequenas cantidades de
NO a partir de la arginina por medio de una familia de enzimas
(figura 4.1), las 6xido nitrico sintasas (NOS).?” Desde entonces, se
ha documentado ampliamente en mamiferos el papel esencial de
este gas en diversas funciones organicas, como la respuesta in-

mune, donde es utilizado por los fagocitos para danar bacterias
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y parasitos invasores;* o como molécula sehalizadora, tanto en
el sistema vascular como el sistema nervioso. A diferencia de la
mayoria de neurotransmisores, el NO se genera cuando es nece-
sario y difunde libremente a través de las membranas celulares,
sin requerir receptores especificos.’* Ademas, recientemente se
ha descubierto que el NO se puede producir en la piel a partir de
nitratos y nitritos por medio de fotocatalisis con rayos UVA,
dando lugar un efecto vasodilatador que se ha relacionado con

una mejor salud cardiovascular.

Gracias a sus efectos fisiologicos, el NO es utilizado en diversas
aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, se han desarrollado far-
macos dadores de NO exdgeno para el tratamiento de enferme-
dades cardiovasculares.4! Por otro lado, el mondxido de nitro-
geno inhalado (iNO) es un vasodilatador pulmonar selectivo que
es particularmente util en pediatria,® ya que el iNO mejora tran-
sitoriamente la oxigenacion en casos de fallo respiratorio e hiper-
tension pulmonar persistente en recién nacidos.* Esto es posible
debido a que el NO induce la vasodilatacion de las espacios pul-
monares ventilados, redirigiendo el flujo sanguineo desde las re-
giones poco ventiladas hacia las bien ventiladas, de modo que se
produce una mejora de la oxigenacion. Para estos tratamientos,
se recomiendan concentraciones iniciales de 20 ppm de iNO,
dado que concentraciones elevadas de este gas no son mas efec-
tivas y puede incrementar la incidencia de metahemoglobinemia
y la formacion de didxido de nitrégeno.**> En consecuencia, el

control de la concentracion de iNO es de gran interés.
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Cu(n

Figura 4.2. Deteccion de NO por medio de nanoparticulas de oro.#

Nuestro grupo de investigacion ha estado interesado en detectar
monoxido de nitrogeno mediante el uso de diferentes protocolos,
la mayoria de ellos consistentes en quimiodosimetros basados en
nanoparticulas de oro * (figura 4.2) o derivados fluorescentes de
borodipirrometeno (BODIPY) como unidades senalizadoras.®”
Siguiendo nuestro interés en esta drea, hemos decidido estudiar
el posible uso del fenémeno AIE como mecanismo de transduc-

cién para la deteccién de monoxido de nitrégeno.

\\\\\I‘N | //////
NG \ N

N 4 N K
Nz/\/\/\
TPE _ TPE
Cu(l)
Y ) A Y8 B
Cu(ll) “NO ////Jﬂ N\\\\\\
Disuelto, poco fluorescente Agregado, muy fluorescente

Figura 4.3. Paradigma de deteccion de los sistemas estudiados. El NO produce
la reduccidn in situ del Cu(Il) a Cu(l), induciendo la reaccion “clic” entre el de-
rivado de TPE y una azida alifatica. El derivado de TPE formado es menos so-
luble en el medio, por lo que forma agregados, incrementando su fluorescencia
gracias al fenémeno AIE. Nota: El derivado de TPE también puede contener la
azida y hacérsele reaccionar con un alquino lineal.
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En base a los estudios realizados en el capitulo 3, se han disefiado
y estudiado una serie de derivados de TPE cuyos sustituyentes
pueden ser modificados por medio de reacciones desencadena-
das por el mondxido de nitrédgeno. Se eligio utilizar una reaccion
“clic” catalizada por Cu(I) porque el NO es capaz de reducir el
Cu(II) a Cu(I).* El mecanismo de deteccion esta basado en que la
mayor hidrofobia de las cadenas laterales ancladas provocan la
formacion de agregados y, por tanto, un incremento de la fluo-

rescencia (figura 4.3).

Se sintetizaron y estudiaron los compuestos 3, 9, 13, 16, 17 y 18
(figura 4.4) para determinar si podian ser utilizados como qui-

miodosimetros para NO utilizando el paradigma propuesto.
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Figura 4.4. Derivados de TPE sintetizados y estudiados.
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4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Sintesis de los derivados de TPE

El compuesto 3 se sintetizd segtin la ruta descrita en el capitulo

anterior (figuras 4.5).

O,N NO, H,N

1)NaNoZ HCl
=m0 e 00 e g
AcOH _NiCy6H,0_
" meon 2)NaN3HO
OQ OQ oo

Figura 4.5. Ruta sintética del compuesto 3.

El compuesto 13 también se sintetiz6 siguiendo la ruta descrita
en el capitulo 3 excepto la sintesis del compuesto 11, que se
realizo6 mediante una bromacion con bromo liquido sobre una

disolucion de TPE en acido acético y diclorometano (figura 4.6).

/
=—Si—

Br, Br
\
QO e O mmn
° Cul

2)Br, 0°C
— —_— — _—
3) DCM, 50 °C Tolueno, Et;N
O Q 30 min O Q 80°C,24h
Br Br

TPE 11

Figura 4.6. Ruta sintética del compuesto 13.

El compuesto 9 se obtuvo mediante una ruta sintética de dos eta-
pas, consistente en una reaccion “clic” CuAAC entre el com-
puesto 3 y 4-bromo-1-butino, utilizando acetato de cobre (II) y

ascorbato sodico en una mezcla 1:1 de THF y agua, seguida de
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una reaccidon de sustitucion nucleofilica con azida sédica en di-

metilformamida; con un rendimiento global del 80% (figura 4.7).
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Figura 4.7. Ruta sintética del compuesto 9.

Por otro lado, los compuestos 16, 17 y 18 se obtuvieron a partir
del compuesto 11 mediante la formacion in situ del correspon-
diente organolitico, por reaccion con n-butillitio en THF seco, se-
guida de una reaccion de carboxilacion con dioxido de carbono
solido y una reaccién de sustitucion nucleofilica posterior con 3-
bromo-1-propino (figura 4.8). Si bien el objetivo era obtener el
compuesto 16 con este procedimiento, en el primer paso de la
reaccion se produjeron reacciones de Wurtz-Fittig que, tras la se-
gunda reaccion, dieron lugar a los subproductos 17 y 18. Los ren-
dimientos globales de los tres compuestos fueron 17%, 6% y 2%
respectivamente. Aprovechando que se habian aislado estos sub-
productos, se decidid estudiar también su capacidad para detec-

tar y cuantificar mondxido de nitrégeno.
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Figura 4.8. Ruta sintética de los compuestos 16, 17 y 18.

Una vez obtenidos los compuestos anteriores, se realizaron las
correspondientes reacciones “clic” con los compuestos 9,16, 17 y
18; y azidas o alquinos de cadena lineal, con el animo de caracte-
rizar las propiedades Opticas de los triazoles obtenidos. Esto es
crucial, dado que estos triazoles seran la especie fluorescente una

vez haya interaccionado el NO con el quimiodosimetro.

NaN

SN Br "3 e o~~~ Ns
DMSO, T.a.
24 h 19

Figura 4.9. Sintesis de 1-azidohexano (19).

Todas las reacciones “clic” se realizaron utilizando acetato de co-
bre (II) y ascorbato sddico en una mezcla 1:1 de THF y agua. A la
vista de los resultados del capitulo anterior, se decidi6 usar una
longitud de cadena de seis atomos de carbono para realizar las
reacciones. Asi, el compuesto 9, se hizo reaccionar con 1-octino,
mientras que los compuestos 16-18 se hicieron reaccionar con 1-
azidohexano (19), que se obtuvo mediante una sustitucién nu-
cleofilica entre 1-bromohexano y azida sodica en dimetilsul-

foxido (figura 4.9).
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Los triazoles derivados de los compuestos 3 y 13 ya se habian
sintetizado y estudiado como se indica en el capitulo 3, por lo

que no fue necesario prepararlos de nuevo.

De esta forma, se han obtenido derivados con azidas y alquinos
terminales conjugados y aislados, lo que permiti6 estudiar las di-
ferencias de reactividad de la reaccion “clic” entre ambos moti-

vos estructurales.

4.2.2 Optimizacion de las condiciones de medida

4.2.2.1 Eleccion del solvente para las pruebas preliminares

Para determinar las condiciones 6ptimas de medida se comenzé
estudiando las propiedades opticas de los compuestos 3, 9, 13 y
16-18; y la de sus correspondientes derivados tras realizar las
reacciones “clic” descritas anteriormente (figura 4.10). El criterio
seguido fue maximizar la diferencia en la intensidad de fluores-
cencia entre el derivado de TPE inicial y su correspondiente tria-
zol tras realizar la reaccidon “clic”. A continuacion, se estudio la
evolucion de la fluorescencia al realizar las mencionadas reaccio-
nes “clic” en las condiciones de medida escogidas, pero usando
ascorbato sddico en lugar de NO como reductor. De este modo

se comprobd si la reaccion se podia producir en esas condiciones.
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Figura 4.10. Compuestos obtemdos medlante reacciones “clic” con los com-
puestos 3, 9, 13, 16, 17 y 18.
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Figura 4.11. Espectros de emisiéon de los compuestos 3 y 5 en una mezcla
MeOH/50% agua 10 uM (Aex = 310 nm, rendijas a 5 nm/5 nm).

Para empezar, se estudid la fluorescencia de los compuestos 3 y
5. El compuesto 3 apenas mostro fluorescencia disuelto en nin-
guna proporcion de mezclas THF/agua y MeOH/agua 10 puM,
mientras que el compuesto 5 muestra mayor intensidad de fluo-
rescencia disuelto en THF/80% agua y MeOH/80% agua, si bien

en MeOH/agua la intensidad no varia mucho entre el 40 y el 90%
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de agua, como se vio en el capitulo anterior. En MeOH/agua 50%,
el compuesto 5 mostro una intensidad maxima de fluorescencia

332 veces mayor que el compuesto 3 (figura 4.11).

Compuestos 13 y 15

A continuacidn, se estudid la fluorescencia de los compuestos 13
y 15. Como se puede observar en la figura 4.12, el compuesto 13
no emite apenas disuelto en una mezcla THE/50% agua 10 uM,
mientras que el compuesto 15 muestra una emisién 190 veces
mas intensa, por lo que estas condiciones resultan idéneas como

punto de partida para las siguientes pruebas.
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Figura 4.12. Espectros de emision de los compuestos 13 y 15 en una mezcla
THEF/50% agua 10 uM (Aex = 325 nm, rendijas a 5 nm/5 nm).

Compuestos 9 y 10

El estudio de la fluorescencia de los compuestos 9 y 10 en solu-
cion mostrd que las condiciones dptimas de medida son mezclas
THEF/90% agua y MeOH/80% agua, puesto que es en las que se
observa mayor diferencia en la intensidad de emision de ambos
compuestos, siendo unas 10 y 19 veces mayor respectivamente

en el compuesto 10 (figuras 4.13 y 4.14).
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Figura 4.13. Espectros de emisién de los compuestos 9 y 10 en una mezcla
THEF/90% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).
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Figura 4.14. Espectros de emision de los compuestos 9 y 10 en una mezcla
MeOH/80% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).

Compuestos 16 v 20

Por lo que respecta a los compuestos 16 y 20, la mayor diferencia
entre la intensidad de emision de ambos fue en mezclas
THF/90% agua y MeOH/50% agua, siendo 11 y 2,7 veces mayor
la del compuesto 20 respectivamente (figuras 4.15 y 4.16).
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Figura 4.15. Espectros de emision de los compuestos 16 y 20 en una mezcla
THEF/90% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).
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Figura 4.16. Espectros de emision de los compuestos 16 y 20 en una mezcla
MeOH/80% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).

Compuestos 17 v 21

El estudio de la fluorescencia de los compuestos 17 y 21 mostro
que las condiciones con mayor diferencia de intensidad entre
ambos fueron THF/90% agua y MeOH/50% agua, con intensida-
des 9 y 2 veces mayores en el compuesto 21 (figuras 4.18 y 4.19).
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Figura 4.17. Espectros de emision de los compuestos 17 y 21 en una mezcla
THEF/90% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).
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Figura 4.18. Espectros de emision de los compuestos 17 y 21 en una mezcla
MeOH/50% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).

Compuestos 18 y 22

Finalmente, tras estudiar la fluorescencia de los compuestos 18 y
22 en diferentes proporciones de mezclas THF/agua y
MeOH/agua, se encontrd que las mezclas con mayor diferencia
de intensidad entre ambos compuestos eran THF/99% agua y
MeOH/90% agua, en las que el compuesto 22 fue 2 y 2,1 veces

mayor respectivamente.
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Figura 4.19. Espectros de emision de los compuestos 18 y 22 en una mezcla
THEF/99% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).
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Figura 4.20. Espectros de emisiéon de los compuestos 18 y 22 en una mezcla
MeOH/90% agua 10 uM (Aex = 330 nm, rendijas a 2,5 nm/5 nm).

Tras estudiar todos los compuestos, se puede concluir que aque-
llos sistemas en los que los anillos de triazol estdn unidos direc-
tamente a los fenilos del TPE (compuestos 3 y 5; 13 y 15) dan lu-
gar a diferencias de intensidad mucho mayores que aquellos en
los que se encuentran a mayor distancia, probablemente debido
a que los compuestos 3 y 13 no poseen cadenas laterales, mien-
tras que 9, 16, 17 y 18 ya tienen cadenas laterales en su estructura,
por lo que el cambio relativo es menos significativo. Sin embargo,
todos los sistemas estudiados tienen potencial para ser dosime-

tros de NO.
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4.2.2.2 Estudio de la reaccion “clic” con ascorbato sddico

Como parte del proceso de optimizacion de las condiciones de
medida, se realizaron las reacciones “clic” con los compuestos 3,
9,13, 16, 17 y 18; y los correspondientes alquinos y azidas, y se
midid su fluorescencia a 1, 15 y 30 min tras la adicion del reduc-
tor. Para estas pruebas, se decidio utilizar ascorbato sédico como
reductor con el objetivo de asegurar una reduccion completa y
rapida del cobre (II). De esta forma, se pudo estudiar la velocidad
de la reaccion cuando todos los reactivos necesarios estan pre-

sentes desde el inicio.

Se comenzd realizando las medidas en las mezclas THF/agua con
los derivados de TPE a una concentraciéon de 10 uM, con acetato
de cobre 10 uM y ascorbato sédico 20 uM. El alquino o azida ali-
fatico correspondiente estuvo presente en las mezclas con una
concentracion 40 uM, salvo en las de los compuestos 17 y 18,
donde la concentracion fue 30 y 20 uM respectivamente. Se uti-
liz6 1-heptino con el compuesto 3, 1-azidododecano con el com-
puesto 13, 1-octino con el compuesto 9 y 1-azidohexano con los

compuestos 16, 17 y 18.

Los resultados del estudio (figura 4.21) nos llevaron a descartar
los compuestos 3,9 y 13 como posibles dosimetros de NO, ya que
no se observan cambios apreciables en la fluorescencia de los
mismos a lo largo del tiempo de reaccion. El compuesto 16 dio
los mejores resultados, con una intensidad de emision 4,6 veces
mayor al minuto de comenzar la reaccién y pasados 15 min; y 7,5

veces mayor a los 30 min, respecto al compuesto disuelto solo en
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esa mezcla de solventes. Los compuestos 17 y 18 mostraron in-
tensidades mas bajas, que alcanzaban un maximo a los 15 min y
disminuian a los 30 min respecto a su valor anterior. Sin em-
bargo, no se descartaron todavia y fueron estudiados en las si-

guientes pruebas.
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Figura 4.21. Intensidad de fluorescencia méxima para cada mezcla de reaccién
a tres tiempos diferentes en THF/agua, junto con la fluorescencia de cada com-
puesto por separado antes de hacerlo reaccionar.

4.2.3 Estudios de deteccion

Para comenzar, se estudio la capacidad de los compuestos 16, 17
y 18 para dar lugar a la reaccion “clic” en presencia de concen-
traciones altas de NO (30000 ppm). Para ello, se realizaron las
reacciones en las mismas condiciones que en la prueba anterior,
salvo que se utilizo6 NO como reductor en lugar de ascorbato s6-

dico y se registrd su fluorescencia a los 30 min de reaccion.
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Figura 4.22. Intensidad de fluorescencia maxima para cada mezcla de reaccion
a tres tiempos diferentes en THF/agua, junto con la fluorescencia de cada com-
puesto por separado antes de hacerlo reaccionar (solo) y la intensidad tras rea-
lizar la reaccién burbujeando 10 mL con 30000 ppm de NO (g) en argon.

Como se puede observar en la figura 4.22, los compuestos 16 y
17 muestra una diferencia importante de intensidades de emi-
sion tras media hora de reaccién, mientras que el compuesto 18
no experimenta cambios. Sin embargo, tras comparar estos resul-
tados con los de las pruebas con ascorbato, se llegé a la conclu-
sion de que el cobre podria estar formando complejos con los al-
quinos terminales y provocando cierto grado de agregacion.®
Para corroborar esta hipotesis, se repitio el estudio utilizando un
blanco con la misma composicion que la mezcla de reaccion a
estudiar, salvo que fue burbujeado con argén en lugar de NO.
Sin embargo, tras no observar diferencias de fluorescencia en las
primeras medidas entre el blanco y la mezcla con NO, se decidid

replantear las condiciones de medida.

Se decidi6 llevar a cabo la reaccion con el compuesto 16 a una
concentracion 10 veces superior y en la mezcla de disolvente que

produjese el mayor incremento de fluorescencia, y volver a diluir
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la mezcla a una concentracién 10 veces inferior y en las condicio-

nes en las que el triazol obtenido tuviese mayor emision.
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Figura 4.23. Emision maxima de la mezcla de reacciéon “clic” realizada con el
compuesto 16 a 100 uM con 10 mL de 30000 ppm de NO (g) en diferentes mez-
clas agua/THF y diluida a 10 uM en THF/90% agua tras 15 min de reaccion.
Para el blanco, se realizé el mismo procedimiento, pero burbujeando argén en
lugar de NO.

A la vista de las fluorescencias registradas, se determin6 que las
proporciones de disolventes mds adecuadas para llevar a cabo la
reaccion eran THF/80% agua, aumentando un orden de magni-
tud las concentraciones de todos los componentes de la reaccion
respecto a las estudiadas con ascorbato sodico, y posteriormente
tomar una alicuota, diluir y realizar el registro de la intensidad

de emision del sistema en THF/90% agua.

Dado que la solubilidad del NO es mayor en MeOH que en
THEF,* se decidi6 realizar también las pruebas anteriores en mez-
clas MeOH/agua. Ademads, se decidid utilizar un tampon a
pH 7,5 ya que es conocido que un medio ligeramente basico me-
jora la reaccion de cicloadicion.’*? De este modo, para realizar

las medidas de fluorescencia se tomaron alicuotas tanto de las
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reacciones (burbujeo de NO, un gran exceso) como de los blancos
(burbujeo de argon) realizadas a 100 uM, y se diluyeron hasta
obtener una concentracion de 10 uM en una mezcla de

MeOH/90% agua sin tamponar.
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Figura 4.24. Emision maxima de la mezcla de reaccion “clic” realizada a 100 uM
con 10 mL de 30000 ppm de NO (g) en dos mezclas agua/MeOH y diluida a
10 uM en MeOH/90% agua tras 15 min de reaccion. Para el blanco, se realizd el
mismo procedimiento, pero burbujeando argon en lugar de NO.

A la vista de que los resultados obtenidos cuando se hizo uso de
una mezcla MeOH/90% agua en la reaccion (incremento del 41%)
eran mejores que los obtenidos haciendo la reaccion en
THF/agua 80% (incremento del 27%), se midio en estas condicio-
nes (reaccion y medida usando MeOH/90% agua) empleando
concentraciones mas bajas de NO. Como se puede observar en la
figura 4.25, el NO fue capaz de producir cambios en el sistema
incluso a 100 ppm, por lo que se procedio a realizar una curva de

calibrado de dicho sistema.
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Figura 4.25. Emisiéon maxima de la mezcla de reaccién “clic” realizada a 100 uM
con 10 mL gas a dos concentraciones diferentes de NO (g) en MeOH/90% agua
y diluida a 10 uM en MeOH/90% agua tras 15 min de reaccién. Para el blanco,
se realiz6 el mismo procedimiento, pero burbujeando argén en lugar de NO.

Para realizar la curva de calibrado, se hizo uso de un caudalime-
tro de gases para burbujear en el seno de la mezcla de reaccion
concentraciones exactas y conocidas de NO en nitrégeno. Dicha
mezcla consistié en una soluciéon 100 uM del compuesto 16 y
400 uM  de 1-azidohexano y acetato de cobre (II) en
MeOH/90%agua tamponada a pH 7,5. Todas las reacciones se
realizaron burbujeando durante 10 min con un caudal constante
de 100 mL/min y dejando 30 min mas de tiempo de reaccion, tras
lo cual se tomd una alicuota y se diluyd en un factor 1/10 en

MeOH/90% agua antes de registrar su fluorescencia.

Se realizé un registro de la variacion de la fluorescencia del sis-
tema en funcion de la concentracion de NO, desde 0 hasta 80
ppm. Como se puede observar, el intervalo de linealidad es rela-

tivamente restringido, desde 20 ppm hasta 80 ppm (figura 4.26).
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. Regresion lineal entre 20 y 80 ppm de NO.

A partir de esta regresion lineal (figura 4.27), junto con la desvia-

cion estandar del blanco, se calculd un limite de deteccidén (LOD)

de 15 ppm. Este fue calculado utilizando la formula indicada por

la IUPAC a partir de la desviacion estandar del blanco (Sv) y la

pendiente (m) hallada en la regresion lineal:

3.8
LoD =P

= 15 ppm

63



Como se coment6 al inicio de este capitulo, el NO inhalado se
utiliza en aplicaciones terapéuticas a concentraciones que abar-
can desde los 20 hasta los 80 ppm, por lo que el quimiodosimetro
preparado funciona correctamente en el rango de concentracio-
nes de interés terapéutico, con un limite de deteccion menor que
la minima concentracion requerida para que el tratamiento sea

efectivo.

Para confirmar la selectividad del sistema, se realizé un estudio
de interferentes con diferentes gases: NO,, CO,, COy SO». Todas
las medidas se llevaron a cabo utilizando la misma metodologia
que en el estudio de las condiciones de medida con NO, pero

burbujeando, en lugar del NO, cada uno los gases en gran exceso.

300
250
200
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50

AEmision (u.a)

. |
-50 SO, NO, co, co NO Todos

Figura 4.28. Respuesta del dosimetro ante varios interferentes gaseosos, expre-
sada como la diferencia de emisién entre cada gas y el blanco (N>).

Como puede verse en la figura 4.28, ninguno de los gases pro-
dujo cambios significativos en la fluorescencia del sistema. Solo
cuando se estudié el NO2 se observé un ligero aumento de la

emision, posiblemente debido a la presencia de NO en equilibrio,
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mientras que el SO> y el CO produjeron un ligero descenso de la
fluorescencia. En cambio, el CO; no alter¢ la emisién del sistema.
De todas formas, hay que tener en cuenta que en todos los casos
se burbujed un gran exceso (5 x 104 ppm, concentraciones 2,5 ve-
ces superiores a la de NO) de cada gas en la solucion, de modo
que su efecto a concentraciones inferiores sera insignificante. Por

tanto, se puede considerar que el sistema es selectivo.

4.3 Conclusiones

De los seis posibles dosimetros sintetizados y estudiados, el com-
puesto 16 ha demostrado ser capaz de detectar y cuantificar NO
(g) de forma satisfactoria. El compuesto es un derivado de tetra-
fenileteno y el mecanismo de transduccion esta realmente ba-
sado en el fenomeno de Emision Inducida por Agregacion, ya
que la reaccion “clic” catalizada por NO modifica la polaridad y
el volumen estérico de los sustituyentes del TPE, induciendo cla-

ros cambios en la fluorescencia.

Se ha establecido un limite de deteccion para el sistema de 15
ppmy el rango de linealidad se encuentra entre 20 y 80 ppm, por
lo que la sonda podria ser 1til en el control del uso de NO inha-
lado. Ademas, otros gases como el NO,, CO,, CO y SOz no indu-
cen cambios apreciables en el intervalo de medida. Finalmente,

el dosimetro funciona adecuadamente en medios MeOH/agua.

65






Capitulo 5

Deteccion colorimétrica de didoxidos

de nitrogeno (NO2) y azufre (SO2)






Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO

5.1 Introduccion

El diéxido de nitrégeno (NO.) es el componente mas toxico de la
mezcla de 6xidos de nitréogeno denominada NO,, importante
responsable de la contaminacion atmosférica de la actualidad y
causante del smog fotoquimico que se pude observar alrededor
de las grandes urbes,* ya que incluso a concentraciones menores
de 5 ppm resulta irritante.> Produciendo efectos adversos en los
pulmones reduciendo su funcionamiento, inflamaciéon de las
vias respiratorias, incrementando tanto los ataques de asma

como la susceptibilidad a adquirir una infeccion respiratoria.>

Debido a estos efectos y, teniendo en cuenta, la ubicua presencia
de este gas, el desarrollo de métodos selectivos y sensibles para
su deteccion es un area de interés.>>% Sin embargo, muchos de
estos métodos adolecen de una o varias limitaciones, como pue-
den ser: baja selectividad, deteccion de falsos positivos, comple-
jidad para ser operados, baja o nula portabilidad, dificultad para
la monitorizacién en tiempo real, etc. Como alternativa a estos
procedimientos instrumentales, se plantea el desarrollo de qui-
miosensores, construidos bajo el paradigma de los quimiodosi-
metros con lectura Optica. El numero de publicaciones relaciona-

das con la deteccion optica de NOz no es muy numeroso.

Nuestro grupo de investigacion ha estado interesado en detectar
dioxido de nitrégeno mediante el uso de diferentes protocolos,
la mayoria de ellos consistentes en quimiodosimetros basados en

derivados fluorescentes de borodipirrometeno (BODIPY) como
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unidades senalizadoras,””* o basados en la metodologia de
puertas moleculares que, en presencia de NO,, liberan un colo-
rante previamente insertado en los poros del material mesopo-
roso MCM-41, debido a la fragmentacion de la puerta por la rup-
tura de enlaces tipo hidrazona provocada por el NO: (figura
5.1).60

Figura 5.29. Deteccién de NO; por medio de la metodologia de puertas mole-
culares con liberacién de un colorante previamente insertado en los poros del
material mesoporoso MCM-41.

Por otra parte, el diéxido de azufre, junto con el dioxido de ni-
trogeno, en la atmosfera es responsable de la lluvia dcida. Ade-
mas, este compuesto origina graves perjuicios para la salud hu-
mana pues la exposicién aguda al mismo puede inducir varias
enfermedades respiratorias y cardiovasculares, asi como desor-
denes neuroldgicos.®2 Estos hechos han conducido a que su me-
dicion, generalmente por via electroquimica, sea obligatoria en
plantas industriales, refinerias, estaciones de medicion de las ciu-
dades, etc.®® También se han descrito quimiosensores para la de-

teccion via dptica de este gas, de modo reversible.*
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Ademas, el didxido de azufre y sus derivados, como el hidré-
genosulfito y el sulfito, se utilizan ampliamente como aditivos en
muchos alimentos y bebidas con el fin de prolongar su frescura
y ampliar la fecha de caducidad. El SO, tiene un efecto citopro-
tector a bajos niveles, mientras que a mayor concentracion es ci-
totoxico, por lo que es importante contar con métodos que per-
mitan su cuantificacién en alimentos, especialmente en vinos, o

medios de lisado celular.®

Por otro lado, se ha descrito la liberaciéon endogena de dioxido
de azufre en sistemas biologicos y, al igual de otras moléculas
gaseosas que actiian como senalizadores (NO, CO, H»S), se le re-
laciona con una serie de procesos psicologicos tanto en animales
como en plantas,®- y mds concretamente en la regulacion car-
diovascular donde el SO, enddgeno interviene en la remodela-
cién de la estructura vascular.® Por tanto, es importante estudiar
el papel que juega el SO; a nivel fisioldgico para lo que es conve-
niente contar con métodos analiticos eficaces para monitorizar su
biodistribucion. Recientemente se han descrito diversos quimio-
sensores Opticos para la deteccion de SOz en sistemas biologicos

tales como células® o incluso in vive.707!

Siguiendo nuestro interés en el estudio de derivados del TPE, de-
cidimos, en primer lugar, aprovechar las propiedades electrocroé-
micas del 1,1,2,2-tetrakis(4-(dimetilamino)fenil)eteno (TDAPE)
como sensor cromogénico de un gas oxidante como es el diéxido

de nitrégeno.
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Las moléculas electrocrémicas son aquellas en las que su espec-
tro de absorcién depende del estado de oxidacién.”? Hay muchas
moléculas con la capacidad de presentar este comportamiento,
asi es bien conocido el cambio de color que experimenta el ion
ferrocianuro, amarillo claro en disolucién acuosa, cuando es oxi-
dado a ion ferricianuro de color amarillo brillante. Del mismo
modo, algunos compuestos orgdnicos pueden presentar compor-
tamiento electrocrémico. Asi, los cationes incoloros bipiridilio
(BPYCs), también conocidos como violégenos o paraquats, ad-
quieren colores intensos en cuanto se reducen, lo que se refleja
en un drastico cambio en sus propiedades de absorcion de luz
UV-visible.” Los materiales electrocromicos tienen multitud de
aplicaciones por lo que han sido utilizados en la fabricacion de
diversos dispositivos tales como ventanas capaces de controlar
la cantidad de luz que permiten pasar, espejos electrocromicos
que se montan ya en la mayor parte de los automoviles, gafas o

pantallas protectoras en casos o mascaras para soldadores.”7

Hiinig y colaboradores propusieron en 1999 una estructura ge-
neral para estos compuestos electrocromicos.””’® Esta estructura
contiene una agrupacion violeno con grupos funcionales en sus
extremos que, al ser oxidada o reducida por completo, da lugar
a colorantes poli-metinicos de estructura cerrada como son las
merocianinas, oxonoles o cianinas. En estos sistemas, debido a
sus caracteristicas electronicas, la concentracién de violeno es
despreciable debido a la elevada estabilidad de las formas oxida-
das o reducidas. Dentro de este tipo de compuestos, se pueden

incluir algunos derivados del tetrafenileteno;” de hecho, son
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bien conocidas desde 1872 las propiedades electrocromicas del

tetrakis(4-hidroxifenil)eteno.8

H3Cn(H2C)—NC\>—<\jN+-(CH2)nCH3 N

BPYCs

BDAB l TDAPE l

Figura 5.30. Estructuras electrocromicas.

El 4,4’-bis(N,N-dimetilamino)bifenilo (BDAB) también pertenece
a este tipo de compuestos y sus propiedades electroquimicas y
electrocrémicas, han sido profusamente estudiadas, sin em-
bargo, la utilizaciéon dichas propiedades, como mecanismo de
transduccion en el desarrollo de sensores, ha recibido mucha me-
nos atencion.” Hace afios, nuestro grupo de investigacion estuvo
interesado en el uso de derivados del BDAB en el reconocimiento
de cationes y, en el curso de esos estudios, se emplearon los cam-
bios conformacionales inducidos por la oxidacion del BDAB para

conseguir un control electroquimico de la complejacion.®"

Las propiedades electrocromicas del TDAPE han sido descritas,
pero el proceso de oxidacion-reduccion se realiza habitualmente
bajo condiciones electroquimicas. Sin embargo, la oxidacion qui-
mica ha sido menos descrita. Unicamente, en 1961, Anderson et
al. describieron la oxidacion de TDAPE con nitrato de plata;* la
estequiometria de la reaccion fue 1:2 rindiendo disoluciones
acuosas de color purpura que no presentaban absorcion en reso-

nancia electrénica paramagnética (EPR); por lo que se propuso
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para el colorante una estructura dicatiénica (TDAPE?) (figura

5.3).

I I
_N N NG N
X
0 U
>
\'Tl N/ \N N/

@
TDAPE ' ' TDAPE?* '

Figura 5.31. Estructuras del TDAPE y del colorante producto de su oxidacion
TDAPE*.

5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Sintesis del TDAPE

El TDAPE se sintetizé mediante una reaccion de McMurry simé-
trica con 4,4"-bis(dimetilamino)benzofenona utilizando TiCly y
Zn.% Tras purificar con columna cromatografica, se obtuvo el

compuesto deseado con un rendimiento del 69%.

/ / \
— —N N— O,N NO,
H,C=0
O me OO G OO
Piridina Pd/C
O ——» — B S —
THF EtOH
ol e Ra i e R
—N —N N— O,N NO.
\ \ 23 / 2 1 2

Figura 5.32. Sintesis del compuesto 23 (TDAPE).

El mismo compuesto también fue sintetizado por medio de una
reaccion de alquilacion reductiva del compuesto 1 con formal-

dehido e hidrogeno (3 bares) y catalizada con Pd/C (10%).% Tras
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Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO

realizar una purificacién con columna cromatografica, se obtuvo

el compuesto deseado con un rendimiento del 65%.

Teniendo en cuenta el menor rendimiento del segundo procedi-
miento y que este requiere 2 pasos desde el producto TPE comer-
cial, el procedimiento basado en la McMurry resulté mas conve-

niente.

5.2.2 Reaccion del TDAPE con didxido de nitrogeno
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Figura 5.33. Espectros de absorcién UV-visible del TDAPE 10 uM en THF/agua
(1:9, v:v) antes (rojo) y después (azul) de ser tratados con NO».

Teniendo en cuenta que el potencial redox del NO: (0,89-1,13 V)
es adecuado® para la oxidacion del 1,1,2,2-tetrakis(4-(dimetila-
mino)fenil)eteno, se comenzo por tratar disoluciones de TDAPE
en THF/agua (1:9, v:v) con un exceso, 53000 ppm, de didxido de
nitrégeno. El cambio de color en la disolucién, de amarillo a vio-
leta, resulto evidente y el espectro UV-vis (figura 5.5) del pro-
ducto oxidado result6 idéntico al descrito para el TDAPE tras

oxidacion electroquimica.
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De este modo, se comprobd que el color era debido a la forma-
cién del dication (TDAPE?*). También se observé que dicho cam-
bio de color era reversible a pH mayor de 10, ya que a ese pH el
potencial redox del dication es capaz de oxidar al agua. Esos pro-

cesos se muestran en la figura 5.6.

NaOH (pH=12)

2+

pH=14 12 10 8

Figura 5.34. Ruta de oxidacion del TDAPE con NO; al dication y su reduccién
a pH>12.

El mismo cambio de color se produce en el producto sélido al

exponerlo al diéxido de nitrogeno (figura 5.7).

Se-
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Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO
Figura 5.35. Oxidacion de TDAPE so6lido con NOa.

Al exponer disoluciones de TDAPE en diversos disolventes
(THF, DMSO y MeCN) a atmosferas con concentraciones cre-
ciente de NO», se observé el mismo cambio de color, de lo que se
deduce que la reaccion es de aplicacion general, aunque el efecto
mas acusado se obtuvo al emplear MeCN/agua (6:4 v:v) como
disolvente. Por ello decidimos estudiar, en estas condiciones, la
aplicabilidad de este compuesto como quimiosensor cromogé-
nico de didxido de nitrogeno. En la figura 5.8 se muestra la valo-
racion de una disolucion de TDAPE 10 uM en MeCN/agua (6:4
v:v) con atmosferas de nitrégeno con cantidades crecientes de

NO:..

TDAPE
1 ppm
2 ppm
3 ppm
4 ppm
5 ppm
6 ppm
—7 ppm

Absorbancia

—8 ppm
——9ppm
—— 10 ppm
——11ppm
—12 ppm

— 14 ppm
16 ppm
Longitud de onda (nm) ——20ppm

Figura 5.36. Valoracion de TDAPE 10 uM en MeCN/agua (6:4, v:v) con NO».

Para estandarizar el tiempo de exposicidon se expusieron alicuo-
tas de una disolucién de TDAPE 10 uM en MeCN/agua (6:4, v:v)
a atmdsferas de aire con cantidades crecientes de diéxido de ni-
trédgeno gas durante 4 minutos y tras un minuto adicional se mi-

dio la absorbancia a 684 nm (figura 5.9).
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Figura 5.37. Cambios en la absorbancia de TDAPE a 684 nm frente a la concen-
tracion de NOa.

Bajo esas condiciones el rango de linealidad fue de 6 a 14 ppm y
el limite de deteccién, estimado usando la aproximacion se-

fal/ruido 3:1, fue de 4 ppm.

5.2.3 Reaccion del TDAPE con didxido de azufre

Como ampliacién de este estudio se expusieron disoluciones de
TDAPE en THF a atmosferas que contenian dioxido de azufre y,
sorprendentemente, también se producia el mismo cambio de co-
lor, aunque en menor extension. Para racionalizar este hecho, ha-
bida cuenta del caracter no oxidante, en principio, del SO, nos
planteamos que la presencia de perdxidos en el THF en combi-
nacion con SO gas, también podia producir la oxidacién. Apo-
yaba esta idea el hecho de que, en otros disolventes tales como el
acetonitrilo, el cambio de color en presencia de SOz no se produ-

7

Cla.
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Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO

Para confirmar esta hipdtesis comenzamos por ensayar si diver-
sos perdxidos eran capaces de promover la oxidacién. Se ensaya-
ron el perdxido de dibenzoilo, perdxido de hidrégeno, triperd-
xido de triacetona (TATP) y el hidroperoxido de terc-butilo. De
todos ellos, sélo el peroxido de dibenzoilo provocd el cambio de
color en las condiciones descritas anteriormente, TDAPE 10 uM
en acetonitrilo:agua 9:1 v:v. Resultado que es coherente con los
datos referidos en la bibliografia donde se describe que el perd-
xido de dibenzoilo oxida al BDAB al cation radical correspon-

diente, asi como al dication.®”

El resto de peroxidos no provocaron cambios en el color de la
disolucion. Este hecho estd de acuerdo con datos bibliograficos
como que la oxidacion del BDAB a la correspondiente sal azul de
Wurster, mediante peréxido de hidrégeno, solo se produce en

presencia de catalizadores, generalmente enzimas.®

Por otra parte, estd bien establecido que el diéxido de azufre
forma complejos con aminas aromaticas.** De hecho, se han uti-
lizado estos complejos de transferencia de carga como base de un
quimiosensor colorimétrico de SO: donde este desplaza una
amina de un complejo con Zn.” Teniendo en cuenta este hecho,
se penso que esta coordinacion podria modificar el potencial de
oxidacién de las aminas y, por tanto, que el TDAPE podria ser
oxidado por otros perdxidos en presencia del SO.. Esto explicaria
que peroxidos presentes en el THF no sean capaces de general
del dication del TDAPE en ausencia de SO, mientras que en pre-

sencia de ese gas si conduzcan al cambio de color caracteristico.
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Para extender este comportamiento a disoluciones de TDAPE en
otros disolventes, se les afiadieron a cantidades controladas de
hidroperoxido de terc-butilo. Este no produce el cambio de color
en el TDAPE a no ser que estas disoluciones se expongan a at-
mosferas conteniendo SO,;. Como consecuencia, el TDAPE se

puede utilizar también para el sensado de didxido de azufre.

La eleccion de este perdxido estd basada en las propiedades
como iniciador de radicales libres del par redox: SO»/t-BuOOH.
Este par redox esta descrito como iniciador de la reaccion de po-

limerizacion de varios metacrilatos.

0,6 TDAPE
] +NO2
+502

Absorbancia

Longitud de onda (hm)

Figura 5.38. Comparacion entre los espectros de UV de TDAPE 10 uM antes
(rojo) y después de la adicion bien de NO; (azul) o bien de SO, (amarillo), en
MeCN/agua (6:4, v:v).

La reaccién de TDAPE en las condiciones habituales, pero en
presencia del par redox SO,/t-BuOOH condujo al esperado cam-
bio de color. De hecho, el espectro UV-visible fue idéntico al de

la reaccion con NO; solo a la misma concentracion (figura 5.10).

La respuesta fue proporcional a la concentracion de hidropero-

xido de terc-butilo hasta alcanzar los 20 uM; mayor cantidad del
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Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO

peroxido condujo a pérdida de sefial seguida de cambios en el
espectro UV-visible. Sin embargo, ni la adicion de perdxido de
hidrdgeno o ni la de triperoxido de triacetona alterd el espectro

de UV que se obtiene en presencia solo de SO..

Para evaluar la aplicabilidad del sistema como quimiosensor cro-
mogénico para dioxido de azufre gas, se valoré una disolucion
de TDAPE 10 uM en MeCN/agua (6:4 v:v) conteniendo 20 uM
de t-BuOOH a atmosferas de nitrogeno con cantidades crecientes

de didéxido de azufre (figura 5.11).

TDAPE
1 ppm
2 ppm
3 ppm
4 ppm
5ppm
6 ppm
——7 ppm
——8ppm
—9 ppm
——10ppm
——11ppm
—12 ppm
——14ppm
16 ppm
Longitud de onda (nm) —20ppm

Figura 5.39. Valoracion de TDAPE 10 uM y t-BuOOH 20 uM en MeCN/agua
(6:4 v:v) con SOs.

Absorbancia

Del mismo modo que antes, se estudio la respuesta de la absor-
bancia a 680 nm de esta valoracion (figura 5.12), donde se ve que
muestra una respuesta lineal entre 5 y 14 ppm de SO> con un li-
mite de deteccion, estimado usando la aproximacion senal/ruido

3:1, de 6 ppm.
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Figura 5.40. Absorbancia a 680 nm en la valoracién de TDAPE 10 uM y -
BuOOH 20 uM en MeCN/agua (6:4 v:v) con SO..

5.2.4 Estudio electroquimico de la oxidacion del TDAPE
por el par SO./t-BuOOH

Para comprender el modo de actuacion del sistema t-
BuOOH/SOy, se realiz6 un estudio de las propiedades electroqui-
micas de la  1,1,22-tetrakis(4-(dimetilamino)fenil)eteno
(TDAPE). Para ello, se realizaron medidas de voltamperometria
ciclica de tres soluciones de TDAPE 1 mM: Una en DMSO, otra
en DMSO y agua (10% agua v:v), y otra en DMSO, THF y agua
(10% THF y 10% agua v:v), utilizando hexafluorofosfato (V) de
tetrabutilamonio 0,1 M como sal de fondo. Las soluciones fuero
opcionalmente desoxigenadas burbujeando argon durante 10-15
min y se mantuvieron bajo atmosfera del mismo gas durante las
medidas voltamperométricas. Los potenciales se referenciaron a

Ag/AgCl acuoso.
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Capitulo 5: Deteccion de NOz y SO

La figura 5.13 compara los voltamperogramas ciclicos en el GCE
de disoluciones 1 mM de TDAPE en DMSO a) con desoxigena-
cién y b) tras aireacion para conseguir saturacion de O.. El com-
puesto muestra un proceso de oxidacion reversible que esta ca-
racterizado por sefiales bien definidas de oxidacién (A1) y reduc-
cion (C1). La separacion entre picos tiende a un valor de 30 mV,
para velocidades de barrido bajas, y que corresponden a proce-
sos reversibles bi-electronicos. El potencial formal de electrodo,
determinado como la semisuma de los potenciales de los picos

catddico y anddico, fue de +0,22 V vs. Ag/AgCl.

C1 10 PA
Al (a
COX
C1
AOX
Al (b
1.0 0.0 -1.0

E / Vvs. Ag|AgCl

Figura 5.41. Voltamperogramas ciclicos en el GCE de disoluciones 1 mM de
TDAPE en 0,1 M BusNPFs/DMSO a) con desoxigenacion y b) tras aireacion. Ve-
locidad de barrido 50 mV/s.

La aireacion de la celda no provoca cambios aparentes en la res-
puesta voltamétrica del TDAPE ni en la del par O,/O,™ que con-

siste en una transferencia mono-electronica reversible (picos
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Cox/Aox con una separacion que tiende a los 59 mV a bajas veloci-
dades de barrido) a -0,65 V vs. Ag/AgCl, que concuerda con los
datos bibliograficos.®>® Estos procesos pueden representados del

siguiente modo:

TDAPE — TDAPE* +2e- (1)
Oxte = O (2)

La ausencia de cambios en la respuesta voltamétrica en los pares
TDAPE?*/TDAPE y O,/O;" sugiere que no hay una interaccion
directa entre estas especies, es decir, el oxigeno no oxida el

TDAPE en las condiciones experimentales.

La naturaleza bi-electronica del par C1/A1 concuerda con la elec-
troquimica descrita por Hiinig para los compuestos relacionados

violeno/cianeno.””.78

Al aplicar los métodos descritos® para determinar el estado de
oxidacion del compuesto original, se confirma que tras la entrada
de O; en la celda electroquimica, el TDAPE permanece en su

forma reducida.
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d) Coo

ox

b)

16 0.0 _16 1.6 0.0 _16
E / Vvs. Ag|AgCI E / Vvs. Ag|AgCI

Figura 5.42. Voltamperogramas ciclicos de disoluciones saturadas de aire 0,1 M
BuwNPF¢/DMSO a) TDAPE 1 mM; b) SO, 38000 ppm; c) 1 mM de TDAPE +SO»;
t-BuOOH 1 mM d) antes y e) tras burbujeo de SO, (+O2). Velocidad de barrido
50 mV/s.

La figura 5.14 compara los voltamperogramas (GCE) de disolu-
ciones 0,1 M BusNPF¢/DMSOQO saturadas de aire a) TDAPE 1 mM;
b) SO; 38000 ppm; c) 1 mM de TDAPE + SO.. La disoluciéon
muestra las pares C1/A1 y Cox/Aox descritas antes y acompafiadas
por una leve senal anddica (A2) a aproximadamente 0,85 V, atri-
buibles a oxidacion monoelectronica del cation TDAPE?* gene-
rado en el proceso Al y una prominente onda de oxidacion irre-
versible a 1,2 V (A3), atribuible a la degradacion oxidativa de los
anillos aromaticos. La sefial A2 aumenta al afiadir THF al elec-

trolito como se ve en la figura 5.15.
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Figura 5.43. Voltamperogramas ciclicos de disoluciones saturadas de aire 0,1 M
BuyNPF¢/DMSO + agua (10% v:v) y THF (10% v:v) tras 48 h. Barrido de poten-
cial iniciado en direccion positiva en 0,0 a) y 0,5 V b). Velocidad de barrido
50 mV/s. Las lineas puntadas indican la linea base de corriente cero y la flecha
marca la prominente corriente catddica inicial en el voltamperograma.

Conviene indicar que, como puede verse en la figura 5.14b, la
disolucion saturada de SO, no muestra cambios electroquimicos
durante las condiciones experimentales, mientras que TDAPE +
SO; es practicamente idéntica que la disoluciéon original de
TDAPE, indicando que no hay una interaccion significante entre
estas especies en la escala de tiempo de los experimentos voltam-

peromeétricos.

La figura 5.14 d) y e) compara las voltamperometrias al anadir ¢-
BuOOH 1 mM; antes y después de burbujear SO junto con O..

El hidroperoxido muestra un proceso de reducciéon a-1,6 V (Coo)
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seguido, en el subsecuente barrido anddico, de una onda princi-
pal de oxidacién a 0,0 V (Aoo). A primera vista, esto se puede

describir como:
RC-OOH + H*+e- - RC-OH + HO- (3) (Proceso Coo)

2HO: —» O+ 2H*+2e- (4) (Proceso Aoo)

En presencia de SO, ambas sefiales disminuyen, indicando la

existencia de alguna interaccion entre el hidroperdxido y el SO..

La figura 5.16 muestra el voltamperograma ciclico de disolucio-
nes saturadas de aire 0,1 M BusNPFs/DMSO con un 10% de agua
de TDAPE 1 mM al que se ha ahadido hidroperdxido de terc-bu-
tilo hasta una concentracion de 1 mM. En él se puede ver que las
parejas C1/A1 y Cox/Aox permanecen, en apariencia, inalteradas
mientras que el pico catédico Coo aparece disminuido, en rela-
cién a las disoluciones con el hidroperéxido solo, mientras que
la onda anddica Aoo desaparece. Es interesante destacar que
cuando el barrido de potencial se inicia en la direccién positiva,
justo antes de la sefial A1, la corriente inicial es catddica (esto se
marca con una flecha en la figura 5.16) lo que indica que hay una
porcion significativa de la forma oxidada del TDAPE. Esto se
confirma con la aplicacion del criterio electroquimico por el que
se determina el estado de oxidacion de un despolarizador,® por

lo que hay algun tipo de reaccion entre el TDAPE y el t-BuOOH.
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Figura 5.44. Voltamperograma ciclico de disoluciones saturadas de aire 0,1 M
BusNPF¢/DMSO + Agua (10% v:v) de TDAPE 1 mM +t-BuOOH 1 mM. Veloci-
dad de barrido 50 mV/s.

En consecuencia, se puede proponer, de modo tentativo, un es-
quema de reaccion en el cual, el hidroperdxido de terc-butilo
reacciona lentamente con TDAPE, bajo la asistencia regenerativa

del SO, tal como se muestra en la figura 5.17.
En este esquema, la oxidacion bi-electrénica:

TDAPE + ROOH +2H* —» TDAPE?* + ROH + H,O

Estaria cinéticamente inhibida, siendo reemplazada por el pro-

ceso lento:

TDAPE + 2ROOH + 2H* — TDAPE?* + 2ROH + 2HO
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Este proceso estaria promovido cataliticamente por la regenera-
cién del hidroperdxido de terc-butilo, gracias a la reaccion de los

radicales hidroxilo con el didxido de azufre y el t-butanol:

4HO* +SO; + ROH — SO +2H*+ ROOH + H20

Asi pues, del estudio electroquimico de la reaccién entre el
TDAPE, el +-BuOOH vy el SO, se deduce que el hidroperéxido
reacciona lentamente con TDAPE al tiempo que es regenerado

por el didxido de azufre.

TDAPE ROOH SO,

6 6 XK

TDAPE?* ROH + HO- SO,

Electrodo
Figura 5.45. Esquema tentativo para explicar la formacién de TDAPE* por
reaccion de TDAPE con SO; e hidroperédxido de terc-butilo.

5.3 Conclusiones

En conclusidn, se ha demostrado que la oxidacién quimica del
TDAPE produce el dication TDAPE?, fuertemente coloreado
que puede ser util como sensor cromogénico de un gas oxidante
como el didxido de nitrégeno. Ademas, elevando el pH por en-
cima de 10, se consigue la reversibilidad de esa oxidacion, con lo

que el TDAPE puede actuar como quimiosensor para la detec-
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cién de NOs gas con un limite de deteccidon de 4 ppm. Esta res-
puesta puede ser obtenida en diversos disolventes, con elevado

porcentaje de agua, e incluso en fase solida.

Por otro lado, dicha oxidacién se puede realizar con perdxido de
dibenzoilo, pero otros peréxidos como el peroxido de hidrégeno
o el hidroperdxido de terc-butilo son incapaces que promover
esta oxidacion. Sin embargo, si se produce la oxidacion con el
consiguiente cambio de color cuando el hidroperéxido de terc-
butilo actia en combinacion con didxido de azufre gas. En con-
secuencia, el TDAPE también puede ser usado como un quimio-

sensor de SO gas con un limite de deteccion de 6 ppm.

El estudio electroquimico permite concluir que no hay una inter-
accion entre las dos especies del par redox t--BuOOH/SO; en las
condiciones utilizadas, sino que el hidroperdxido reacciona len-
tamente con el TDAPE bajo la asistencia regenerativa del SO

gas.
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Capitulo 6: Deteccién de aminas bioldgicas

6.1 Introduccion

La deteccion de analitos de interés bioldgico, en especial molécu-
las neutras, es un campo que despierta un extraordinario interés
debido a sus posibles aplicaciones en la deteccion precoz de dis-
tintas enfermedades. Entre las diferentes metodologias que se
pueden emplear, el uso de quimiosensores y dosimetros quimi-
cos basados en interacciones supramoleculares es una de las mas
atractivas debido a las claras ventajas que presentan estos siste-

mas.

Entre los compuestos de interés bioldgico, las bioaminas despier-
tan un interés especial debido a su impacto en numerosos cam-
pos que van desde su empleo como biomarcadores para diferen-
tes enfermedades®-1% hasta su determinacion en los procesos de
control de calidad de alimentos.!-14 Ciertas bioaminas (figura
6.1) como la dopamina, la espermidina o la putrescina son com-
puestos claves en los sistemas vivos ya que se ven implicados en
muchas funciones biologicas vitales tales como la sintesis de pro-
teinas, la regulacion de la proliferacion celular o la modulacion
de la expresion genética.!’® Por otra parte, la putrescina es tam-
bién el precursor del acido y-aminobutirico (GABA).""® Ademas
de la transcendental importancia del GABA como neurotransmi-
sor en el sistema nervioso central de los mamiferos,!”!8 varios
estudios han demostrado el crucial papel jugado por algunas
bioaminas alifaticas en el campo de la bioquimica médica, como
por ejemplo marcadores de algunos tipos de cancer'” o en rela-

cién a la toxicidad de ciertos alimentos.!20
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HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ HZN/\/\/NHZ
H

HO NH,
:@A/ Espermina Putrescina
HO

HZN\/\/\H/\/\NHZ HoN o~~~ NH2

Espermidina Cadaverina

Dopamina

Figura 6.1. Estructuras de algunas de las bioaminas de interés.

Por otra parte, durante los tltimos 30 afios se ha realizado un
tremendo esfuerzo para desarrollar métodos sencillos y fiables
para la deteccion de dopamina (DA).'?-1%5 Niveles anormales de
DA se han relacionado con diferentes trastornos neuroldgicos ta-
les como la esquizofrenia, la enfermedad de Huntington o la de
Parkinson. Como la enfermedad de Parkinson esta relacionada
con niveles marcadamente bajos de DA, la capacidad de detectar
la concentracién de esta molécula en forma selectiva puede tener
aplicacion en el diagndstico de esta enfermedad, asi como en la
evaluacion de la eficacia terapéutica de los tratamientos emplea-
dos para combatirla.'? Por su parte, las bioaminas alifaticas tam-
bién se consideran metabolitos ttiles para la deteccion de algu-

nos tipos de cancer.!27,128

Hay descritos en la bibliografia distintos quimiosensores dpticos
para la detecciéon de DA. Como un ejemplo, se puede citar el
compuesto descrito por K. Secor y T. Glass,'* que contiene en su
estructura un acido borénico capaz de interaccionar con el grupo
catecol de la DA, y una cumarina que ademads de actuar como
unidad sefalizadora se ve involucrada en el proceso de recono-
cimiento a través de la formacién de una imina con la coopera-

cion de una interaccion por enlace de hidrégeno (figura 6.2). La
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presencia de la amina provoca un amortiguamiento en la inten-

sidad de fluorescencia. Se trata por tanto de un sensor ON-OFF.

o i
B(OH), HO
XY Yo X N
|
Et,N 0o~ ~o Et,N o \O/H

Figura 6.2. Quimiodosimetro fluorescente para la deteccién de DA.

Mas recientemente, Liu y colaboradores han propuesto un mé-
todo muy simple para la deteccion de DA, 3 empleando el 4cido

3-hidroxifenilborénico como se indica en la figura 6.3.

NH

HO B(OH), HO /O 2
B\
medio basico, 25°C /s @)

Aex = 417 nm

Figura 6.3. Quimiodosimetro fluorescente para la deteccién de DA basado en
el acido 3-hidroxifenilbordnico.

En relacion con las aminas biologicas de cadena lineal, esper-
mina, espermidina, putrescina, etc.; ademas del empleo de la
agregacion usando nanoparticulas de oro, '3!3 se recoge en la bi-
bliografia el uso de nanoparticulas organicas basadas en comple-

jos de cobre como el que se indica en la figura 6.4.1%
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! 1 \ A= anion
N N~/ 2--N_ .7 X
N7 S= disolvente

Y
@) A A K@ = Cu(ll)

Figura 6.4. Complejo de Cu(Il) para la deteccion de bioaminas alifaticas me-
diante nanoparticulas organicas.

6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Disefio y sintesis de receptores de bioaminas

Teniendo en cuenta nuestro interés en el empleo de derivados de
TPE en el disefio de sensores para distintos analitos, se plante6
la preparacion y estudio de una serie de compuestos capaces ted-
ricamente de modificar sus propiedades fluorescentes en presen-
cia de aminas biologicas haciendo uso del fenomeno AIE. En este
sentido se propuso, en primer lugar, la preparacion del com-

puesto que aparece en la figura 6.5.

|
(0] [©]
ksl Ryt

Figura 6.5. Estructura del SBTPE, un potencial sensor para DA.

El SBTPE contiene en su estructura, ademas del esqueleto de

TPE que actuard como unidad transductora, un acido borénico y
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un éster de N-hidroxisuccinimida. La presencia del acido boré-
nico garantiza la interaccion con el grupo catecol de la DA como
se ha visto anteriormente en este mismo capitulo. Por otra parte,
es bien sabido que los ésteres de N-hidroxisuccinimida reaccio-
nan con aminas en condiciones fisiologicas.!* Dada la disposi-
cion de los grupos en la unidad de TPE, la reaccion con el analito
daria lugar a una restriccion en la rotacion de los anillos aroma-

ticos del TPE induciendo de ese modo el efecto AIE.

La figura 6.6 muestra el primer andlisis retrosintético que se plan-

ted para la obtencion del compuesto deseado.

N{O+OH : HO+O\
ON'N\ Br/\ % NB/\([)I/()j< N

Figura 6.6. Primer andlisis retrosintético planteado para la preparacion de SBTPE.
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La sintesis del SBTPE se abord¢, siguiendo la ruta sintética pro-
puesta, partiendo de la 4,4’-dihidrobenzofenona. Este com-
puesto se hizo reaccionar con un equivalente de 3-bromo-1-pro-
pino para obtener el compuesto 24 (figura 6.7). Para ello, se em-
pled hidruro sédico como base, DMF como disolvente y tempe-
ratura ambiente. En estas condiciones la reaccion transcurrié con
un rendimiento del 8% recuperandose un 83% de producto de
partida sin reaccionar. Por esta razon se modifico la temperatura,
llevandose a cabo el proceso a 50 °C y se cambid la base, em-
pledndose carbonato potasico, pero en estas condiciones lo que

se obtuvo fue el producto dialquilado.

Br/\ o

0]
=
—_——
HO OH HO O X
» /\\

Figura 6.7. Preparacion de la 4,4’-dihidroxibenzofenona monoalquilada (24).

En un nuevo intento se modificaron las condiciones de reaccion,
empleandose tinicamente medio equivalente del bromuro de
propargilo, medio equivalente de carbonato potasico como base
y acetona como solvente; y realizando la reaccion a una tempe-
ratura similar (reflujo).”> En este caso, tras la correspondiente
purificacion se obtuvo el producto deseado con un 25% de ren-
dimiento y se recuper6 el 81% de material de partida. Teniendo
en cuenta que el material recuperado era de alta pureza decidi-
mos repetir la sintesis en reacciones consecutivas hasta obtener
una cantidad de producto adecuada para proseguir la secuencia

sintética.
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Una vez preparado el compuesto 24, se llevd a cabo la sintesis
del 2-azidoacetato de terc-butilo (25) a partir de 2-bromoacetato
de terc-butilo y azida sodica. La reaccion permitié obtener el pro-
ducto deseado con un 99% de rendimiento. Este compuesto fue
utilizado para llevar a cabo la reaccion de cicloadicion azida-al-
quino catalizada por cobre (I) con el compuesto 24 con el fin de
obtener el 2-(4-((4-(4-hidroxibenzoil)fenoxi)metil)-1H-1,2,3-tria-
zol-1-il)acetato de terc-butilo (26, figura 6.8). Para llevar a cabo la
reaccion, se utilizé acetato de cobre (II) y ascorbato sdédico, ambos
en cantidades cataliticas, como fuente de Cu(I), en una mezcla 1:1
de tetrahidrofurano y agua.?® Tras el tratamiento del crudo de
reaccion, el producto se obtuvo practicamente puro con un ren-

dimiento del de 85%.

o V-

O

(o]
?
HO 2 0/\ Cu(AcO), NaAsc HO

THF, H,0
Ta., 24 h

Figura 6.8. Preparacion del compuesto 26.

De todos los posibles ésteres se eligid el de terc-butilo porque es
facil de hidrolizar para generar el acido correspondiente’>® u ob-
tener directamente el cloruro de 4cido,'¥” que serian empleados

en la formacion posterior del éster de la N-hidroxisuccinimida.
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Figura 6.9. Preparacién del compuesto 27.

A continuacion, se realizé una reaccion de sustitucion nucleofi-
lica entre el compuesto 26 y el bromuro de propargilo, utilizando
como base carbonato potdsico y acetona como solvente (figura
6.9). El producto deseado (27) se aislo tras la correspondiente pu-
rificacién con un rendimiento del 40%.

® ©
pph3 PPh; Br

Br
Acetona
_—
Ta.,, 12 h
28
Figura 6.10. Preparacion del compuesto 28.

Una vez obtenido el compuesto 27, se debia llevar a cabo una
reaccion de Wittig usando dicho compuesto y bromuro de
benzhidriltrifenilfosfonio (28) (figura 6.11). Para ello, se sintetizd
el compuesto 28 por medio de una reaccion de sustitucion entre
difenilbromometano y trifenilfosfina con un rendimiento del

33% (tigura 6.10).

A<O ® O A(

PPhs Br

~ 0.0
Lf't f

Figura 6.11. Aproximaci(’)n a la sintesis del compuesto 29 mediante una reac-
cién de Wittig.
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En un primer intento, la reaccion se llevé a cabo usando terc-
butdxido potasico como base y tetrahidrofurano seco como sol-
vente. Sin embargo, bajo estas condiciones no se obtuvo el pro-
ducto deseado ni se pudieron recuperar los reactivos de partida.
Por ello, se volvid a intentar realizar la reaccion utilizando hi-
druro sddico como base y 2-propanol como intercambiador de
protones. Desafortunadamente, tampoco en estas condiciones se

obtuvo el compuesto deseado.

Figura 6.12. Segundo analisis retrosintético planteado para la preparaciéon de SBTPE.
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Dado que la reaccion de Wittig, necesaria para proseguir la ruta
sintética no se producia y ademds cada intento suponia la pér-
dida del producto de partida, se penso en sintetizar la molécula
objetivo haciendo uso de otra aproximacion que se refleja en el

analisis retrosintético mostrado en la figura 6.12.

Para llevar a cabo la sintesis de SBTPE a través de la nueva ruta
sintética disefiada, el primer paso fue la preparacion del 1,1-
bis(4-metoxifenil)-2,2-difenileteno (compuesto 30) por medio de
una reacciéon de adicion de difenilmetano a 4,4’-dimetoxibenzo-
fenona, utilizando n-butillitio como base y tetrahidrofurano seco
como solvente.’®® Tras un proceso de purificacién con una co-
lumna cromatografica y se obtuvo el producto deseado con un

rendimiento del 53%.

1) n-Buli, THF
-78°CaTa., 4h
o
2o, OO om0
‘o o/ ‘ 0°CaTa. ‘
s AT Ol g 0
3) TsOH, tolueno o 0~ 2)H,0 HO OH
K 30 31
reflujo, 4 h

Figura 6.13. Sintesis de los compuestos 30 y 31.

A continuacion, se realizd una reaccion de O-desmetilacion en el
compuesto 30 con tribromuro de boro para obtener 1,1-bis(4-hi-
droxifenil)-2,2-difenileteno (compuesto 31, figura 6.13).'* La
reaccion se realizé utilizando diclorometano como solvente y el

compuesto deseado se obtuvo con un rendimiento del 83%.

El paso siguiente era la monoalquilacion del compuesto 31 para

lo que se siguié una estrategia similar a la empleada en la ruta
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sintética anterior, es decir, utilizando 0,5 equivalentes de bro-
muro de propargilo con carbonato potasico (0,5 equivalentes)
como base y acetona como disolvente. Bajo estas condiciones se
obtuvo el producto monoalquilado 32 con un rendimiento del
37% después de purificacion por cromatografia de columna. La
reaccion se repitio empleando KOH (1 equivalente) como base y
DMF como disolvente. En estas condiciones el rendimiento de la

reaccion mejord pasando del 37 al 70%

La reaccion entre el compuesto 32 y 2-azidoacetato de terc-butilo
en las condiciones de cicloadicion azida-alquino catalizada por

cobre (I) condujo al compuesto 33 (figura 6.14)

O O KOHDMF O O \)kj< O Z:Ng
SO, T oo emE ooy
Figura 6.14. Sintesis de los compuestos 32 y 33.

Esta reaccion, inicialmente, se realizé empleando acetato de co-
bre (II) y ascorbato sddico, ambos en cantidades cataliticas, como
fuente de Cu(I). La reaccion se llevo a cabo en una mezcla 1:1 de
tetrahidrofurano y agua a temperatura ambiente durante
4 dias.?® El compuesto 33 se obtuvo impurificado (porcentaje en
la mezcla del 60% mediante los espectros de 'H-RMN) y con ren-
dimientos no demasiado elevados. Por ello, se modificaron las
condiciones de reaccion empleando Cul como fuente de cobre (I)

junto con DIPEA y &acido acético como catalizadores, y tolueno
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como disolvente.'* La reaccion se llevo a cabo a temperatura am-
biente durante 24 horas. En esas condiciones, parte del producto
precipitd puro en el medio de reaccidn, por lo que se pudo sepa-
rar por centrifugacion y decantacion del sobrenadante con un

rendimiento del 60%.

El paso siguiente en la secuencia sintética era la alquilacion del
fenol libre del compuesto 33 con bromuro de propargilo para ob-
tener el compuesto 29. Esta reaccion, andloga a otras que ya se
habian realizado, parecia que no deberia originar problemas. Sin
embargo y pese a que se emplearon distintas condiciones de base
y disolventes (KoCOs/DMF, NaH/DMF, DBU/acetona vy
K>COs/acetona) y diferentes temperaturas y tiempos de reaccion
no se logré obtener el producto deseado aislandose el compuesto

de partida con impurezas de dificil identificacién (figura 6.15).

4 %
sUsla Bl s¥ele!
peg f v O f

Figura 6.15. Intento de preparacion del compuesto 29.

Vistas las enormes dificultades que aparecian en las secuencias
sintéticas disefiadas para la preparacion del SBTPE. Se decidio
emplear la experiencia obtenida en todos los intentos sintéticos
para preparar un compuesto que pudiera reconocer bioaminas
alifaticas. Para conseguir este objetivo se decidié preparar el

compuesto 36 (figura 6.16).
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N N
Oﬁ) K(o
OH OH

Figura 6.16. Compuesto disefiado para reconocer bioaminas alifaticas
(compuesto 36).

El compuesto 36 era un buen candidato para el reconocimiento
de bioaminas alifaticas ya que la disposicién de los dos acidos
carboxilicos era la adecuada para la interaccion con diaminas li-
neales. Si la interaccion que se produjese fuera intramolecular,
ello originaria una restriccion en la libre rotaciéon de los anillos
de fenilo y por tanto un efecto AIE. Ademas, de ser este el tipo
de interaccion producido podria presentar una cierta selectivi-
dad relacionada con la longitud de la cadena. Si, por el contrario,
la interaccion fuese intermolecular, podria originar una agrega-

cion con lo que también se observaria un efecto AIE.

La sintesis de 36 se pensd abordar segun se indica en la figura
6.17 partiendo del compuesto 7 que se prepar6 de la forma que

se ha indicado anteriormente.
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Sacutl
7 N
Figura 6.17. Analisis retrosintético para la preparacion del compuesto 36.
El primer paso de la sintesis fue la dialquilacion del compuesto
31 que se llevd a cabo en las condiciones habituales sin mas que
modificar las cantidades de bromuro de propargilo pasando de

usar 0,5 equivalentes a emplear 2,2. En estas condiciones el pro-

ducto 34 se obtuvo con un rendimiento del 99% (figura 6.18).

QD ey, QD
| K,CO5 acetona |
—_—
O O Reflujo, 12 h M O O Jl
HO OH (¢} [©)
31 34

Figura 6.18. Preparacion del compuesto 34.

La reaccion de cicloadicion azida-alquino catalizada por cobre (I)
con 2-azidoacetato de ferc-butilo, sintetizado con anterioridad,
permitié obtener el compuesto 35 con un rendimiento del 46%.
La hidrolisis del compuesto 35 con acido fosfdrico 85%,'%¢ utili-
zando DCM como disolvente permitié aislar el compuesto 36

puro con un rendimiento del 88% (figura 6.19).
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& 3
Q0 Wik S0
Lo e tohal

H;PO, DCM
Ta, 12h
e O 23
N—N
M
X O O f

Figura 6.19. Preparacion del compuesto 36.

6.2.2 Estudios preliminares de deteccion de aminas bio-

légicas alifaticas

Una vez obtenido el compuesto 36, se realiz6 un estudio prelimi-
nar de su fluorescencia en presencia de algunas aminas bioldgi-
cas (putrescina, cadaverina, espermidina y espermina) (figura
6.1). Todas las pruebas se realizaron con una concentracion
100 uM del compuesto en acetonitrilo, irradiando a 340 nm y con
las ranuras de excitacidon y emision a 5 nm. Se registraron los es-
pectros de nueve mezclas diferentes: una solo con 36 y dos para

cada amina (a concentraciones 10 y a 100 uM).

Cuando se registra el espectro de fluorescencia del compuesto 36
en acetonitrilo 100 uM irradiando a 340 nm se comprueba que el

compuesto es muy poco fluorescente presentando una banda
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muy débil alrededor de 380 nm. Sin embargo, cuando se regis-
tran los espectros del ligando 100 puM en acetonitrilo con 0,1 equi-
valentes de distintas bioaminas alifaticas, se comprueba que en
presencia de cadaverina no hay cambios apreciables mientras
que en presencia de espermina y espermidina, se produce un
claro incremento de fluorescencia apareciendo una banda en

torno a 480 nm (figura 6.20)
300 1

—36

200 4 + Cadaverina

+ Espermidina

+ Espermina

100 A

Intensidad (u.a.)

0 T ——=r T Tt
350 400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 6.20. Espectros de fluorescencia del compuesto 36 (100 1M en acetonitrilo,
Aex =340 nm) solo y en presencia de 0,1 equiv. de distintas bioaminas alifaticas.

La aparicion de la banda de emision en presencia de espermina
y espermidina indica que en estos casos se ha producido una in-
teraccion con el ligando de tal naturaleza que ha desencadenado
un efecto AIE. El hecho de que la cadaverina, la diamina de ca-
dena mas corta, no origine ninguna modificacion sugiere que el
complejo que se forma podria ser 1:1, estando los dos grupos car-
boxilicos de la molécula implicados en el proceso. Por ello, cade-
nas cortas como la cadaverina no dan lugar a complejos estables

mientras que cadenas de longitud mayor si interaccionan ade-
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cuadamente, siendo la espermina la que mejor se adapta al li-
gando y por ello da lugar a un incremento de la fluorescencia

mayor.

Con el fin de comprobar que los efectos observados estaban rela-
cionados con la formacion de complejos se llevé a cabo la misma
experiencia, pero usando una cantidad equimolecular de las ami-
nas. Al aumentar 10 veces la concentracion del analito se despla-
zaria el equilibrio hacia la formacién del complejo incrementan-
dose su concentracion y por tanto el aumento de la fluorescencia.
Como puede verse en la figura 6.21, el incremento en la concen-
tracion de la amina, efectivamente, conduce a un incremento de
la fluorescencia que en este caso es incluso medible para la cada-
verina. De cualquier modo, siempre es la espermina la que ori-

gina un incremento mayor.

800 ~

+ Cadaverina 10 pM
+ Cadaverina 100 pM
+ Espermina 10 pM

)

@

o

o
1

+ Espermina 100 pM

Intensidad (u.a.

350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 6.21. Espectros de fluorescencia del compuesto 36 (100 uM en acetoni-
trilo, Aex =340 nm) en presencia de 0,1 y 1 equiv. de cadaverina y espermina.
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Figura 6.22. Propuesta del complejo formado entre el compuesto 36 y la espermina.

Estos resultados sugieren que en las condiciones de medida se
forman complejos 1:1 con las aminas que pueden ser debidos a
interacciones por puentes de hidrégeno o bien a reacciones de
transferencia de proton (figura 6.22). Estos complejos aumentan
la rigidez del sistema lo que origina un claro incremento de la

emision de fluorescencia.

6.3 Conclusiones

De los resultados obtenidos en las experiencias realizadas se
puede concluir que ninguna de las rutas sintéticas disefiadas
para obtener el receptor de dopamina ha sido eficaz. En el primer
caso todos los intentos llevados a cabo para lograr la preparacion
del esqueleto de TPE a partir de los correspondientes derivados
de benzofenona y difenilbromometano fueron infructuosos. Por
su parte, la sintesis llevada a cabo partiendo del 4,4’-dihidroxite-
trafenileteno tampoco permitio llegar al producto deseado ya
que fue imposible efectuar la alquilacion en el segundo grupo

hidroxilo del TPE.
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En cuanto al receptor disefiado para reconocer aminas bioldgicas
alifaticas, el receptor se pudo obtener con relativa facilidad. El
compuesto fue capaz de reconocer los analitos deseados mos-
trando una cierta selectividad. En efecto, la espermina fue la
amina que dio lugar a cambios mayores de fluorescencia. Los re-
sultados obtenidos al multiplicar por diez las concentraciones de
las aminas sugieren fuertemente que el compuesto acttia como
una pinza molecular interaccionando con las aminas terminales
bien a través de enlaces de hidrégeno o de reacciones de transfe-

rencia de proton.
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Capitulo 7: Conclusiones

En derivados de TPE funcionalizados con anillos de tria-
zol sustituidos con cadenas alifaticas, la intensidad del fe-
nomeno AIE depende tanto de la longitud de la cadena
alifatica en el heterociclo como de la naturaleza del atomo

que esta directamente unido a los anillos aromaticos.

Se ha preparado un derivado del TPE capaz de actuar
como dosimetro quimico para detectar selectivamente
NO a través de una reaccion de cicloadicion de Huisgen
inducida por Cu(I) generado a partir de Cu(Il) usando
NO como agente reductor. El limite de deteccién del do-
simetro es de 15 ppm y el rango de linealidad se encuen-

tra entre 20 y 80 ppm.

Se ha comprobado el derivado del TPE que contiene el
grupo dimetilamino en las posiciones 4,4’,4” y 4" puede
actuar como un sensor quimico capaz de detectar la pre-
sencia de NOs a través de una reaccion de oxidaciéon con
un limite de deteccidon de 4 ppm. El mismo compuesto es
capaz de reaccionar con SO», pero solo en presencia de
hidroperoxido de terc-butilo. El limite de deteccion para

este gas es de 5 ppm.

Se ha conseguido sintetizar un derivado de tipo pinza ca-
paz de interaccionar con bioaminas alifaticas. El sistema
muestra una cierta selectividad que se relaciona con la

longitud de la cadena de la amina.
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Capitulo 8: Procedimiento experimental
8.1 Métodos generales

Todos los reactivos de partida y disolventes se adquirieron co-
mercialmente (Sigma-Aldrich) y se utilizaron sin previa purifica-
cién. Cuando fue necesario, los disolventes se secaron y destila-
ron adecuadamente: El THF sobre sodio/benzofenona, el tolueno

y el DCM sobre cloruro de calcio.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de '"H y °C se re-
gistraron en los espectrometros de RMN Bruker DPX300, AV 400
y AV 500. Todas las mediciones se llevaron a cabo utilizando el

pico de disolvente residual como referencia interna.

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se registraron
en el modo de iones positivos en un espectrometro de masas AB

SCIEX TripleTOF™ 5600 LC/MS.

Los espectros de absorcion se registraron en un espectrofotome-
tro Shimadzu UV-2600 y los espectros de emision en un espec-
trofluorimetro Varian Cary Eclipse, ambos utilizando cubetas de
cuarzo de 10 mm. Estos tltimos fueron suavizados usando el fil-
tro de Savitzky-Golay con 100 puntos de ventana y orden poli-
nomico 5. El THF fue destilado antes de su uso para evitar que el
estabilizador que contiene (BHT) interfiriera en las medidas de

absorcion y emision.

Para las medidas con gases, se utilizé un sistema consistente en
dos caudalimetros controlados por medio de un programa infor-

matico; uno de ellos conectado a una bala del gas interés a
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100 ppm en aire (excepto el NO), y otro conectado a una bala de
nitrogeno puro. La salida de ambos caudalimetros esta conec-
tada a un recipiente de mezcla de gases con tres olivas encargado
a medida. La tercera oliva se conecta a una aguja que permite

burbujear el gas en la solucion deseada (figura 8.1).

Figura 8.1. Sistema de caudalimetros empleado en las medidas con gases. A la
izquierda se observa la bala del gas reactivo, en el centro, el gabinete que con-
tiene los caudalimetros y la electrénica de control, y a la derecha, se encuentra
el recipiente de mezcla de gases, el matraz de burbujeo sobre una placa agita-
dora y una trampa de gases con una disolucién capaz de capturar el gas utili-
zado (NaxCO; saturado, generalmente).

Los rendimientos cudnticos se determinaron utilizando el espec-

trémetro de rendimiento cuantico absoluto Hamamatsu C9920.

Las imagenes de microscopia electronica de barrido se obtuvie-
ron con el microscopio Hitachi S-4100 (20 kV) y las de fluores-

cencia se obtuvieron con el microscopio 6ptico Leica DMR.
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Los experimentos de voltamperometria ciclica se llevaron a cabo
con un potenciostato CH 6601, conectado a una celda convencio-
nal de tres electrodos a 25 °C. Como electrodo de trabajo se uti-
liz6 un electrodo de carbono vitrificado (BAS MF2014, 4rea geo-
métrica 0,071 cm?), de referencia se utiliz6 un electrodo Ag/AgCl
(5 M NaCl) separado de la soluciéon por un capilar Luggin, y

como auxiliar se utilizé un electrodo de alambre de platino.

8.2 Procedimientos de sintesis

8.2.1 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-nitrofenil)eteno (1)

O,N NO,
QO oren O

L

— r

OO T oD
O,N 1 NO,

TPE

En un vaso de precipitados (500 mL), provisto de un iman agita-
dor, y enfriado en bafio de hielo, se mezclaron 4cido nitrico fu-
mante (30 mL) y acido acético glacial (30 mL). A continuacidn, se
anadio6 1,1,2,2-tetrafenileteno (3,02 g; 9,08 mmol) en pequenias
porciones y se dejo agitando a 0 °C durante 90 min.

Despusés, se afiadi6 agua desionizada (250 mL) a la mezcla y esta
se filtrd a vacio. El sélido separado se lavd con mas agua desio-
nizada y se dejo secar al aire. Se obtuvo el compuesto 1 como un

solido amarillo (4,60 g; 99%).
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H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm) 8,07 (d; J=8,8 Hz; 8H); 7,19 (d;
J=8,9 Hz; 8H).
13C RMN (75 MHz, CDCls) 6 (ppm) 147,5; 147,3; 141,7; 131,9; 124,1.

8.2.2 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-aminofenil)eteno (2)

O,N NO, H,N NH,
) 2 O

NiCl,"6H,0

MeOH
WS, (2 O
O,N NO HoN NH
2 1 2 2 2 2

En un matraz de fondo redondo (100 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 1 (2,03 g; 3,96 mmol) y clo-
ruro de niquel (II) hexahidratado (7,53 g; 31,7 mmol) en metanol
(60 mL).

Tras agitar durante 5 minutos la mezcla anterior, se coloco el ma-
traz en un bafio de hielo y se adicioné el borohidruro sédico
(2,40 g; 63,4 mmol) a lo largo de 30 minutos con agitacion. Tras
terminar la adicion, se dejo agitando la mezcla durante 2 h a tem-
peratura ambiente.

Después, se evaporo el disolvente y al crudo se afiadié acido clor-
hidrico 10% hasta que se disolvié completamente, dando lugar a
una disolucion negra que, tras basificar con amoniaco 28%, se
volvio de color turquesa y generd un precipitado blanquecino.
Se extrajo la mezcla anterior sin filtrado previo con acetato de

etilo (3 x 50 mL) y quedd una fase acuosa de color azul oscuro y
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una fase orgdnica de color naranja. Esta tltima se lavo con bicar-
bonato de sodio saturado (50 mL), se secé sobre sulfato de mag-
nesio anhidro, se filtrd por gravedad y, tras evaporar el disol-
vente, se obtuvo el compuesto 2 como un sélido granate (1,45 g;

96%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 6,57 (d; ] = 8,5 Hz; 8H); 6,26 (d;
] =8,5 Hz; 8H); 4,84 (s; 8H).
13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 146,0; 136,7; 132,9; 131,7; 113,1.

8.2.3 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-azidofenil)eteno (3)

HoN NH, N3 N3
1) NaNO, HCl

) O oo (O
0°C1h
2) NaNy H,0

() e () Q)
H,N 5 NH; N3 3 N3

En un matraz de fondo redondo (250 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvio el compuesto 2 (1,49 g; 3,79 mmol) en ace-
tato de etilo (60 mL) Se llevo el sistema a 0 °C y se afiadio acido
clorhidrico 37% (12 mL). Por otro lado, se disolvio nitrito sodico
(1,26 g; 18,3 mmol) en agua desionizada (40 mL) y esta disolu-
cion se adiciond gota a gota sobre el matraz durante 10 min con
agitacion. Después, la mezcla se dejé agitando a 0 °C durante 1 h.
Paralelamente, se disolvié azida de sodio (1,19 g; 18,3 mmol) en
agua desionizada (40 mL) y, cuando hubo transcurrido el tiempo

indicado, esta disolucion se vertid en el matraz de reaccion. A
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continuacion, se dej6 la mezcla agitando a temperatura ambiente
durante 4 horas.

Transcurrido ese tiempo, se vertid la mezcla de reaccion en un
matraz Erlenmeyer (250 mL) con agua desionizada (80 mL) y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 100 mL). La fase organica se lavo
con salmuera (100 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhi-
dro y se filtré por gravedad. Tras evaporar el disolvente, se ob-

tuvo el compuesto 3 como un solido naranja (1,75 g; 93%).

H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 6,97 (d; ] = 8,7 Hz; 8H);
6,79 (d; ] = 8,7 Hz; 8H).
3C RMN (75 MHz, CDCl3) d (ppm) 140,1; 139,6; 138,6; 132,8; 118,8.

8.2.4 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-
1-il)fenil)eteno (4)

N @
N N N—N N—N
o0 . O
— e —
Cu(AcO)z’ NaAsc
() ) e WS,
Ta., 12h
N3 N3 N—N N—N
3 N/ N

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 3 (102 mg; 0,206 mmol) y
1-hexino (100 pL; 0,89 mmol) en tetrahidrofurano (4 mL). Por

otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (16 mg;
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0,082 mmol) y ascorbato sédico (32 mg; 0,16 mmol) en 2 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertid la disolucion de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,
que se dejo agitando a temperatura ambiente durante 12 h.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (12 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 20 mL). La fase orgénica se lavé con
salmuera (20 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 4 como un solido amarillo (146 mg; 88%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm) 7,68 (s, 4H); 7,55 (d; | = 8,6 Hz; 8H);
7,22 (d; ]=8,6 Hz; 8H); 2,78 (t; | =7,7 Hz; 8H); 1,70 (q; ] =7,4 Hz; 8H);
1,41 (h, J=7,3 Hz; 8H); 0,94 (t; ] = 7,3 Hz; 12H).

BC RMN (75 MHz, CDCls) o (ppm) 149,4; 142,7; 140,3; 136,2; 132,6;
120,1; 118,7; 31,6; 25,4; 22,4; 13,9.

HRMS (ESI*) para Cso0Hs¢N12 [M+H]*, calculada: 825,4829.

Encontrada: 825,4817.

8.2.5 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-pentil-1H-1,2,3-tria-
zol-1-il)fenil)eteno (5)

/\/N\/g 2fN\/\
W I

N3 N3 N-N N—N
o0 . o
— —_————— —
Cu(AcO),, NaAsc
2 Q T, 0 (2 Q
N, N, Ta., 12h NN N—n
3 NS 5 AN
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En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 3 (146 mg; 0,295 mmol) y
1-heptino (170 pL; 1,3 mmol) en tetrahidrofurano (4 mL). Por
otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (26 mg;
0,13 mmol) y ascorbato sddico (48 mg; 0,28 mmol) en 2 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertid la disolucion de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,
que se dejé agitando a temperatura ambiente durante 12 h.

Tras este tiempo, se adicion6 salmuera (12 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 20 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (20 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtré. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 5 como un soélido amarillo (225 mg; 87%).

H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 7,68 (s, 4H); 7,54 (d; ] = 8,3 Hz; 8H);
7,20 (d; J=8,4 Hz; 8H); 2,75 (t; ] =7,7 Hz; 8H); 1,70 (q; ] =7,5 Hz; 8H);
1,34 (m, 16H); 0,88 (t; ] = 6,9 Hz; 12H).

BC RMN (75 MHz, CDCl3) o (ppm) 149,4; 142,7; 140,3; 136,2; 132,6;
120,2; 118,7; 31,5; 29,2; 25,7; 22,5; 14,1.

HRMS (ESI*) para CssHguN12 [M+H]*, calculada: 881,5455.

Encontrada: 881,5454.
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8.2.6 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-hexil-1H-1,2,3-tria-

zol-1-i)fenil)eteno (6)
r\/'\{‘\/\g m
N—N

N3 N3 — N—N
00 . O
— _— —

Cu(AcO)Z, NaAsc
() O ko § 2 O
Ny N, Ta., 12h N=N N=nN
3 Ny 6 QN

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 3 (100 mg; 0,202 mmol) y
1-octino (120 pL; 0,80 mmol) en tetrahidrofurano (4 mL). Por otro
lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (16 mg;
0,081 mmol) y ascorbato sédico (32 mg; 0,16 mmol) en 2 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertid la disolucion de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,
que se dejo agitando a temperatura ambiente durante 12 h.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (12 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 20 mL). La fase orgénica se lavé con
salmuera (20 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 6 como un so6lido amarillo (159 mg; 84%).

1H RMN (300 MHz, CDCls)  (ppm) 7,67 (s, 4H); 7,55 (d; ] = 8,6 Hz; 8H);
7,21 (d; ] = 8,6 Hz; 8H); 2,76 (t; ] =7,7 Hz; 8H); 1,70 (q; ] = 7,2 Hz; 8H);
1,41-1,24 (m, 24H); 0,88 (t; ] = 7,1 Hz; 12H).
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BC RMN (75 MHz, CDCl3) o (ppm) 149,5; 142,7; 140,3; 136,2; 132,6;
120,2; 118,7; 31,7; 29,4; 29,0; 25,8; 22,6; 14,2.

HRMS (ESI*) para CssH72N12 [M+H]*, calculada: 937,6081.

Encontrada: 937,6075.

8.2.7 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-dodecil-1H-1,2,3-tria-
zol-1-il)fenil)eteno (7)

Cu(AcO)Z, NaAsc
() ) o

Ta, 12h

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 3 (100 mg; 0,202 mmol) y
1-tetradecino (200 pL; 0,82 mmol) en tetrahidrofurano (4 mL).
Por otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato
(16 mg; 0,079 mmol) y ascorbato sédico (32 mg; 0,16 mmol) en
2 mL de agua desionizada cada uno, en viales separados. A con-
tinuacion, se vertio la disolucién de cobre (II) sobre la de ascor-
bato y esta mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de
reaccion, que se dejo agitando a temperatura ambiente durante
12 horas.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (12 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 20 mL). La fase organica se lavd con

salmuera (20 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
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se filtro. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 7 como un sélido amarillo (222 mg; 86%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm) 7,67 (s, 4H); 7,55 (d; ] = 8,7 Hz; 8H);
7,22 (d; ]=8,6 Hz; 8H); 2,77 (t; | =7,7 Hz; 8H); 1,70 (q; ] =7,5 Hz; 8H);
1,45-1,18 (m, 72H); 0,87 (t; ] = 7,0 Hz; 12H).

BC RMN (75 MHz, CDCls) o (ppm) 149,5; 142,7; 140,3; 136,2; 132,7;
120,2; 118,7; 32,0; 29,8; 29,7; 29,5; 29,4; 25,8; 22,8; 14,2.

HRMS (ESI*) para CsxH120N12 [M+H]*, calculada: 1273,9837.
Encontrada: 1273,9834.

8.2.8 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-(2-bromoetil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)fenil)eteno (8)

Br Br
NN 2\
Br \\ 1

N N N—| —N
3 3 /\/ N N
QO s OO
NaAsc
— _— —
THF, H,0
G2 O e ) O
N3 N3 ”—N N\l‘\f
3 N/ 8 N
Br Br

En un matraz de fondo redondo (100 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 3 (210 mg; 0,43 mmol) y
4-bromo-1-butino (190 uL; 1,96 mmol) en tetrahidrofurano
(12 mL). Por otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihi-
drato (34 mg; 0,17 mmol) y ascorbato sddico (68 mg; 0,34 mmol)

en 6 mL de agua desionizada cada uno, en viales separados. A
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continuacion, se vertio la disolucion de cobre (II) sobre la de as-
corbato y esta mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz
de reaccion, que se dejo agitando a temperatura ambiente du-
rante 24 horas.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (20 mL) al matraz y se ex-
trajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (20 mL), se sec sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtré. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 8 como un sélido naranja (390 mg, 83%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm) 8,65 (s, 4H); 7,77 (d; | =8,7 Hz;
8H); 7,31 (d; ] =8,7 Hz; 8H); 3,78 (t; ] = 6,8 Hz; 8H); 3,26 (t; ] =6,8 Hz;
8H).

8.2.9 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-(2-azidoetil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)fenil)eteno (9)

Br Br N3 N3
NN 7 "N NTR )\
A\ Ui " 1
N N-N N—N

NaN, DMF

SO T 00

N-N N-N
1, \
N/ 8 SN N/ 9 N
Br- Br N3 N3

En un matraz de fondo redondo (100 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvio el compuesto 8 (390 mg; 0,38 mmol) en di-
metilformamida (14 mL). Despusés, se adicioné azida de sodio

(150 mg; 2,27 mmol) y se dejo reaccionando 24 horas.
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Tras ese tiempo, se afiadié agua desionizada (40 mL) y, tras
15 min de agitacion, se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL) y
se lavo la fase organica con agua desionizada (30 mL). Tras eva-
porar a vacio el disolvente se obtuvo el compuesto 9 hiimedo
como un solido naranja (340 mg), que se utiliz6 sin mas purifica-

cién en la siguiente reaccion.

H RMN (300 MHz, DMSO-d;) o (ppm) 8,63 (s, 4H); 7,76 (d; ] = 8,6 Hz;
8H); 7,30 (d; ] = 8,6 Hz; 8H); 3,66 (t; ] =6,7 Hz; 8H); 2,96 (t; ] = 6,7 Hz;
8H).

1BC RMN (75 MHz, DMSO-d;) d (ppm) 144,8; 142,4; 139,9; 135,3; 132,3;
120,9; 119,4; 49,7; 25,0.

HRMS (ESI*) para Cs»HssNos [M+Na]*, calculada: 899,3452.
Encontrada: 899,3432.

8.2.10 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(4-(2-(4-hexil-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-1-ilo)fenil)eteno (10)

N3 N3 N':N‘N N’NN
N /N ~ 0 @ =
N—N N-N

Cu(AcO NaAsc
0 Q.
Ta., 24h

En un matraz de fondo redondo (50 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron el compuesto 9 (101 mg; 0,12 mmol) y
1-octino (76 uL; 0,50 mmol) en tetrahidrofurano (6 mL). Por otro

lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (9 mg;
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0,04 mmol) y ascorbato sddico (18 mg; 0,09 mmol) en 3 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertid la disolucion de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,
que se dejo agitando a temperatura ambiente durante 24 h.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (15 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 20 mL). La fase orgénica se lavé con
salmuera (20 mL), se secO sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 10 como un sdlido amarillo anaranjado (147 mg; 98%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm) 7,60 (s, 4H); 7,49 (d; ] = 8,7 Hz; 8H);
7,23 (s, 4H); 7,19 (d; |=8,6 Hz; 8H); 4,72 (t; ] =6,8 Hz; 8H); 3,42 (t;
J=6,8 Hz; 8H); 2,65 (t; ] = 7,7 Hz; 8H); 1,39-1,05 (m, 32H); 0,85 (t, 12H).
13C RMN (101 MHz, CDCls) d (ppm) 148,5; 144,2; 142,9; 140,3; 135,9;
132,6; 121,4; 120,2; 120,1; 49,1; 31,6; 29,5; 28,9; 26,8; 25,7; 22,6; 14,2.
HRMS (ESI*) para C7sHo>Nos [M+Na]*, calculada: 1339,7834.
Encontrada: 1339,7818.

8.2.11 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-bromofenil)eteno (11)

8.2.11.1 Reaccion A

O O toXal
O

r
TPE
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En el fondo de un desecador (25 cm de didmetro) se introdujo un
vaso de precipitados (10 mL) con bromo (5,8 ml; 109 mmol). Se
coloco el plato ceramico del desecador en su posicion habitual y,
sobre este, una placa de Petri (10 cm de didmetro) de vidrio con
1,1,2,2-tetrafenileteno (5,15 g; 15,5 mmol) depositado formando
una capa uniforme. Se cerrd la tapa del desecador y se dejé la
oliva ligeramente abierta para evitar sobrepresiones en el interior
y permitir la salida del bromuro de hidrégeno generado. El sis-
tema se dejo reaccionando durante 5 dias.

Tras ese tiempo, se purgo el desecador con aire, usando una
trampa para gases con una disolucion saturada de tiosulfato y
bicarbonato de sodio y se recristalizd el crudo de reaccion con
diclorometano. De esta forma, se obtuvo el compuesto 11 como

un solido cristalino blanco (7,96 g; 79%).

H RMN (500 MHz, CDCls) d (ppm) 7,26 (d; | =8,4 Hz; 8H); 6,84 (d;
J=28,5Hz; 8H).
1BC RMN (126 MHz, CDCls) o (ppm) 141,6; 139,8; 132,9; 131,4; 121,4.

8.2.11.2 Reaccion B

Br, Br
QO pwmee OO

2)Br, 0°C

3) DCM, 50 °C
OO e O
Br Br
11

TPE

En un matraz de fondo redondo, (50 mL) provisto de un iméan
agitador, se disolvid 1,1,2,2-tetrafenileteno (1,03 g; 3,10 mmol) en
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acido acético glacial (10 mL). A continuacion, se enfrio el sistema
a 0°C y se adiciond bromo (1,2 mL; 23 mmol) gota a gota con
agitacion durante 10 min. Después, se afadio diclorometano
(7,5 mL) y se agitd durante 30 minutos a 50 °C.

Posteriormente, la mezcla de reaccion se vertio en un vaso de
precipitados (250 mL) con agua desionizada y hielo (50 mL) y el
precipitado obtenido se lavo con mas agua desionizada y etanol.
Se obtuvo el compuesto 11 puro como un polvo blanco (1,75 g;

87%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm) 7,26 (d; ] =8,7 Hz; 8H); 6,84 (d;
] =8,7 Hz; 8H).

8.2.12 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-((trimetilsilil)etinil)-
fenil)eteno (12)

=—Si—

Br, Br
O Q Pd(PPh3),

Cul

Tolueno, Et3N

o XagR
Br Br

11

—Si Si—
/' \ /\

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (250 mL), provisto
de un iman agitador, se disolvid el compuesto 11 (1,30 g;
2,00 mmol) en tolueno seco (15 mL) bajo atmdsfera de argon. A

continuacion, se inyecto trietilamina seca (45 mL) y se afiadieron
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yoduro de cobre (I) (159 mg; 0,84 mmol) y tetrakis(trifenilfos-
fina)paladio (0) (467 mg; 0,40 mmol) bajo corriente de argdn.
Acto seguido, se calent6 la mezcla a 60 °C y se inyectd etiniltri-
metilsilano (2,12 mL; 15,0 mmol). Tras 15 minutos de agitacion,
se elevod la temperatura de la mezcla a 80 °C y se dejo agitando
durante 24 horas.

Pasado ese tiempo, se dejo enfriar la mezcla a temperatura am-
biente y se filtr6 a vacio sobre tierra de diatomeas. El liquido fil-
trado se evaporo a sequedad y el crudo obtenido se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (hexano:acetato de
etilo, 95:5, v:v); obteniéndose el compuesto 12 como un soélido

amarillo (1,01 g; 70%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm) 7,20 (d; ] =8,7 Hz; 8H); 6,89 (d;
] =8,5 Hz; 8H); 0,23 (s, 36H).

5C RMN (75 MHz, CDCl;) d (ppm) 143,3; 141,0; 131,7; 131,3; 121,7;
105,1;95,1; 0,1.

8.2.13 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-etinilfenil)eteno (13)
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En un matraz de fondo redondo (50 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvid el compuesto 12 (940 mg; 1,31 mmol) en
dietiléter (20 mL). Se afiadid una disolucién comercial de fluo-
ruro de tetrabutilamonio 1,0 M en tetrahidrofurano (5,5 mL;
5,5 mmol) y se dejé agitando a temperatura ambiente durante
12 horas.

Tras ese tiempo, el crudo de reacciéon se purific6 mediante cro-
matografia en columna de gel de silice (hexano:acetato de etilo,
8:2, viv). Se obtuvo el compuesto 13 como un sélido amarillo

(407 mg; 72%).

1H RMN (300 MHz, CDCl3) o (ppm) 7,25 (d; J=8,6 Hz;, 8H); 6,94 (d;
J=38,6 Hz; 8H); 3,07 (s; 4H).

13C RMN (75 MHz, CDCls) d (ppm) 143,4; 141,0; 131,9; 131,4; 120,9; 83,6;
77,9.

8.2.14 Sintesis de 1-azidododecano (14)

906 el OO
Br MeOH, reflujo N3

40 h 14

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (25 mL), provisto
de un iman agitador, se disolvieron 1-bromododecano (1,01 g;
4,04 mmol) y azida de sodio (307 mg; 4,72 mmol) en metanol
(10 mL). La mezcla se dejo agitando a reflujo durante 40 horas.

Tras ese tiempo, se afiadio cloroformo (8 mL) a la mezcla, obser-
vandose la aparicién de un precipitado blanco. Tras intentar fil-

trar el solido sin éxito, se lavd la mezcla con salmuera (2 x 20 mL),
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se secd sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtré por grave-
dad. Tras evaporar el disolvente, se obtuvo el compuesto 14

como un aceite incoloro (493 mg; 58%).

H RMN (300 MHz, CDCl;) d (ppm) 3,25 (t; J=7,0 Hz; 2H); 1,58 (q;
J=7,4 Hz; 2H); 1,42-1,20 (m; 20H); 0,88 (t; ] = 6,9 Hz; 3H).

13C RMN (75 MHz, CDCls) d (ppm) 51,6; 32,1; 29,8; 29,7; 29,6; 29,5; 29,3;
29,0; 26,9; 22,8; 14,2.

8.2.15 Sintesis de 1,1,2,2-tetrakis(4-(1-dodecil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)fenil)eteno (15)

\ V4

Q0 7.
— —_— =
Cu(AcO)zl NaAsc

(2 ) o

Ta, 12h
/5 \

En un matraz de fondo redondo (10 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron los compuestos 13 (30 mg; 0,071 mmol)
y 14 (67 mg; 0,32 mmol) en tetrahidrofurano (2 mL). Por otro
lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (5,6 mg;
0,03 mmol) y ascorbato sddico (12 mg; 0,06 mmol) en 1 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertio la disolucidn de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,

que se dejé agitando a temperatura ambiente durante 12 horas.
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Tras este tiempo, se adicion6 salmuera (8 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 10 mL). La fase organica se lavd con
salmuera (10 mL), se secO sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtro. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 15 como un solido amarillo (66 mg; 73%).

1H RMN (300 MHz, CDCl3) d (ppm) 7,67 (s, 4H); 7,59 (d; | = 8,3 Hz; 8H);
7,14 (d; J=8,3 Hz; 8H); 4,36 (t; ]=7,2 Hz; 8H); 1,91 (q; ] =7,4 Hz; 8H);
1,38-1,18 (m, 72H); 0,87 (t; ] = 6,9 Hz; 12H).

BC RMN (75 MHz, CDCls) d (ppm) 147,6; 143,5; 140,8; 132,1; 129,1;
125,4; 119,6; 50,6; 32,0; 30,5; 29,73; 29,66; 29,52; 29,47; 29,2; 26,6; 22,8;
14,3.

HRMS (ESI*) para Cs2Hi2oNi2 [M+H]*, calculada: 1273,9837. Encon-
trada: 1273,9844.

8.2.16 Sintesis de 4,4',4",4"'-(eteno-1,1,2,2-tetrail)tetraben-
zoato de tetra(prop-2-in-1-ilo) (16); 4,4'4"-(2-(4-butilfe-
nil)eteno-1,1,2-triil)tribenzoato de tri(prop-2-in-1-ilo) (17)
y 4,4'-(1,2-bis(4-butilfenil)eteno-1,2-diil)dibenzoato de
di(prop-2-in-1-ilo) (18)

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (250 mL), provisto
de un iman agitador y bajo atmosfera de argoén, se disolvid el
compuesto 11 (1,50 g; 2,32 mmol) en tetrahidrofurano seco
(60 mL). A continuacion, se enfrio la disolucion a -78 °Cy se adi-
ciono n-butillitio 2,2 M en hexano (6,0 mL; 14 mmol) lentamente.
La mezcla se dejo reaccionando durante 6 horas, realizando un
aumento paulatino de la temperatura hasta alcanzar la ambien-

tal. Transcurrido este tiempo, se disminuyd la temperatura de
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nuevo a -78 °C y se introdujo un exceso de didxido de carbono
sOlido en el matraz. Posteriormente, se mantuvo la mezcla en agi-
tacion durante 16 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo indicado, se ahadio acido clorhidrico 10%
(20 mL) y se mantuvo la agitacion 30 minutos mas. Después, se
extrajo con acetato de etilo (3 x40 mL), se sec la fase organica
sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y se eliminé el disol-
vente a vacio. Se obtuvieron 0,61 g de sélido amarillo, siendo su
rendimiento bruto del 52%.

Este solido se introdujo en un matraz de fondo redondo (250 mL)
y se disolvié en dimetilformamida seca (50 mL) bajo atmosfera
de argon. Después, se adiciond carbonato de potasio (1,65 g;
12,0 mmol) y se dejo agitando durante 1 hora. A continuacion, se
adiciono 3-bromo-1-propino (1,7 mL; 9,6 mmol) y se mantuvo
reaccionando durante 2 dias.

Tras ese tiempo, se adicion6 acido clorhidrico 10% (30 mL) para
detener la reaccion, continuando con la agitacion 1 hora mas.
Despusés, se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL), selavo la fase
organica con bicarbonato soédico saturado, se secd sobre sulfato
de magnesio anhidro, se filtrd y se elimind el disolvente por eva-
poracion. El crudo de reaccion se purifico mediante cromatogra-
fia en columna de gel de silice (hexano:acetato de etilo, 95:5 a
70:30, v:v). Se obtuvieron los compuestos 16 (265 mg, 17%), 17
(90 mg, 6%) y 18 (30 mg, 2%); como tres solidos amarillos.
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Compuesto 16:

H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm) 7,83 (d; J=8,7 Hz; 8H); 7,07 (d;
J=8,7Hz; 8H); 4,88 (d; ] = 2,5 Hz; 8H); 2,50 (t; ] = 2,4 Hz; 4H).
BCRMN (75 MHz, CDCL;) d (ppm) 165,4; 147,3; 141,9; 131,3; 129,8;
128,5; 100,1; 75,2; 52,7.

HRMS (ESI*) para Ci»H2sOs [M+Na]*, calculada: 683,1682.
Encontrada: 683,1655.

Compuesto 17:

H RMN (300 MHz, CDCls) 6 (ppm) 7,82 (d; ] =8,0 Hz; 6H); 7,17-6,99
(m, 6H); 6,93 (d; =83 Hz 2H); 6,85 (d; [=8,3Hz 2H); 4,88 (d;
J=2,5Hz; 6H); 2,59-2,43 (m, 5H); 1,60-1,48 (m, 2H); 1,39-1,18 (m, 2H);
0,91 (t; ] =7,3 Hz; 3H).

BCRMN (75 MHz, CDCL;) d (ppm) 165,7; 165,5; 153,9; 148,3; 142,7;
139,2;131,4;131,1;129,7; 129,6; 128,3; 128,02; 127,98; 77,8; 75,2; 52,6; 35,4;
33,4;22,5;14,1.

HRMS (ESI¥) para C+2H30s [M+Nal*, calculada: 657,2253.

Encontrada: 657,2218.

Compuesto 18:

H RMN (300 MHz, CDCl3) o (ppm) d 7,79 (d; ] =8,7 Hz; 4H), 7,06 (d;
] =8,7 Hz; 4H); 6,96-6,82 (m, 8H); 4,88 (d; | = 2,4 Hz; 4H); 2,57-2,46 (m,
6H); 1,61-1,48 (m, 4H); 1,31 (h; ] = 7,4 Hz, 4H); 0,91 (t; ] = 7,3 Hz; 6H).
BCRMN (75 MHz, CDCL;) d (ppm) 165,8; 149,2; 142,2; 140,1; 131,6;
131,3; 131,2; 129,5; 128,0; 127,3; 77,9; 75,1; 52,5; 35,5; 33,4; 22,5; 14,1.
HRMS (ESI*) para C2H0O4 [M+H]*, calculada: 609,3005.

Encontrada: 609,2982.
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8.2.17 Sintesis de 1-azidohexano (19)

NaN,
NS B - SN
DMSO, T.a.
24 h 19

En un matraz de fondo redondo (100 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron 1-bromohexano (1,50 mL; 10,5 mmol) y
azida de sodio (750 mg; 11,5 mmol) en dimetilsulféxido (20 mL).
La mezcla se dejo agitando a temperatura ambiente durante 24 h.
Tras ese tiempo, se afiadid agua desionizada (40 mL) y se man-
tuvo la agitacion durante 30 minutos mas. Después, se extrajo
con dietiléter (3 x 20 mL), se secé la fase organica sobre sulfato
de magnesio anhidro y se filtr6 por gravedad. Tras evaporar el
disolvente a vacio, se obtuvo el compuesto 19 como un aceite in-

coloro y transparente (1,14 g; 85%).
1H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm) 3,26 (t; ] = 6,9 Hz; 2H); 1,66-1,53 (m,

2H); 1,43-1,24 (m, 6H); 0,90 (t; ] = 6,9 Hz; 3H).

8.2.18 Sintesis de 4,4',4" 4"'-(eteno-1,1,2,2-tetrail)tetraben-
zoato de tetrakis((1-hexil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilo) (20)
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En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron los compuestos 16 (40 mg; 0,06 mmol) y
19 (34 mg; 0,27 mmol) en tetrahidrofurano (3 mL). Por otro lado,
se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (5 mg; 0,02 mmol) y
ascorbato sédico (10 mg; 0,05 mmol) en 1,5 mL de agua desioni-
zada cada uno, en viales separados. A continuacidn, se verti6 la
disolucién de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta mezcla se
introdujo inmediatamente en el matraz de reaccién, que se dejo
agitando a temperatura ambiente durante 24 horas.

Tras este tiempo, se adicion6 salmuera (10 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 10 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (10 mL), se sec sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtré. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 20 himedo como un sé6lido naranja claro (95 mg).

H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 7,78 (d; ] = 8,3 Hz; 8H); 7,65 (s, 4H);
7,01 (d; J=8,4 Hz; 8H); 542 (s, 8H); 4,33 (t; J]=7,3 Hz;, 8H); 1,90 (q;
J=7,0 Hz; 8H); 1,40-1,17 (m, 24H); 0,87 (t; ] = 6,9 Hz; 12H).

1BC RMN (101 MHz, CDCl) d (ppm) 166,0; 147,1; 141,7; 131,2; 129,6;
128,7; 124,0; 107,8; 58,3; 50,5; 31,2; 30,3; 26,2; 22,5, 14,0.

HRMS (ESI*) para CesHgoN120s [M+H]*, calculada: 1169,6300.
Encontrada: 1169,6265.
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8.2.19 Sintesis de 4,4',4"-(2-(4-butilfenil)eteno-1,1,2-triil)tri-
benzoato de tris((1-hexil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilo) (21)

O

SN
— 4>

(AcO)2 NaAsc

§ 2 O THE, 1,0

o o Ta., 24h
N N
— — N= =N
= v = 7w 0

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron los compuestos 17 (67 mg; 0,11 mmol) y
19 (59 mg; 0,46 mmol) en tetrahidrofurano (3 mL). Por otro lado,
se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (8 mg; 0,04 mmol) y
ascorbato sodico (16 mg; 0,08 mmol) en 1,5 mL de agua desioni-
zada cada uno, en viales separados. A continuacidn, se vertid la
disolucién de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta mezcla se
introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion, que se dejo
agitando a temperatura ambiente durante 24 horas.

Tras este tiempo, se adiciond salmuera (10 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 10 mL). La fase orgénica se lavd con
salmuera (10 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtro. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 21 como un soélido naranja claro (96 mg; 90%).

1H RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,87-7,70 (m; 6H); 7,65 (s, 3H);
7,13-6,95 (m; 6H); 6,90 (d; ] = 7,9 Hz; 2H); 6,81 (d; ] = 7,9 Hz; 2H); 5,41 (s,
6H); 4,33 (t; ] =7,3 Hz; 6H); 2,50 (t; ] = 7,8 Hz; 2H); 1,89 (m, 6H); 1,52 (q;
J="74 Hz; 2H), 1,41-1,18 (m, 20H); 0,94-0,78 (m, 12H).
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BC RMN (101 MHz, CDCls) d (ppm) 166,34; 166,27; 166,22; 148,18;
148,10; 147,99; 143,1; 142,6; 139,7; 139,2; 131,36; 131,31; 131,1; 129,6;
129,5; 128,34; 128,29; 128,23; 128,15; 58,3; 50,6; 35,4; 33,3; 31,2; 30,3; 26,3;
22,51; 22,46; 14,0.

HRMS (ESI*) para C¢oH73N9Os [M+H]*, calculada: 1016,5762.
Encontrada: 1016,5724.

8.2.20 Sintesis de 4,4'-(1,2-bis(4-butilfenil)eteno-1,2-diilo)di-
benzoato de bis((1-hexil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilo) (22)

_ NN
=, N
o] o
o0 . o O
— —_— —
Cu(AcO), NaAsc
() O o « 2 O
0 Ta., 24 h 0
0 NeNe 0
=/ 18 y J—/ 22

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron los compuestos 18 (32 mg; 0,05 mmol) y
19 (29 mg; 0,02 mmol) en tetrahidrofurano (2,5 mL). Por otro
lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (4 mg;
0,02 mmol) y ascorbato sédico (9 mg; 0,04 mmol) en 1,25 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertio la disolucidn de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,
que se dejé agitando a temperatura ambiente durante 24 horas.

Tras este tiempo, se adiciond salmuera (10 mL) al matraz y se ex-

trajo con diclorometano (3 x 10 mL). La fase orgénica se lavd con

145



salmuera (10 mL), se sec sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 22 himedo como un sélido naranja claro (56 mg).

H RMN (400 MHz, CDCl3) d (ppm) 7,75 (d; ] = 8,0 Hz; 4H); 7,64 (s, 2H);
7,01 (d; ] = 8,1 Hz; 4H); 6,93-6,80 (m, 8H); 5,41 (s, 4H); 4,33 (t; ] = 7,3 Hz;
4H); 2,50 (t; ] =7,8 Hz; 4H); 1,94-1,82 (m, 4H); 1,52 (q; ] =7,6 Hz; 4H),
1,40-1,21 (m, 16H); 0,96-0,80 (m, 12H).

1BC RMN (101 MHz, CDCls) d (ppm) 166,4; 149,0; 144,4; 142,1; 141,05;
141,04 137,8; 131,4; 131,2; 129,4; 129,3; 128,0; 127,6; 58,2; 50,6; 35,4; 33,4;
31,2; 30,3; 26,2; 22,50; 22,47; 14,05; 14,03.

HRMS (ESI¥) para Cs4HesNsO4 [M+H]*, calculada: 863,5224.
Encontrada: 863,5202.

8.2.21 Sintesis de 4,4'4",4"'-(eteno-1,1,2,2-tetrail)-tetra-
kis(N,N-dimetilanilina) (23)
8.2.21.1 Reaccion A

/ \

O.N NO, —N N—
H,C=0

OO0 w0

Pd/C

GO T O 0
O,N NO —N N—
2 1 2 N\ 23 /

En el recipiente del hidrogenador (1 L) se introdujeron el com-
puesto 1 (512 mg; 1,00 mmol), formaldehido (disoluciéon acuosa

37%, 1mL), una cantidad catalitica de Pd/C 10% y etanol
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(100 mL). A continuacidn, se colocd el recipiente en el sistema hi-
drogenador y se sometid a una presion de 3 bar de hidrogeno
durante 12 horas con agitacion constante. Pasado ese tiempo, la
mezcla resultante se filtr6 a vacio sobre tierra de diatomeas y se
evaporo el disolvente a presion reducida. El crudo de reaccion se
purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (he-
xano:acetato de etilo, 6:4, v:v), tras lo cual se obtuvo el compuesto

23 como un solido amarillo lima fluorescente (325 mg, 65%).

H RMN (300 MHz, THF-dg) o (ppm) 6,84 (d; ] =8,9 Hz; 8H); 6,42 (d;
J=9,0 Hz; 8H); 2,85 (s, 24H).

BC RMN (75 MHz, THF-ds) d (ppm) 149,5; 145,2; 135,0; 133,4; 112,4;
40,7.

8.2.21.2 Reaccion B

/ \
wn { O

Piridina

THF, reflujo, 12 h O O
\ 23 /

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (250 mL), provisto
de un iman agitador, se introdujeron 4,4'-bis(dimetilamino)ben-
zofenona (1,01 g; 3,77 mmol), zinc (492 mg; 7,53 mmol) y tetrahi-
drofurano seco (50 mL) bajo atmdsfera de argdn. A continuacion,

se enfrid el matraz a -78 °C mediante un bafio de hielo seco y ace-
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tona y se inyecto cloruro de titanio (IV) (0,4 mL; 3,8 mmol) lenta-
mente. Después, se dejo atemperar fuera del bafio durante 30 mi-
nutos y se inyecto piridina seca (60 uL; 0,8 mmol) en la mezcla
de reaccion. Acto seguido, se llevd la mezcla a reflujo y se dejo
reaccionando 12 h.

Tras ese tiempo, se afiadieron carbonato de sodio 10% (20 mL) y
agua desionizada (100 mL), la mezcla se extrajo con diclorome-
tano (3 x 20 mL) y la fase organica se lavo con salmuera (20 mL)
Esta fase organica se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y se
filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo un sélido
verde lima, que se purifico mediante cromatografia en columna
de gel de silice (hexano:acetato de etilo, 1:10, v:v). Se obtuvo el

compuesto 23 como un sélido verde lima (657 mg; 69%).

H RMN (300 MHz, DMSO-de) d (ppm) 6,74 (d; ] = 8,8 Hz; 8H); 6,44 (d;
J = 8,8 Hz; 8H); 2,82 (s, 24H).

8.2.22 Sintesis de (4-hidroxifenil)(4-(prop-2-in-1-iloxi)fe-
nil)metanona (24)

8.2.22.1 Reaccion A

Br/\

o]
12 h
HO OH .a., HO” ‘ ‘E ‘0/\

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (100 mL), provisto
de un iman agitador, se disolvié 4,4’-dihidroxibenzofenona

(3,00 g; 14,0 mmol) en dimetilformamida seca (25 mL). Una vez
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disuelta completamente, se afiadié hidruro sédico 60% en aceite
mineral (560 mg; 14,0 mmol) y posteriormente, 3-bromo-1-pro-
pino 80% en tolueno (1,25 mL; 11,2 mmol) gota a gota. Tras esta
adicion, la mezcla se dejo agitando durante 12 horas.

Pasado este tiempo, se evapord a vacio parte del disolvente y se
anadio cloruro de amonio saturado (20 mL) a la mezcla. Se
realizd una extraccidon con acetato de etilo (3 x 10 mL), se lavé la
fase orgéanica con salmuera (10 mL) y se secd sobre sulfato de
magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evaporar el disol-
vente a vacio, el solido obtenido (2,88 g) se purificé mediante cro-
matografia en columna de gel de silice (hexano:acetato de etilo,
7:3, viv). Se obtuvo una pequefna cantidad del compuesto 24
(274 mg, 8%) como un sdlido amorfo amarillento, junto con la

benzofenona de partida sin reaccionar (2,49 g; 83%).

H RMN (300 MHz, DMSO-ds) ® (ppm) 10,34 (s, 1H); 7,69 (d; ] = 8,8 Hz,
2H); 7,63 (d; ] = 8,7 Hz; 2H); 7,11 (d; ] = 8,8 Hz; 2H), 6,89 (d; | = 8,7 Hz;
2H); 4,91 (d; ] =2,4 Hz; 2H); 3,63 (t; ] = 2,4 Hz; 1H).

8.2.22.2 Reaccion B

Br/\

o)
K2C03 acetona
HO OH ReﬂUJO 3h HO o

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (50 mL), provisto
de un imdan agitador, se disolvié 4,4’-dihidroxibenzofenona
(1,10 g; 5,15 mmol) en acetona (10 mL). Una vez disuelta comple-

tamente, se afladié carbonato de potasio (351 mg; 2,54 mmol) y
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posteriormente, 3-bromo-1-propino 80% en tolueno (0,28 mL;
2,5 mmol) gota a gota. Tras esta adicion, la mezcla se dejé agi-
tando a reflujo durante 3 horas.

Pasado este tiempo, se afiadidé agua desionizada (20 mL) a la
mezcla y se realizd una extraccion con acetato de etilo
(3x 10 mL). Se 1avé la fase organica con salmuera (10 mL) y se
secd sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad
y evaporar el disolvente a vacio, el sdlido obtenido (1,01 g) se pu-
rific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (he-
xano:acetato de etilo, 7:3, viv). Se obtuvo el compuesto 24
(157 mg, 25%) como un sdlido amorfo amarillento, junto con la

benzofenona de partida sin reaccionar (891 mg; 81%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-de) 0 (ppm) 10,34 (s, 1H); 7,69 (d; ] = 8,9 Hz,
2H); 7,63 (d; | = 8,8 Hz; 2H); 7,11 (d; ] = 8,9 Hz; 2H), 6,89 (d; ] = 8,8 Hz;
2H); 4,91 (d; ] =2,4 Hz; 2H); 3,63 (t; ] =2,5 Hz; 1H).

8.2.23 Sintesis de 2-azidoacetato de terc-butilo (25)

(0] )< NaN3 (0] )<
_—
E’r\)]\o DMF, 60 °C Ns\)J\o
12 h 25

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (100 mL), provisto
de un imdn agitador, se disolvid 2-bromoacetato de terc-butilo
(2,3 mL; 15 mmol) en dimetilformamida (20 mL). A continua-
cidn, se anadio azida sddica (1,20 g; 18,4 mmol) y se dejo la mez-

cla en agitacion a 60 °C durante 12 horas.
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Tras ese tiempo, se anadio agua desionizada (100 mL) y se ex-
trajo con acetato de etilo (3 x 15 mL). Las fases organicas combi-
nadas se lavaron con agua desionizada (3 x 20 mL) y con sal-
muera (20 mL). Tras secar la fase organica sobre sulfato de mag-
nesio anhidro, filtrar y evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo

el compuesto 25 puro como un liquido incoloro (2,40 g; 99%).
1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 3,95 (s, 2H); 1,45 (s, 9H).

8.2.24 Sintesis de 2-(4-((4-(4-hidroxibenzoil)fenoxi)metil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)acetato de terc-butilo (26)

Y,
»

o
O

\_<2:2

0]
o o
/‘)‘\‘\‘i J| Na\)J\OJ< /‘)‘\‘\“
HO 24 O CU(ACO)Z’ NaAsc HO O

THF, H,0 26
T.a., 24h

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvieron los compuestos 24 (194 mg; 0,77 mmol)
y 25 (124 mg; 0,79 mmol) en tetrahidrofurano (8 mL). Por otro
lado, se disolvieron acetato de cobre (II) dihidrato (16 mg;
0,08 mmol) y ascorbato sddico (32 mg; 0,16 mmol) en 4 mL de
agua desionizada cada uno, en viales separados. A continuacion,
se vertio la disolucidn de cobre (II) sobre la de ascorbato y esta
mezcla se introdujo inmediatamente en el matraz de reaccion,

que se dejé agitando a temperatura ambiente durante 24 horas.
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Tras este tiempo, se adicion6 salmuera (12 mL) al matraz y se ex-
trajo con acetato de etilo (3 x 15 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (15 mL), se secO sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtro. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-

puesto 26 como un aceite amarillo (281 mg, 85%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-de) d (ppm) 10,34 (s, 1H); 8,26 (s, 1H); 7,69
(d; ] = 8,8 Hz; 2H); 7,63 (d; ] = 8,7 Hz; 2H); 7,18 (d; ] = 8,8 Hz; 2H); 6,89
(d; = 8,7 Hz; 2H); 5,30 (s, 2H); 5,29 (s, 2H); 1,43 (s, 9H).

8.2.25 Sintesis de 2-(4-((4-(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzoil)fe-
noxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)acetato de terc-butilo (27)

o:Ng o:ﬁ

N

Br —N
/
K CO3 acetona |L /
HO Reﬂwo 12 h

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (25 mL), provisto

~z

de un iméan agitador, se disolvié el compuesto 26 (281 mg;
0,69 mmol) en acetona (7 mL). Una vez disuelto completamente,
se anadio carbonato de potasio (104 mg; 0,76 mmol) y posterior-
mente, 3-bromo-1-propino 80% en tolueno (84 uL; 0,76 mmol)
gota a gota. Tras esta adicion, la mezcla se dejo agitando a reflujo
durante 12 horas.

Pasado este tiempo, se afiadid agua desionizada (20 mL) a la
mezcla y se realizd una extraccion con acetato de etilo

(3 x 10 mL). Se lavo la fase organica con salmuera (10 mL) y se
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seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad
y evaporar el disolvente a vacio, el sélido obtenido (335 mg) se
purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (he-
xano:acetato de etilo, 7:3, v:v). Se obtuvo el compuesto 27 como

un aceite amarillo (123 mg, 40%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-de) d (ppm) 8,26 (s, 1H); 7,72 (d; ] = 9,0 Hz;
4H); 7,20 (d; ] = 8,9 Hz; 2H); 7,13 (d; ] = 8,9 Hz; 2H); 5,30 (m, 4H); 4,92
(d; J=2,3 Hz; 2H); 3,64 (t; ] = 2,4 Hz; 1H); 1,43 (s, 9H).

8.2.26 Sintesis de bromuro de benzhidriltrifenilfosfonio (28)

® ©O
pph PPh; Br

Br
ReﬂUJo 12 h

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (100 mL), provisto
de un iman agitador, se disolvié6 bromodifenilmetano (2,60 g;
10,0 mmol) en acetona (30 mL). Después, se anadio trifenilfosfina
(2,63 g; 10,0 mmol) y se dejo la mezcla agitando a reflujo durante
12 horas.

Pasado ese tiempo, aparecio un precipitado blanco en el matraz
de reaccion que, tras filtrarlo a vacio y lavarlo con dietiléter, re-

sultd ser el compuesto 28 puro. (1,69 g; 33%).

1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 7,92-7,87 (m, 3H); 7,75-7,69 (m,
6H); 7,66-7,59 (m, 6H); 7,38-7,31 (m, 6H); 7,29-7,25 (m, 4H); 7,16 (d;
] =18,2 Hz; 1H).
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8.2.27 Sintesis de 4,4'-(2,2-difenileteno-1,1-diil)bis(meto-

xibenceno) (30)

1) n-Buli, THF
-78°CaTa., 4h

o}
Seae! A
S0, |
m . T
3) TsOH, tolueno o o~
30

reflujo, 4 h

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (250 mL), provisto
de un imdan agitador, se disolvid difenilmetano (2,02 g;
12,0 mmol) en tetrahidrofurano seco (40 mL) bajo atmosfera de
argon. A continuacion, se refrigerd el matraz a -78 °C (bafio hielo
seco/acetona) y se inyect6 n-butillitio 2,2 M en hexano (5,0 mL;
11 mmol) a través de septum gota a gota. Tras finalizar la adi-
Cidn, se retir6 el bafo refrigerante y se dejé la mezcla en agitacion
durante 4 horas.

Pasado este tiempo, se inyectd a través de septum 4,4’-dimetoxi-
benzofenona (2,42 g; 10,0 mmol) disuelta en tetrahidrofurano
seco (10 mL) y se dej6 la mezcla resultante en agitacion a tempe-
ratura ambiente durante 12 horas.

Despusés, se anadio cloruro de amonio saturado (50 mL) y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 50 mL). Las fases organicas combi-
nadas se lavaron con salmuera y secaron sobre sulfato de mag-
nesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evaporar el disolvente
a vacio, se obtuvo un aceite amarillo que se us6 directamente en

la siguiente etapa de la reaccion.
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A continuacidn, se afiadid tolueno seco (80 mL) y acido p-toluen-
sulfénico (380 mg; 2,00 mmol). Una vez afnadidos, se llevo la
mezcla a ebullicidn, utilizando un Dean-Stark para eliminar el
agua generada durante la reaccién y se dejé agitando la mezcla
en esas condiciones durante 12 horas.

Trascurrido ese tiempo, la mezcla se lavé con bicarbonato sédico
saturado (80 mL) y con salmuera (80 mL), y se seco sobre sulfato
de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evaporar el di-
solvente a vacio, el solido obtenido (3,82 g) se purifico mediante
cromatografia en columna de gel de silice (hexano:acetato de
etilo, 9:1, v:v). Finalmente, se obtuvo el compuesto 30 como un

sOlido amarillo (2,08 g; 53%).

1H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm) 7,15-7,06 (m, 6H); 7,06-7,00 (m,
4H); 6,95 (d; ] = 8,9 Hz; 4H); 6,64 (d; ] = 8,8 Hz; 4H); 3,74 (s, 6H).

8.2.28 Sintesis de 4,4'-(2,2-difenileteno-1,1-diil)difenol (31)

AL e A
0°CaTa, 12h |

—_—

|
T e SA®
o o~ HO OH
30 31

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (100 mL), provisto
de un imdn agitador, se disolvié el compuesto 30 (2,00 g;
5,10 mmol) en diclorometano seco (15 mL). Una vez disuelto, se
refrigerd la mezcla a 0 °C (bafio de hielo) y se le inyecto a través
de septum una solucion de tribromuro de boro 1M en DCM

(20,4 mL; 20,4 mmol) gota a gota bajo agitacién constante. Una

155



vez completada la adicion, se retird el bafio refrigerante y la mez-
cla se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 12 horas.

Pasado ese tiempo, se anadio agua desionizada a la mezcla
(20 mL) gota a gota y se realizd una extraccién con acetato de
etilo (3 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera y secaron sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras fil-
trar por gravedad y evaporar el solvente a vacio, se obtuvo el

compuesto 31 puro como un sélido pardo (1,54 g; 83%).

H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) d (ppm) 9,30 (s, 2H); 7,17-7,02 (m, 6H);
6,95-6,91 (m, 4H); 6,74 (d; ] = 8,6 Hz; 4H); 6,48 (d; ] = 8,6 Hz; 4H).

13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 0 (ppm) 155,9; 144,2; 140,6; 137,7; 134,1;
132,0; 130,8; 127,7; 125,9; 114,6.

8.2.29 Sintesis de 4-(2,2-difenil-1-(4-(prop-2-in-1-iloxi)fe-
nil)vinil)fenol (32)

8.2.29.1 Reaccion A

00 e, QD
KCO3 acetona

O O O O J

HO OH HO

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (50 mL), provisto
de un iméan agitador, se disolvié el compuesto 31 (425 mg;
1,17 mmol) en acetona (10 mL). Una vez disuelto completa-
mente, se enfrio la mezcla a 0 °C (bafo de hielo), se afiadi6 car-
bonato de potasio (81 mg; 0,58 mmol) y posteriormente, 3-

bromo-1-propino 80% en tolueno (65 uL; 0,58 mmol) gota a gota.
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Tras esta adicion, se retird el bafio de hielo y la mezcla se dejo
agitando a reflujo durante 3 horas.

Pasado este tiempo, se afiadid agua desionizada (20 mL) a la
mezcla y se realiz6 una extraccion con acetato de etilo
(3 x 10 mL). Se lav¢ la fase organica con salmuera (10 mL) y se
seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad
y evaporar el disolvente a vacio, el sélido obtenido (498 mg) se
purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (he-
xano:acetato de etilo, 8:2, v:v). Se obtuvo el compuesto 32 (95 mg,
37%) como un aceite amarillento, junto con el compuesto 31 sin

reaccionar (208 mg; 49%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 9,33 (s, 1H); 7,17-7,04 (m, 6H);
6,97-6,91 (m, 4H); 6,87 (d; ] =8,9 Hz; 2H); 6,76-6,69 (m, 4H); 6,49 (d;
] =8,7 Hz; 2H); 4,70 (d; ] = 2,4 Hz; 2H); 3,54 (t; ] = 2,3 Hz; 1H).

8.2.29.2 Reaccion B

A0 o QO

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (100 mL), provisto
de un iman agitador, se disolvid el compuesto 31 (1,30 g;
3,57 mmol) en dimetilformamida seca (20 mL). Una vez disuelto

completamente, se afiadié hidroxido de potasio (200 mg;
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3,57 mmol) y posteriormente, 3-bromo-1-propino 80% en to-
lueno (0,20 mL; 1,79 mmol) gota a gota. Tras esta adicion, la mez-
cla se dejo agitando a 50 °C durante 2 horas.

Pasado este tiempo, se evaporé a vacio parte del disolvente y se
anadié cloruro de amonio saturado (20 mL) a la mezcla. Se
realizo una extraccion con acetato de etilo (3 x 10 mL), se lavo la
fase organica con salmuera (3 x 20 mL) y se secé sobre sulfato de
magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evaporar el disol-
vente a vacio, el sélido obtenido (1,44 g) se purificé mediante cro-
matografia en columna de gel de silice (hexano:acetato de etilo,
8:2, viv). Se obtuvo el compuesto 32 (503 mg, 70%) como un
aceite amarillento, junto con el compuesto 31 sin reaccionar

(549 mg; 42%).

H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) d (ppm) 9,33 (s, 1H); 7,17-7,06 (m, 6H);
6,98-6,91 (m, 4H); 6,88 (d; | = 8,8 Hz; 2H); 6,78-6,68 (m, 4H); 6,50 (d;
J=8,6 Hz; 2H); 4,70 (d; ] = 2,4 Hz; 2H); 3,54 (t; ] = 2,3 Hz; 1H).

13C RMN (75 MHz, DMSO-d¢) d (ppm) 155,9; 155,7; 144,0; 143,8; 140,1;
138,5; 136,5; 133,9; 132,0; 131,9; 130,72; 130,70; 127,82; 127,76; 126,2;
126,1; 114,6; 113,9; 79,2; 78,2; 55,3.
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8.2.30 Sintesis de 2-(4-((4-(1-(4-hidroxifenil)-2,2-dife-
nilvinil)fenoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)acetato de
terc-butilo (33)

8.2.30.1 Reaccion A

| || (AcO)2 NaAsc
o0 ke AT O
HO o : HO
32

Ta., 24h

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvio el compuesto 32 (95 mg; 0,24 mmol) y 2-
azidoacetato de terc-butilo (37 mg; 0,24 mmol) en tetrahidrofu-
rano (4 mL). Por otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II)
dihidrato (4,7 mg; 0,024 mmol) y ascorbato sodico (9,3 mg;
0,047 mmol) en 2 mL de agua desionizada cada uno, en viales se-
parados. A continuacion, se vertio la disolucion de cobre (II) so-
bre la de ascorbato y esta mezcla se introdujo inmediatamente en
el matraz de reaccion, que se dejo agitando a temperatura am-
biente durante 4 dias.

Tras este tiempo, se adicion6 salmuera (8 mL) al matraz y se ex-
trajo con acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (10 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtr6. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el com-
puesto 33 como un aceite amarillo (121 mg, 54%) con una pureza

aproximada del 60% (calculada mediante '"H RMN).
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H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 9,32 (s, 1H); 8,17 (s, 1H); 7,17-
7,03 (m, 6H); 6,97-691 (m, 4H); 6,87 (d; J=9,0Hz, 2H); 6,79 (d;
J=8,9 Hz; 2H); 6,74 (d; ] =8,6 Hz; 2H); 6,49 (d; ] = 8,6 Hz; 2H); 5,28 (s,
2H); 5,06 (s, 2H); 1,43 (s, 9H).

8.2.30.2 Reaccion B

Y,

O

A X .
wiok O
| —O> | NN
” Cul, DIPEA, AcOH N A
O O Tolueno, T.a., 24 h O O
HO O HO O
32 33

En un matraz de fondo redondo (50 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvi6 el compuesto 32 (503 mg; 1,25 mmol) y 2-
azidoacetato de terc-butilo (216 mg; 1,38 mmol) en tolueno
(20 mL). A continuacion, se afiadi6 a la mezcla yoduro de cobre
(I) (48 mg; 0,25 mmol), diisopropiletilamina (87 pL; 0,50 mmol) y
acido acético glacial (28 uL; 0,50 mmol), y se dejo agitando du-
rante 24 horas a temperatura ambiente.

Tras este tiempo, se observd la aparicion de un fino precipitado
blanco, por lo que se centrifugo la mezcla y se decantd el sobre-
nadante para separar el solido. Tras lavarlo con pequenas por-
ciones de tolueno y secarlo, se obtuvo el compuesto 33 puro

como un solido blanco (414 mg; 60%).

H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) o (ppm) 9,32 (s, 1H); 8,18 (s, 1H); 7,15-
7,04 (m, 6H); 6,98-6,91 (m, 4H); 6,87 (d; ] =8,8 Hz; 2H); 6,79 (d; ] = 8,9 Hz;
2H); 6,74 (d; ] = 8,6 Hz; 2H); 6,49 (d; ] = 8,7 Hz; 2H); 5,28 (s, 2H); 5,06 (s,
2H); 1,43 (s, 9H).
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8.2.31 Sintesis de 4,4'-(2,2-difenileteno-1,1-diil)bis((prop-
2-in-1-iloxi)benceno) (34)

DD e QD
| K,CO5 acetona |
—_—
O O Reflujo, 12 h |[ O O Jl
HO OH O (€]
31 34

En un matraz de fondo redondo de dos bocas (50 mL), provisto
de un iméan agitador, se disolvié el compuesto 31 (256 mg;
0,70 mmol) en acetona (10 mL). Una vez disuelto completa-
mente, se anadié carbonato de potasio (214 mg; 1,55 mmol) y
posteriormente, 3-bromo-1-propino 80% en tolueno (172 uL;
1,55 mmol) gota a gota. Tras esta adicion, la mezcla se dejo agi-
tando a reflujo durante 12 horas.

Pasado este tiempo, se afiadi6 agua desionizada (20 mL) a la
mezcla y se realiz6 una extraccion con acetato de etilo
(3x 10 mL). Se 1avé la fase organica con salmuera (10 mL) y se
seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad
y evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo el compuesto 34 puro

como un solido amarillo amorfo (307 mg; 99%).

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 7,19-7,07 (m, 6H); 7,00-6,92 (m,
4H); 6,88 (d; ] = 8,7 Hz; 4H); 6,73 (d; ] = 8,8 Hz; 4H); 4,71 (d; ] = 2,4 Hz;
4H); 3,54 (t; ] = 2,3 Hz; 2H).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg) d (ppm) 155,7; 143,6; 139,5; 139,2; 136,3;
131,9; 130,7; 127,8; 126,3; 114,0; 79,2; 78,2; 55,3.
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8.2.32 Sintesis de 2,2'-(((((2,2-difenileteno-1,1-diil)bis(4,1-
fenileno))bis(oxi))bis(metileno))bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-
diil))diacetato de di-terc-butilo (35)

8.2.32.1 Reaccion A

) v
00 WAk COO0
Loa) 8= ooy
2an o
En un matraz de fondo redondo (50 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvio el compuesto 34 (180 mg; 0,48 mmol) y 2-
azidoacetato de terc-butilo (135 mg; 0,86 mmol) en tolueno
(10 mL). A continuacién, se afadi6 a la mezcla yoduro de cobre
(I) (31 mg; 0,16 mmol), diisopropiletilamina (57 uL; 0,33 mmol) y
acido acético glacial (19 uL; 0,33 mmol), y se dejo agitando du-
rante 24 horas a temperatura ambiente.
Tras este tiempo, no se observaron cambios en la mezcla de reac-
cion, por lo que se lavod con salmuera (2 x 10 mL) y se seco sobre
sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evapo-
rar el disolvente a vacio, se obtuvo un aceite amarillo (193 mg)
que resultd contener un 12% del compuesto deseado (segun 'H

RMN), siendo el resto el compuesto 34 sin reaccionar.
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8.2.32.2 Reaccion B

ya g
sU<I ¥ R ele Vs le!
Lot T Yoty

24h o

En un matraz de fondo redondo (25 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvid el compuesto 34 (150 mg; 0,340 mmol) y 2-
azidoacetato de terc-butilo (118 mg; 0,750 mmol) en tetrahidrofu-
rano (10 mL). Por otro lado, se disolvieron acetato de cobre (II)
dihidrato (14 mg; 0,068 mmol) y ascorbato sdédico (30 mg;
0,14 mmol) en 5 mL de agua desionizada cada uno, en viales se-
parados. A continuacidn, se vertio la disolucién de cobre (II) so-
bre la de ascorbato y esta mezcla se introdujo inmediatamente en
el matraz de reaccion, que se dejo agitando a temperatura am-
biente durante 12 horas.

Tras este tiempo, se adiciono salmuera (40 mL) al matraz y se ex-
trajo con diclorometano (3 x 40 mL). La fase organica se lavd con
salmuera (40 mL), se secO sobre sulfato de magnesio anhidro y
se filtrd. Tras evaporar el disolvente a vacio, se obtuvo un aceite
amarillo (255 mg). Tras anadirle tolueno (5 mL), apareci6 un pre-
cipitado blanco, que fue separado por centrifugacion y decanta-
cién del sobrenadante, dando lugar al compuesto 35 puro

(118 mg; 46%).
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1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 8.17 (s, 2H), 7.17-7.05 (m, 6H),
6.99-6.94 (m, 4H), 6.88 (d, ] = 8.8 Hz, 4H), 6.80 (d, ] = 8.9 Hz, 4H), 5.28 (s,
4H), 5.06 (s, 4H), 1.43 (s, 18H).

13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 166,2; 156,6; 143,7; 142,6; 139,7;
139,0; 135,9; 132,0; 130,7; 127,9; 126,3; 126,0; 113,8; 82,4; 60,8; 50,9; 27,6.

8.2.33 Sintesis de acido 2,2'-(((((2,2-difenileteno-1,1-
diil)bis(4,1-fenileno))bis(oxi))bis(metileno))bis(1H-1,2,3-
triazol-4,1-diil))diacético (36)

NN NN wpo o G LD 0
K[N NJ/ Ta., 12h &EN Nf

En un matraz de fondo redondo (10 mL), provisto de un iman
agitador, se disolvio el compuesto 35 (118 mg; 0,16 mmol) en di-
clorometano (2 mL). A continuacidn, se afadi6 gota a gota acido
fosforico 85% (0,10 mL; 1,5 mmol) y se dejé la mezcla en agita-
cion durante 12 horas.

Pasado ese tiempo, se anadi6 agua desionizada (2 mL) a la mez-
clay se extrajo con acetato de etilo (3 x 5 mL). Las fases organicas
combinadas se lavaron son salmuera (5 mL) y se secaron sobre
sulfato de magnesio anhidro. Tras filtrar por gravedad y evapo-
rar el solvente a vacio, se obtuvo el compuesto 36 puro como un

solido amorfo amarillo (91 mg; 91%).
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H RMN (300 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 0 13,36 (s ancho, 2H); 8,17 (s,
2H); 7,19-7,04 (m, 6H); 7,00-6,94 (m, 4H); 6,89 (d; ] = 8,8 Hz; 4H); 6,81 (d;
J = 8,9 Hz; 4H); 5,28 (s, 4H); 5,06 (s, 4H).

3C RMN (75 MHz, DMSO-de) d (ppm) 168,6; 156,6; 143,8; 142,5; 139,7;
139,0; 136,0; 132,0; 130,7; 127,9; 126,0; 113,9; 60,9; 50,6.

8.3 Medidas de absorcion UV-visible

8.3.1 Compuestos 4-7 y 15 en THF y MeOH

Se registraron los espectros de absorcion UV-visible de diez so-
luciones 10 uM diferentes de los compuestos 4-7 y 15. Cada com-
puesto se disolvid por separado en THF y MeOH, y sus espectros

fueros medidos inmediatamente.

A continuacion, se exponen los espectros registrados para cada

compuesto en ambos solventes.

Compuesto 4

En THF, el compuesto 4 presenta una banda principal, centrada
a 282 nm y una segunda banda a 338 nm. Se puede intuir un
hombro sobre 295 nm. En MeOH, ambas bandas estan un poco
desplazadas hipsocromicamente, quedandose en 276 nm vy
332 nm respectivamente. Dado que el hombro no se ha despla-

zado, aparece mas prominente.
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Figura 8.2. Espectros de absorciéon UV-vis del compuesto 4 en THF y en MeOH.

Compuesto 5

En THEF, el compuesto 5 presenta una banda principal, centrada
a 280 nm y una segunda banda a 338 nm. En MeOH, ambas ban-
das estan un poco desplazadas hipsocrémicamente, quedandose
en 275 nm y 331 nm respectivamente. Ademas, presenta un hom-

bro a 297 nm.
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Figura 8.3. Espectros de absorciéon UV-vis del compuesto 5 en THF y en MeOH.
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Compuesto 6

En THF, el compuesto 6 presenta una banda principal, centrada
a 282nm y una segunda banda a 338 nm. Se puede intuir un
hombro sobre 295 nm. En MeOH, ambas bandas estan un poco
desplazadas hipsocrémicamente, queddndose en 276 nm y
332 nm respectivamente. Dado que el hombro no se ha despla-

zado, aparece mas prominente.
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Figura 8.4. Espectros de absorcién UV-vis del compuesto 6 en THF y en MeOH.

Compuesto 7

En THF, el compuesto 7 presenta una banda principal, centrada
a 278 nm y una segunda banda a 338 nm. Se aprecia claramente
un hombro a 300 nm. En MeOH, ambas bandas estdan un poco
desplazadas hipsocromicamente, queddndose en 272nm vy
332 nm respectivamente. Sin embargo, el hombro a 300 nm no se

ha desplazado.
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Figura 8.5. Espectros de absorciéon UV-vis del compuesto 7 en THF y en MeOH.

Compuesto 15

En THF, el compuesto 15 presenta una banda principal, centrada
a 285 nm y una segunda banda a 351 nm. En MeOH, ambas ban-
das estan un poco desplazadas hipsocrémicamente, quedandose

en 281 nm y 341 nm respectivamente.
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Figura 8.6. Espectros de absorcion UV-vis del compuesto 15 en THF y en MeOH.
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8.3.2 Compuestos 9, 10, 16-18 y 20-22 en THF y MeOH

Se registraron los espectros de absorcion UV-visible de diez so-
luciones 10 uM diferentes de los compuestos 9, 10, 16-18 y 20-22.
Cada compuesto se disolvié por separado en THF y MeOH, y sus

espectros fueros medidos inmediatamente.

A continuacidn, se exponen los espectros registrados para cada

compuesto en ambos solventes.

Compuesto 9

En THEF, el compuesto 9 presenta una banda principal, centrada
a 278 nm y una segunda banda a 338 nm. Se aprecia claramente
un hombro a 300 nm. En MeOH, ambas bandas estan un poco
desplazadas hipsocrémicamente, quedandose en 272nm vy
332 nm respectivamente. Sin embargo, el hombro a 300 nm no se

ha desplazado.
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Figura 8.7. Espectros de absorciéon UV-vis del compuesto 9 en THF y en MeOH.
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Compuesto 10

En THF, el compuesto 10 presenta una banda principal, centrada

a 277 nm y una segunda banda a 338 nm. Se aprecia claramente

un hombro a 300 nm. En MeOH, ambas bandas estan un poco

desplazadas
332 nm respe
ha desplazad

0,2 ]

0,2 ]

Absorbancia

0,1 1

hipsocrémicamente, queddndose en 271nm vy
ctivamente. Sin embargo, el hombro a 300 nm no se

0.

—THF

\ MeOH
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Figura 8.8. Espe
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ctros de absorcién UV-vis del compuesto 10 en THF y en MeOH.

Compuesto 16
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Figura 8.9. Espectros de absorcion UV-vis del compuesto 16 en THF y en MeOH.
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En THF, el compuesto 16 presenta tres bandas: La primera por
debajo de 250 nm, la segunda a 297 nm y la tercera banda a
332 nm. En MeOH, el espectro es muy similar, siendo las tres
bandas ligeramente mds intensas y sin apenas desplazamiento

respecto al espectro en THF.

Compuesto 17

En THF, el compuesto 17 presenta tres bandas: La primera a
250 nm, la segunda a 302 nm y la tercera banda a 335 nm. En
MeOH, el espectro es muy similar, siendo las tres bandas ligera-
mente menos intensas y con un pequefo desplazamiento hipso-

cromico (=2 nm) respecto al espectro en THE.
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Figura 8.10. Espectros de absorcion UV-vis del compuesto 17 en THF y en MeOH.

Compuesto 18

En THF, el compuesto 18 presenta dos bandas principales: La
primera a 250 nm, la segunda a 332 nm. También se aprecia un

ligero hombro a 305 nm. En MeOH, el espectro es muy similar al
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registrado en THF, salvo que en este caso el hombro es menos

prominente.
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Figura 8.11. Espectros de absorcién UV-vis del compuesto 18 en THF y en MeOH.

Compuesto 20

En THF, el compuesto 20 presenta tres bandas: La primera por
debajo de 250 nm, la segunda a 299 nm y la tercera banda a
332 nm. En MeOH, el espectro es muy similar, siendo las tres
bandas ligeramente mas intensas y sin apenas desplazamiento

respecto al espectro en THF.
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Figura 8.12. Espectros de absorcion UV-vis del compuesto 20 en THF y en MeOH.
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Compuesto 21

En THEF, el compuesto 21 presenta tres bandas: La primera alre-
dedor de 250 nm, la segunda a 302 nm y la tercera banda a
338 nm. En MeOH, el espectro es muy similar, siendo las dos pri-
meras bandas ligeramente mads intensas y con un pequenio des-

plazamiento hipsocromico (=2 nm) respecto al espectro en THEF.
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Figura 8.13. Espectros de absorcién UV-vis del compuesto 21 en THF y en MeOH.
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Figura 8.14. Espectros de absorcion UV-vis del compuesto 22 en THF y en MeOH.
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En THF, el compuesto 22 presenta dos bandas principales: Una
primera a 250 nm y una segunda banda ancha a 326 nm. También
se intuye un hombro sobre 305 nm En MeOH, el espectro es muy
similar al registrado en THF, pero en este caso el hombro no es

apreciable.

Tras comparar los espectros de los pares de compuestos antes y
después de realizar la reaccion de cicloadicion (9 y 10; 16 y 20; 17
y 21; y 18 y 22), se puede observar que apenas hay cambios en las

bandas de absorciéon de los mismos.

8.3.3 TDAPE (23) con NO: en varios disolventes

Para empezar, se registro el espectro de absorcion UV-visible de
una solucién 10 uM de TDAPE en THF/agua (1:9, v:v) antes y
después de burbujear en ellas una mezcla de concentrada de NO»
en argon (=5% v:v), obtenida a partir de cobre metalico y 4cido
nitrico. El compuesto se disolvio en la mezcla y su espectro fue

medido inmediatamente.
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Figura 8.15. Espectros de absorcion UV-vis del TDAPE 10 uM en THF/agua
(1:9, v:v) antes (rojo) y después (azul) de ser tratados con NO».
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En la figura 8.15 se observa el cambio drastico que experimenta
el espectro de la mezcla. E1 TDAPE presenta dos bandas de ab-
sorcion a 300 y 390 nm respectivamente. Sin embargo, tras bur-
bujear NO, la banda de 390 nm desaparece, la de 300 nm se des-
plaza batocrémicamente 15 nm y aparecen cuatro bandas nuevas

agrupadas de dos en dos (482, 534, 672 y 730 nm)

A continuacion, se midieron los espectros de absorcion de solu-
ciones 10 uM de TDAPE en THF, DMSO y MeCN; antes y des-
pués de burbujear en ellas 100 mL/min de NO» 50 ppm en nitré-

geno/aire (1:1, v:v) durante 5 minutos.

—THF

+NO2

Absorbancia

300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 8.16. Espectros de absorcion UV-vis del TDAPE 10 uM en THF antes y
después de ser tratados con NO..

Como puede verse en las figuras 8.16, 8.17 y 8.18; los espectros
del TDAPE son muy similares en los tres disolventes. Tras el bur-
bujeo con NOy, las soluciones en DMSO y MeCN mostraron es-
pectros con forma casi idéntica, registrandose una mayor absor-
cién en MeCN. Por el contrario, en THF puro el NO> produjo un
espectro con las bandas ensanchadas en comparacion con la mez-

cla THF/agua y el resto de mezclas medidas.
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Figura 8.17. Espectros de absorcién UV-vis del TDAPE 10 pM en DMSO antes
y después de ser tratados con NO».
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Figura 8.18. Espectros de absorciéon UV-vis del TDAPE 10 uM en MeCN antes
y después de ser tratados con NO..

Después, se midieron los espectros de absorcion de soluciones
10 uM de TDAPE en mezclas de THF, DMSO y MeCN con agua
(9:1, viv), después de burbujear en ellas 100 mL/min de NO;

50 ppm en nitrégeno/aire (1:1, v:v) durante 5 minutos.
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Figura 8.19. Espectros de absorciéon UV-vis de soluciones 10 uM de TDAPE en
mezclas de THF, DMSO y MeCN con agua (9:1, v:v), después de ser tratadas
con NOo..

En mezclas de los disolventes mencionados con 10% de agua se
obtienen espectros con forma similar tras tratarlas con NO,. aun
asi, le mezcla MeCN/agua destaco con una mayor absorcion en
todas las bandas, superando incluso a la del espectro en MeCN

solo.

Finalmente, se realiz6 una curva de calibrado de la respuesta del
TDAPE frente al NO:. Para ello, se burbujearon concentraciones
crecientes de este gas en diferentes soluciones 10 uM de TDAPE
en MeCN/agua (6:4, v:v), con un caudal de 100 mL/min. Las mez-
clas se burbujearon bajo agitacion durante 4 minutos y sus espec-
tros se registraron tras un minuto adicional. A cada cambio de
concentracion de gas, el sistema de caudalimetros se dejo funcio-
nando durante 20 minutos para homogeneizar la concentracion
del mismo en el recipiente de mezcla de gases. Las medidas se
realizaron por triplicado y los espectros resultantes se promedia-

ron.

177



TDAPE
1 ppm

0,5 2 ppm
3 ppm
© 04 4 ppm
o
5 ppm
00,3 opp
g — 7 pprr
< 0.2 —: EE;
01 —— 10 ppm
fl ——11ppm
—12 ppm
0
— 14 ppm
16 ppm
Longitud de onda (nm) ——20ppm

Figura 8.20. Valoracion de TDAPE 10 uM en MeCN/agua (6:4, v:v) con NOs2.

8.3.3 TDAPE (23) con SO y -BuOOH en varios disolventes

Para comenzar, se midieron los espectros de absorcion de solu-
ciones 10 uM de TDAPE en THF, DMSO y MeCN; después de
burbujear en ellas 100 mL/min de SOz 50 ppm en nitrégeno/aire

(1:1, v:v) durante 5 minutos.
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Figura 8.21. Espectros de absorcion UV-vis de soluciones 10 uM de TDAPE en
THF, DMSO y MeCN, después de ser tratadas con SO..

Se puede observar (figura 8.21) que el SOz no produjo cambios

en los espectros del TDAPE en DMSO y MeCN, mientras que en
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THEF provoco la disminucion de las bandas propias del TDAPE
junto con la aparicién de una nueva de poca absorbancia sobre

645 nm.

A continuacion, se registraron los espectros de absorcion de so-
luciones 10 uM de TDAPE en mezclas de THF, DMSO y MeCN
con agua (9:1, v:v), después de burbujear en ellas 100 mL/min de

SO, 50 ppm en nitrégeno/aire (1:1, v:v) durante 5 minutos.
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Figura 8.22. Espectros de absorcion UV-vis de soluciones 10 uM de TDAPE en
mezclas de THF/agua (9:1 y 3:7, v:v), DMSO/agua (9:1, v:v) y MeCN/agua (9:1
y 5:5, v:v), después de ser tratadas con SO5.

En la figura 8.22 se observa que en mezclas DMSO/agua y
MeCN/agua, el SO, no produce cambios en el espectro del
TDAPE. Sin embargo, en mezclas THF/agua, se producen cam-
bios significativos: con un 10% de agua, la banda a 645 nm obser-
vada en THF se incrementa, mientras que al 70%, el espectro es

muy similar a los observados con el burbujeo de NO..

Visto esto, se midieron los espectros de absorcion de soluciones
10 uM de TDAPE en MeCN/agua (9:1, v:v) con cantidades cre-

cientes de hidroperdxido de terc-butilo, después de burbujear en
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ellas 100 mL/min de SO 50 ppm en nitrégeno/aire (1:1, v:v) du-

rante 5 minutos.
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Figura 8.23. Espectros de absorcién UV-vis de soluciones 10 uM de TDAPE en
MeCN/agua (9:1, v:v) con cantidades crecientes de hidroperdxido de terc-bu-
tilo, después de ser tratadas con SO..

Se puede observar que la presencia de hidroperoxido de terc-bu-
tilo permite que el SO, produzca cambios en el espectro de ab-
sorcion del TDAPE similares a los que provoca el NO.. La absor-
cion se incrementa proporcionalmente con la cantidad de hidro-
perdxido de terc-butilo presente en el medio hasta llegar a 1 equi-
valente. A partir de ahi el incremento es limitado y ocurre pre-
dominantemente en la tercera banda, que experimenta un ligero

desplazamiento hipsocrémico.

Finalmente, se realizé una curva de calibrado de la respuesta del
TDAPE frente al SO, en presencia de hidroperdxido de t-butilo.
Para ello, se burbujearon concentraciones crecientes de este gas
en diferentes soluciones 10 uM de TDAPE y 20 uM de --BuOOH

en MeCN/agua (6:4, v:v), con un caudal de 100 mL/min. Las mez-

180



Capitulo 8: Procedimiento experimental

clas se burbujearon bajo agitacion durante 4 minutos y sus espec-
tros se registraron tras un minuto adicional. A cada cambio de
concentracion de gas, el sistema de caudalimetros se dej6 funcio-
nando durante 20 minutos para homogeneizar la concentracién
del mismo en el recipiente de mezcla de gases. Las medidas se
realizaron por triplicado y los espectros resultantes se promedia-

ron.

TDAPE
1 ppm
2 ppm
3 ppm
4 ppm
5 ppm
6 ppm
——7 ppm
——8 ppm
—9%ppm
——10ppm
——11ppm
——12ppm
——14ppm
300 400 00 600 700 800 900 -

16 ppm

Longitud de onda (nm) —20ppm

Figura 8.24. Valoracion de TDAPE 10 uM y t-BuOOH 20 uM en MeCN/agua
(6:4, v:v) con SO,.

Absorbancia

8.4 Medidas de fluorescencia

8.4.1 Compuestos 4-7 y 15 en THF/agua y MeOH/agua

Se registraron los espectros de emisién de 110 soluciones 10 uM
diferentes de los compuestos 4-7 y 15 en mezclas THF/agua y
MeOH/agua. Se prepar6 una mezcla diferente para cada com-
puesto, fraccion volumétrica de agua y disolvente organico. Las

mezclas se prepararon a partir de soluciones madre 1 mM de
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cada compuesto en el disolvente organico (THF y MeOH) utili-
zado en cada caso. Al preparar las mezclas, primero se adicion6
el disolvente orgéanico, después la disolucion madre del com-
puesto y finalmente, el agua desionizada. Los espectros se regis-
traron excitando a 350 nm. La abertura de las rendijas de excita-
cion y emision del fluorimetro fue de 5 nm para ambas en las
medidas en THF/agua, y de 2,5 nm y 5 nm respectivamente en

las medidas en MeOH/agua.

Compuesto 4

A fracciones de agua inferiores al 70% en THF/agua e inferiores
al 30% en MeOH/agua, el compuesto 4 muestra una banda de
emision muy débil centrada en 495 nm. Sin embargo, al 80% de
agua en THF y 40% de agua en MeOH, se produce un gran in-
cremento de la intensidad de la banda de emisién, junto con un
desplazamiento hipsocromico de la misma, quedando en 465 nm

y 486 nm respectivamente.

400 1 —0%

10%

—20%

— 300 30%

{n. 0,

= —40%

= —50%

5 200 —60%

&2 —70%

2 80%
C

= 100 A 90%

—99%

0 — o ——
400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 8.25. Espectros de emision del compuesto 4 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.26. Espectros de emisién del compuesto 4 en mezclas MeOH/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.

A partir de este punto, la intensidad de la banda de emision se
incrementa hasta llegar a su maximo con un 90% de agua, se-
guido de un descenso brusco de la misma, junto con un despla-
zamiento batocrémico, al llegar al 99% de agua. En las mezclas
MeOH/agua, se observa un paulatino desplazamiento batocré-
mico de la banda conforme la fraccion de agua aumenta desde el
40% hasta el 90%, mientras que en THF la banda de emisién no

se desplaza entre el 80 y el 90% de agua.

Compuesto 5

1000 ~ —0%

Intensidad (u.a.)

400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 8.27. Espectros de emision del compuesto 5 en mezclas THF/agua con
diferente fraccién volumétrica de agua. El fluorimetro se satura a 1000 u.a.
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Figura 8.28. Espectros de emisién del compuesto 5 en mezclas MeOH/agua con
diferente fraccién volumétrica de agua.

Con fracciones de agua inferiores al 50% en THF/agua, o inferio-
res al 20% en MeOH/agua, el compuesto 5 muestra una banda de
emision muy débil centrada en 495 nm. Sin embargo, con el 60%
de agua en THF, o0 30% de agua en MeOH, se produce un gran
incremento de la intensidad de la banda de emision, junto con un
desplazamiento hipsocromico de la misma, quedando en 465 nm
en ambas mezclas.

A partir de este punto, en THF/agua la intensidad de la banda de
emision se incrementa hasta llegar a su maximo con un 80% de
agua, seguido de un descenso brusco de la misma, junto con un
desplazamiento batocrémico, al llegar al 99% de agua. Sin em-
bargo, en las mezclas MeOH/agua apenas cambia la intensidad
de la emision, pero se observa un paulatino desplazamiento ba-
tocromico de la banda conforme la fraccion de agua aumenta
desde el 70% hasta el 90%. En THF/agua la banda de emisién no

se desplaza entre el 60 y el 90% de agua. A pesar que el fluorime-
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tro se satur6 en un par de medidas, se ha podido estimar su in-
tensidad maxima gracias a medidas de rendimiento cuantico ab-

soluto realizadas posteriormente.

Compuesto 6

1000 1 —0%
—10%
800 1 —20%
30%
— 0%
—50%

600

400 A

Intensidad (u.a.)

200 A

e ——
T T ———T—T

400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 8.29. Espectros de emision del compuesto 6 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua. El fluorimetro se satura a 1000 u.a.
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Figura 8.30. Espectros de emision del compuesto 6 en mezclas MeOH/agua con
diferente fraccién volumétrica de agua.

Con fracciones de agua inferiores al 50% en THF/agua, o inferio-
res al 20% en MeOH/agua, el compuesto 6 muestra una banda de

emision muy débil centrada en 500 nm. Sin embargo, al 60% de
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agua en THF, o 30% de agua en MeOH, se produce un gran in-
cremento de la intensidad de la banda de emisidn, junto con un
desplazamiento hipsocromico de la misma, quedando en 464 nm
y 476 nm respectivamente.

A partir de este punto, en THF/agua la intensidad de la banda de
emision se incrementa hasta llegar a su maximo con un 80% de
agua, seguido de un descenso brusco de la misma, junto con un
desplazamiento batocromico, al llegar al 99% de agua. Sin em-
bargo, en las mezclas MeOH/agua apenas cambia la intensidad
de la emision, pero se observa un paulatino desplazamiento ba-
tocromico de la banda conforme la fraccion de agua aumenta
desde el 70% hasta el 90%. En THF/agua la banda de emisiéon no
se desplaza entre el 60 y el 90% de agua.

Compuesto 7

1000 1 —0%
10%
800 1 —20%
30%
—40%

Intensidad (u.a.)

400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 8.31. Espectros de emision del compuesto 7 en mezclas THF/agua con
diferente fraccién volumétrica de agua.

186



Capitulo 8: Procedimiento experimental

Intensidad (u.a.)

400 450 500 550 600 650
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Figura 8.32. Espectros de emisién del compuesto 7 en mezclas MeOH/agua con
diferente fraccién volumétrica de agua.

Con fracciones de agua inferiores al 40% en THF/agua, o en
MeOH puro, el compuesto 7 muestra una banda de emisién muy
débil centrada en 500 nm. Sin embargo, al 50% de agua en THF,
0 10% de agua en MeOH, se produce un gran incremento de la
intensidad de la banda de emision, junto con un desplazamiento
hipsocrémico de la misma, quedando en 465 nm y 478 nm res-
pectivamente.

A partir de este punto, en THF/agua la intensidad de la banda de
emision se incrementa hasta llegar a su maximo con un 80% de
agua, seguido de un descenso brusco de la misma, junto con un
desplazamiento batocromico, al llegar al 99% de agua. Sin em-
bargo, en las mezclas MeOH/agua la intensidad de la emisién va
disminuyendo ligeramente a partir del 40%. También se obser-
van desplazamientos batocrémicos e hipsocromicos alternados
de la banda conforme la fraccion de agua aumenta desde el 10%
hasta el 99%. En THF/agua la banda de emision no se desplaza

entre el 50% y el 90% de agua.
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Compuesto 15

Con fracciones de agua inferiores al 30% en THF/agua, o en
MeOH puro, el compuesto 15 muestra una banda de emisiéon
muy débil centrada en 515 nm. Sin embargo, al 40% de agua en
THF, 0 10% de agua en MeOH, se produce un gran incremento
de la intensidad de la banda de emision, junto con un desplaza-
miento hipsocrémico de la misma, quedando en 458 nm vy
490 nm respectivamente.

A partir de este punto, en THF/agua la intensidad de la banda de
emision se incrementa bruscamente hasta llegar al 50%, y mas
lentamente su maximo con un 99% de agua, junto con un despla-
zamiento batocrémico al pasar del 90% al 99% de agua. Sin em-
bargo, en las mezclas MeOH/agua la intensidad de la emision se
incrementa rapidamente hasta el 30%, se mantiene constante
hasta el 80% y disminuye bruscamente hasta el 99% de agua.
También se observan un desplazamiento hipsocromico progre-
sivo entre el 30% y el 70% de agua, seguido de un desplaza-
miento batocrémico progresivo entre el 70% y el 99% de agua. En
THEF/agua, se observa un ligero desplazamiento batocromico de
la banda de emision entre el 40% y el 60% de agua, seguido de
otro desplazamiento batocrémico mas brusco entre el 80 y el 99%

de agua.
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Figura 8.33. Espectros de emisiéon del compuesto 15 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.34. Espectros de emisién del compuesto 15 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

8.4.1.1 Medidas de rendimiento cuantico absoluto

Se determinaron los rendimientos cuanticos absolutos de los
compuestos 4-7 y 15 en las mezclas THF/agua y MeOH/agua.
También se registrd el rendimiento cudntico absoluto de los com-

puestos en estado solido.

189



0,5
S04
=
g
o 03 m sélido
=
THF/agua
202 &
= m MeOH/agua
o
20,1

4 5 6 7 15

Figura 8.35. Rendimientos cuanticos absolutos de los compuestos 4, 5, 6, 7 y 15
en estado solido, en mezclas THF/agua y mezclas MeOH/agua. Se utilizaron las
fracciones de agua que proporcionaban la maxima fluorescencia en cada com-
puesto (THF/agua: 4, 90%; 5, 6, 7, 80% y 15, 99%. MeOH/agua: 4, 90%; 5, 70%;
6, 60%; 7, 40% y 15, 60%)

En la figura 8.16 se puede observar que los compuestos 4-7 son
casi el doble de fluorescentes en mezclas THF/agua que en mez-
clas MeOH/agua, mientras que el compuesto 15 muestra una
fluorescencia maxima un 20% mayor en MeOH/agua que en
THF/agua.

Por otro lado, la emision maxima en THF/agua de los compues-
tos 5, 6 y 15 es idéntica (0,36), la emision de 7 es un 12% menor
(0,32) y la de 4 un 45% menor (0,20). En MeOH, los compuestos
5(0,19) y 6 (0,17) tienen rendimientos cudnticos similares, mien-
tras que los compuestos 7 (0,12) y 4 (0,09) tiene rendimientos
cuanticos mas bajos. Sin embargo, el compuesto 15 destaca con
una fluorescencia muy superior al resto en este solvente, con un
rendimiento cuantico de 0,43.

En estado so6lido, los compuestos apenas muestran fluorescencia,
con rendimientos cuanticos en torno a 0,01-0,02; salvo el com-
puesto 5, que destaca entre los demas con un rendimiento cudn-

tico de 0,10.
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8.4.2 Compuestos 9, 10, 16-18 y 20-22 en THF/agua y
MeOH/agua

Se registraron los espectros de emisién de 96 soluciones 10 uM
diferentes de los compuestos 9, 10, 16-18 y 20-22 en mezclas
THF/agua y MeOH/agua. Se prepard una mezcla diferente para
cada compuesto, fraccion volumétrica de agua y disolvente or-
ganico. Las mezclas se prepararon a partir de soluciones madre
1 mM de cada compuesto en el disolvente organico (THF y
MeOH) utilizado en cada caso. Al preparar las mezclas, primero
se adiciond el disolvente orgéanico, después la disolucion madre
del compuesto y finalmente, el agua desionizada. Los espectros
se registraron excitando a 330 nm. La abertura de las rendijas de
excitacion y emision del fluorimetro fue de 2,5 nm y 5 nm respec-

tivamente.

Compuesto 9

—0%

Intensidad (u.a.)

Longitud de onda (nm)

Figura 8.36. Espectros de emision del compuesto 9 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.37. Espectros de emision del compuesto 9 en mezclas MeOH/agua con
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diferente fraccion volumétrica de agua.

El compuesto 9 presenta una baja fluorescencia en las mezclas
THF/agua 2:8 y 1:9, mientras que en el resto de mezclas es nula
(figura 8.36). La banda de emision se desplaza batocromicamente
al aumentar la fraccion de agua (495 a 510 nm). En MeOH/agua,

el compuesto no es fluorescente, salvo en la fraccion 4:6, que

emite sobre 500 nm (figura 8.37).

Compuesto 10

Figura 8.38. Espectros de emision del compuesto 10 en mezclas THF/agua con

—40%
50%
60%
—80%
—90%
—099%

650

Longitud de onda (nm)

diferente fraccién volumétrica de agua.
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Intensidad (u.a.)

Longitud de onda (nm)

Figura 8.39. Espectros de emision del compuesto 10 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

Como se puede observar en las figuras 8.38 y 8.39, el compuesto
10 muestra una emision mucho mayor que el compuesto 9, tanto
en mezclas THF/agua como MeOH/agua. En THF/agua, la fluo-
rescencia se incrementa a partir de la mezcla 4:6 hasta la 1:99,
acompanada de un desplazamiento progresivo de la banda de
emision desde 455 nm hasta 495 nm. En cambio, en MeOH/agua
la fluorescencia se incrementa bruscamente entre la mezcla 4:6 y
la 6:4, permaneciendo con una intensidad constante desde esa
proporcion hasta 1:99. Por otro lado, la banda de emision perma-

nece alrededor de 500 nm en todas las mezclas.

Compuesto 16

En mezclas THF/agua, el compuesto 16 solo emite en la propor-
cién 1:99, con una banda centrada en 500 nm. En cambio, en
MeOH/agua, exhibe un comportamiento practicamente idéntico

al del compuesto 10 (figuras 8.40 y 8.41).
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Figura 8.40. Espectros de emision del compuesto 16 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.41. Espectros de emision del compuesto 16 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccion volumétrica de agua.

Compuesto 17

Como se puede observar en las figuras 8.42 y 8.43, el compuesto
17 se comporta de igual manera que el compuesto 16 en todas las
mezclas THF/agua y MeOH/agua estudiadas. Sin embargo, pre-
senta una menor intensidad de emisién que el compuesto 16 en

todas las mezclas estudiadas.
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Figura 8.42. Espectros de emisiéon del compuesto 17 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.43. Espectros de emisién del compuesto 17 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

Compuesto 18

El compuesto 18 muestra una fluorescencia mucho menor que
los compuestos 16 y 17 (figuras 8.44 y 8.45) y un comportamiento
similar a estos. También se observa que, en las mezclas
MeOH/agua, la intensidad de la emisiéon aumenta desde el 30%
hasta el 50% de agua, pero vuelve a descender cuando se incre-

menta la proporcion de agua desde el 70 al 99%.
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Figura 8.44. Espectros de emision del compuesto 18 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.45. Espectros de emisién del compuesto 18 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

Compuesto 20

Las figuras 8.46 y 8.47 muestran que el compuesto 20 emite el
doble en THF/agua 1:99 y en mezclas MeOH/agua entre el 60 y
el 99% de agua, y 9 veces mas en THF/agua 1:9 que el compuesto
16. Aparte de eso, el comportamiento al variar la fraccion de agua

es muy similar al de dicho compuesto.

196



Capitulo 8: Procedimiento experimental

500 -
400 ]
— —0%
2 50%
3 (]
S 2] 70%
(1]
- —80%
£ 200 —90%
E ——99%
100 ]
0 T T T L S N R B S s |
400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 8.46. Espectros de emision del compuesto 20 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.47. Espectros de emisién del compuesto 20 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

Compuesto 21

En THF/agua, el compuesto 21 muestra un comportamiento si-
milar al compuesto 17, emitiendo fuertemente en la proporciéon
1:99, con un 40% mas de intensidad (figura 8.48). En MeOH tam-
bién se ve incrementada su emision para cada mezcla, ademas
de observarse un paulatino incremento de la misma hasta el 99%
de agua, después del aumento brusco entre el 40 y el 50% de agua

(figura 8.49).
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Figura 8.48. Espectros de emision del compuesto 21 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.49. Espectros de emisién del compuesto 21 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

Compuesto 22

Finalmente, las figuras 8.50 muestra que el comportamiento del
compuesto 22 es similar al del compuesto 18, pero con el doble
de intensidad en el caso de la mezcla THF/agua 1:99. En las mez-
clas MeOH/agua, este compuesto no experimenta el descenso tan
acusado de la emision de 18 entre el 70 y el 90% de agua, por lo

que posee mayor fluorescencia en ese intervalo (figura 8.51).
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Figura 8.50. Espectros de emision del compuesto 22 en mezclas THF/agua con
diferente fraccion volumétrica de agua.
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Figura 8.51. Espectros de emisién del compuesto 22 en mezclas MeOH/agua
con diferente fraccién volumétrica de agua.

8.4.3 Compuesto 36 con bioaminas alifaticas

Se registraron los espectros de emision de ocho disoluciones
100 uM del compuesto 36 en MeCN en presencia de 0,1 y 1 equi-
valentes de putrescina, cadaverina, espermidina y espermina.
Los espectros se registraron excitando a 340 nm (a excepcion de

la de 0,1 equiv. de putrescina) y la abertura rendijas de excitacion

y emision del fluorimetro fue de 5 nm.
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Figura 8.52. Espectros de fluorescencia del compuesto 36 (100 pM en MeCN,
Aex =260 nm) solo y en presencia de 0,1 equiv. de putrescina.

El compuesto 36 (figuras 6.23, 6.24 y 6.25) muestra una Unica
banda de emision centrada a 385 nm, excitando tanto a 260 como
340 nm. Sin embargo, en este ultimo caso su intensidad es bas-
tante menor. Con 0,1 equivalentes, tan solo la espermidina y la
espermina son capaces de producir cambios en la emisién del
sistema. Con un equivalente, todas las aminas estudiadas produ-

cen un gran aumento de la fluorescencia del sistema.
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Figura 8.53. Espectros de fluorescencia del compuesto 36 (100 uM en MeCN,
Aex =340 nm) solo y en presencia de un equiv. de varias bioaminas alifaticas.
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Todos los espectros de emision del compuesto 36 en presencia de
un equivalente de amina bidgena constan de una pequefia banda

sobre 365 nm y de una gran banda ancha centrada en 478 nm.
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Figura 8.54. Espectros de fluorescencia del compuesto 36 (100 pM en MeCN,
Aex =340 nm) solo y en presencia de un equiv. de varias bioaminas alifaticas.
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Compuesto 1 !y NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.07 (d, J = 8.8 Hz, 8H), 7.19 (d, J = 8.9 Hz, 8H).
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Compuesto 1 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 147.49, 147.26, 141.69, 131.94, 124.10.
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Compuesto 2 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 6.57 (d, J = 8.5 Hz, 8H), 6.26 (d, J = 8.5 Hz, 8H), 4.84 (s, 8H).
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Compuesto 2 3C NMR (75 MHz, DMSO) 6 146.04, 136.66, 132.91, 131.66, 113.12. !
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Compuesto 3 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 6.79 (d, J = 8.8 Hz, 8H).
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Compuesto 3 13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 140.06, 139.55, 138.62, 132.83, 118.77.

o

ona M I~

oOnNnw o ~N

S W o 0 N

509 9 s 1

N
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50

f1 (ppm)

40

30

20

10



Compuesto 4 H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.68 (s, 4H), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 7.22 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 2.78 (t, J = 7.7 Hz, 8H), 1.70 (p, J = 7.4 Hz, 8H),
1.41 (h, J = 7.3 Hz, 8H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 12H).
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Compuesto 4 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 149.28, 142.59, 140.21, 136.06, 132.52, 120.04, 118.62, 31.45, 25.31, 22.27, 13.81.
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Compuesto 5

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.68 (s, 4H), 7.54 (d, J = 8.3 Hz, 8H), 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 8H), 2.75 (t, J = 7.7 Hz, 8H), 1.70 (p, J = 7.5 Hz, 8H),
1.34 (m, 16H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 12H)
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Compuesto 5 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 149.44, 142.70, 140.31, 136.17, 132.63, 120.15, 118.73, 31.49, 29.16, 25.70, 22.51, 14.09.
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Compuesto 6

14 NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.67 (s, 4H), 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 7.21 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 2.76 (t, J = 7.7 Hz, 8H), 1.70 (p, J = 7.2 Hz, 8H),
1.41 — 1.24 (m, 24H), 0.88 (t, J = 7.1 Hz, 12H).
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Compuesto 6 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 149.46, 142.69, 140.31, 136.19, 132.63, 120.15, 118.72, 31.67, 29.44, 29.00, 25.75, 22.65, 14.17.
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Compuesto 7 *H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.67 (s, 4H), 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 7.22 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 2.77 (t, J = 7.7 Hz, 8H), 1.70 (p, J = 7.5 Hz, 8H),
1.45 — 1.18 (m, 72H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 12H).
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Compuesto 7 3C NMR (75 MHz, CDCl3) & 149.52, 142.72, 140.33, 136.21, 132.66, 120.19, 118.74, 32.04, 29.77, 29.68, 29.51, 29.47, 29.39, 25.79, 22.81, 14.25.
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Compuesto 8 *H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.65 (s, 4H), 7.77 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 3.78 (t, / = 6.8 Hz, 8H), 3.26 (t, J = 6.8 Hz, 8H).
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Compuesto 9 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 8.63 (s, 4H), 7.77 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 7.30 (d, J = 8.8 Hz,81H), 3.66 (t, J = 6.8 Hz, 8H), 2.97 (t, J = 6.7 Hz, 8H).
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Compuesto 9 *C NMR (75 MHz, DMSO) & 144.83, 142.40, 139.89, 135.26, 132.26, 120.86, 119.42, 49.72, 25.05.
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Compuesto 10 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.60 (s, 4H), 7.49 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 7.23 (s, 4H), 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 4.72 (t, J = 6.8 Hz, 8H),
3.42 (t,J = 6.8 Hz, 8H), 2.65 (t, J = 7.7 Hz, 8H), 1.39 — 1.05 (m, 32H), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 12H).
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Compuesto 10 3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 148.52, 144.25, 142.88, 140.31, 135.86, 132.64, 121.36, 120.24, 120.11, 49.06, 31.62, 29.47, 28.92, 26.78, 25.68,

22.62, 14.17.
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Compuesto 11 A 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 7.26 (d, J = 8.4 Hz, 8H), 6.84 (d, J = 8.5 Hz, 8H).
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Compuesto 11 A '*C NMR (126 MHz, CDCls) & 141.61, 139.76, 132.87, 131.44, 121.42.
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Compuesto 11 B 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.26 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 8H).
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Compuesto 12

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.20 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 8H), 0.23 (s, 36H).
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Compuesto 12 3C NMR (75 MHz, CDCls) & 143.26, 140.98, 131.70, 131.34, 121.73, 105.08, 95.07, 0.09.
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Compuesto 13 'H NMR (300 MHz, CDCl3 ) & 7.25 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 8H), 3.07 (s, 4H).
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Compuesto 13 3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 143.41, 140.98, 131.93, 131.36, 120.86, 83.60, 77.94.
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Compuesto 14

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 3.25 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.58 (q, J = 7.4 Hz, 2H), 1.42 — 1.20 (m, 20H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H).
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Compuesto 14 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 51.62, 32.06, 29.77, 29.69, 29.63, 29.49, 29.30, 28.99, 26.87, 22.83, 14.22.

o™
(@)
[a)]
(©]
(o} o ONOOMHMOOOOMNMOMAN
— (o) ONVUOUSS MmO N
~ — NOAAARARNOO N
[ LN M ANANANANANNANAN -
B R
T T T T T T T T
30.0 29.8 296 294 29.2 29.0 28.8
[ T T "' T T T T Iw T - T "1 II T T T 'Iv — T ." T ‘ “'-vv-l‘ T T
30 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60



Compuesto 15 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.67 (s, 4H), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 8H), 7.14 (d, J = 8.3 Hz, 8H), 4.36 (t, J = 7.2 Hz, 8H), 1.91 (p, J = 7.4 Hz, 8H),
1.38 — 1.18 (m, 72H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 12H).
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Compuesto 15 13C NMR (75 MHz, CDCl5) 6 147.64, 143.46, 140.77, 132.08, 129.13, 125.36, 119.61, 50.57, 32.04, 30.50, 29.73, 29.66, 29.52, 29.47, 29.15, 26.63,
22.82, 14.26. (Espectro registrado antes de lavar con hexano).
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Compuesto 16 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.83 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 4.88 (d, J = 2.5 Hz, 8H), 2.50 (t, J = 2.4 Hz, 4H).
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Compuesto 16 3C NMR (75 MHz, CDCls) 6 165.40, 147.26, 141.89, 131.32, 129.83, 128.47, 100.14, 75.24, 52.67.
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Compuesto 17 H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 6H), 7.17 — 6.99 (m, 6H), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.88 (d, J = 2.5 Hz, 6H),
2.59 — 2.43 (m, 5H), 1.60 — 1.48 (m, 2H), 1.39 — 1.18 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).
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Compuesto 17 3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 165.66, 165.53, 153.93, 148.33, 142.72, 139.15, 131.44, 131.12, 129.72, 129.59, 128.30, 128.02, 127.98, 77.84, 75.15,
52.58, 35.45, 33.39, 22.50, 14.09.
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Compuesto 18 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.79 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.06 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 6.96 — 6.82 (m, 8H), 4.88 (d, J = 2.5 Hz, 4H), 2.57 — 2.46 (m, 6H),
1.61 — 1.48 (m, 4H), 1.31 (h, J = 7.4 Hz, 4H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 6H).

™
(@]
o
O
(@) O O O (0] — < —
N NQ o Q Ln n ™ o
~N NN O < o — o
/NN -~
|
T T T T T T T T T T T T
7.1 7.0 6.9 490 4.88 4.86 2.55 2.50
JL ~ Il l
T T T T T T T T
o N N o o] o N o~
< <+ © < ) TR ©
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5



Compuesto 18 3C NMR (75 MHz, CDCls) & 165.78, 149.16, 142.21, 140.06, 131.55, 131.26, 131.16, 129.48, 128.02, 127.29, 77.92, 75.06, 52.49, 35.46, 33.42, 22.51,

14.10.
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Compuesto 19 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 3.26 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.66 — 1.53 (m, 2H), 1.43 — 1.24 (m, 6H), 0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H).
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Compuesto 20 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 8H), 7.65 (s, 4H), 7.01 (d, J = 8.3 Hz, 8H), 5.42 (s, 8H), 4.33 (t, J = 7.3 Hz, 8H),

1.90 (p, J = 7.0 Hz, 8H), 1.40 — 1.17 (m, 24H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 12H).
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Compuesto 20 '3C NMR (101 MHz, CDCls) § 166.04, 147.09, 141.71, 131.17, 129.64, 128.72, 123.97, 107.81, 58.29, 50.54, 31.17, 30.27, 26.21, 22.46, 13.99.
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Compuesto 21 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.87 — 7.70 (m, 6H), 7.65 (s, 3H), 7.13 — 6.95 (m, 6H), 6.90 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.41 (s, 6H),

4.33 (t,J = 7.3 Hz, 6H), 2.50 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 1.89 (t, J = 7.2 Hz, 6H), 1.52 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.41 — 1.18 (m, 20H), 0.94 — 0.78 (m, 12H).
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Compuesto 21 3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 166.34, 166.27, 166.22, 148.18, 148.10, 147.99, 143.11, 142.62, 139.73, 139.16, 131.36, 131.31, 131.06, 129.59, 129.46,
128.34, 128.29, 128.23, 128.15, 58.29, 50.58, 35.40, 33.32, 31.22, 30.32, 26.26, 22.51, 22.46, 14.04.
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Compuesto 22 'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 7.65 (s, 2H), 7.01 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 6.93 — 6.80 (m, 8H), 5.41 (s, 4H), 4.33

(t,J = 7.3 Hz, 4H), 2.50 (t, J = 7.8 Hz, 4H), 1.94 — 1.82 (m, 4H), 1.52 (p, J = 7.6 Hz, 4H), 1.40 — 1.21 (m, 16H), 0.96 — 0.80 (m, 12H).
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Compuesto 22 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 166.45, 149.00, 144.45, 142.11, 141.05, 140.04, 137.80, 131.45, 131.20, 129.36, 127.96, 127.63, 58.18, 50.57, 35.40,
33.35, 31.22, 30.31, 26.25, 22.50, 22.47, 14.05, 14.03.
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Compuesto 23 A 'H NMR (300 MHz, THF-ds) 6 6.84 (d, J = 8.9 Hz, 8H), 6.42 (d, J = 9.0 Hz, 8H), 2.85 (s, 24H).
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Compuesto 23 A 3C NMR (75 MHz, THF) 6 149.49, 145.18, 134.95, 133.38, 112.35, 40.67.
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Compuesto 23 B

'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢) & 6.74 (d, J = 8.8 Hz, 8H), 6.44 (d, J = 8.8 Hz, 8H), 2.82 (s, 24H).
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Compuesto 24 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 10.34 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.91
(d, J= 2.4 Hz, 2H), 3.63 (t, J = 2.5 Hz, 1H).
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Compuesto 25

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 3.95 (s, 2H), 1.45 (s, 9H).
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Compuesto 26 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 10.34 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
6.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.30 (s, 2H), 5.29 (s, 2H), 1.43 (s, 9H).
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Compuesto 27 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8.26 (s, 1H), 7.72 (d, J = 9.0 Hz, 4H), 7.20 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.13 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 5.30 (m, 4H),
4.92 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 1.43 (s, 9H).
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Compuesto 28
7.16 (d, J = 18.2 Hz, 1H).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 7.92 — 7.87 (m, 3H), 7.75 — 7.69 (m, 6H), 7.66 — 7.59 (m, 6H), 7.38 — 7.31 (m, 6H), 7.29 — 7.25 (m, 4H),
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Compuesto 30  'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.15 — 7.06 (m, 6H), 7.06 — 7.00 (m, 4H), 6.95 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 6.64 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 3.74 (s, 6H).
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Compuesto 31 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.30 (s, 2H), 7.17 — 7.02 (m, 6H), 6.95 — 6.91 (m, 4H), 6.74 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.48 (d, J = 8.6 Hz, 4H).
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Compuesto 31 *C NMR (75 MHz, DMSO) & 155.86, 144.17, 140.61, 137.69, 134.12, 132.03, 130.76, 127.74, 125.94, 114.56.
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Compuesto 32 A H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.33 (s, 1H), 7.17 — 7.04 (m, 6H), 6.97 — 6.91 (m, 4H), 6.87 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.76 — 6.69 (m, 4H),
6.49 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.70 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 2.3 Hz, 1H).
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Compuesto 32 B

6.50 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.70 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 2.3 Hz, 1H).

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.33 (s, 1H), 7.17 — 7.06 (m, 6H), 6.98 — 6.91 (m, 4H), 6.88 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.78 — 6.68 (m, 4H),
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Compuesto 32B  !3C NMR (75 MHz, DMSO) & 155.94, 155.69, 143.96, 143.84, 140.07, 138.46, 136.48, 133.91, 131.99, 131.94, 130.72, 130.70, 127.82, 127.76,
126.15, 126.08, 114.64, 113.91, 79.23, 78.16, 55.28.
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Compuesto 33 A 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.32 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.17 — 7.03 (m, 6H), 6.97 — 6.91 (m, 4H), 6.87 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.79 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
6.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.49 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.28 (s, 2H), 5.06 (s, 2H), 1.43 (s, 9H).
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 9.32 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.15 — 7.04 (m, 6H), 6.98 — 6.91 (m, 4H), 6.87 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.79 (d, J = 8.9 Hz, 2H),

Compuesto 33 B
6.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.49 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.28 (s, 2H), 5.06 (s, 2H), 1.43 (s, 9H).
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Compuesto 3¢ 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 7.19 — 7.07 (m, 6H), 7.00 — 6.92 (m, 4H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 4H1), 6.73 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 4.71 (d, J = 2.4 Hz, 4H),
3.54 (t, J = 2.3 Hz, 2H).
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Compuesto 34 13C NMR (75 MHz, DMSO) & 155.74, 143.63, 139.53, 139.23, 136.27, 131.90, 130.67, 127.85, 126.30, 114.01, 79.21, 78.19, 55.28.
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Compuesto 35 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 8.17 (s, 2H), 7.17 — 7.05 (m, 6H), 6.99 — 6.94 (m, 4H), 6.88 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 6.80 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 5.28 (s, 4H),
5.06 (s, 4H), 1.43 (s, 18H).
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Compuesto 35 '3C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.22, 156.60, 143.74, 142.55, 139.68, 138.98, 135.94, 132.01, 130.70, 127.86, 126.26, 126.00, 113.85, 82.38, 60.82,

50.94, 27.63.
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Compuesto 36 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 13.36 (s, 2H), 8.17 (s, 2H), 7.19 — 7.04 (m, 6H), 7.00 — 6.94 (m, 4H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 6.81 (d, J = 8.9 Hz,

4H), 5.28 (s, 4H), 5.06 (s, 4H).
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