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RESUMEN

En los ultimos anos, el desarrollo de nuevos receptores cationicos ha adquirido
una gran importancia en el campo de la Quimica Supramolecular y, especialmente, de la
Quimica host-guest, haciendo uso de diferentes interacciones no covalentes, como el

enlace de hidrogeno, el efecto hidrofobico o las interacciones n-m.

Tomando como base al conocido ciciclofano tetracationico blue box desarrollado
por Stoddart, se ha desarrollado un analogo hidrazona, el macrociclo red box. Este
trabajo se centra en centra en la sintesis de dos nuevos andlogos hidrazona similares a la
red box, en los cuales se reduce la distancia entre los lados largos del macrociclo, el
meta-red box (m-RB*") y el orto-red box (0-RB*"). Asi, se han sintetizado los
precursores de ambos de forma sencilla y eficaz, y estos se han autoensamblado con
€xito a los consiguientes macrociclos, haciendo uso de la quimica covalente dindmica
de iminas. Todos los compuestos han sido debidamente caracterizados mediante las

técnicas de '"H y >C RMN y espectrometria de masas.

Debido a la presencia de unidades aromaticas aceptoras de piridinio, m-RB*" y
o-RB*" formarian complejos de inclusién con sustratos m-excedentes de interés, como el
1,5-dihidroxinaftaleno. A pesar de ello, se observa que solo m-RB*" se compleja con
dicho sustrato, ya que su cavidad presenta el tamafio y complementariedad adecuada.
Ademas, al tener dos grupos hidrazona, podrian interaccionar con aniones mediante
enlaces de hidrogeno a través de sus grupos N-H. El estudio de la respuesta de o-RB*"

con Cl  muestra la fuerte interaccidn existente entre ellos.

PALABRAS CLAVE

Quimica supramolecular, quimica covalente dindmica, macrociclos, ciclofanos,

sensor molecular.



ABSTRACT

In recent years, the development of new cationic receptors has acquired great
importance in the field of Supramolecular Chemistry and, especially, in host-guest
Chemistry, making use of different non-covalent interactions, such as the hydrogen

bond, the effect hydrophobic or n-m interactions.

Based on the well-known tetracationic blue box cyclophane developed by
Stoddart, a hydrazone analogue, the red box macrocycle, has been developed. This work
focuses on the synthesis of two new hydrazone analogues similar to the red box, in
which the distance between the long sides of the macrocycle is reduced, the meta-red
box (m-RB*") and the ortho-red box (o-RB*"). Hence, the precursors of both
macrocycles have been synthesized in a simple and efficient way and the macrocycles
have been assembled successfully, making use of the dynamic covalent chemistry of
imines. All compounds have been duly characterized by 'H and '3C NMR and mass

spectrometry techniques.

Due to the presence of pyridinium aromatic units in its structures, m-RB*" and
o-RB*" would form inclusion complexes with m-donor substrates of interest, such as
1,5-dihydroxynaphthalene. Despite this, it is observed that only m-RB*’ is able to
complex the above-mentioned substrate, since its cavity has the appropriate size and
complementarity. In addition, having two hydrazone groups, the macrocylces could
interact with anions through hydrogen bonds through their N-H moieties. The study of

the response of o-RB*" with CI” shows the strong interaction between them.
KEYWORDS

Supramolecular chemistry, dynamic covalent chemistry, macrocycles,

cyclophanes, molecular sensor.



INDICE

1. INTRODUCCION...cuuiuiuncinscsssscssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1. Quimica supramolecular .......ccccceevuercrcurccrunnes 1
1.2, QUIMCA OST-GUEST uveeeueveiesrueinssaresssanesssasessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssses 2
1.3. Quimica covalente dindmica de iminas.........cccceevceeeecerrceneccrscsnsecssssnneecsssnnanens 2
1.4. Receptores supramoleculares de i0Nes........ccuceeervercssuricssnnecssnressssnesssressssseses 3
1.5. Antecedentes: los ciclofanos blue box, white box y red BOX..........uuueeeessuneneee. 6

2. OBJETIVOS..iiisenrensesssicsnsesssessssssssssssssssssssess . 9

3. RESULTADOS Y DISCUSION......ccouseumeeumecraennes eeseenene 10
3.1. Sintesis y caracterizacion de los bloques de cONStruCCION .......uueeeeenereennene. 10

3.1.1.  Sintesis de la meta-dihidrazona (m-HH-2Br) 10
3.1.2.  Sintesis del meta-dialdehido (7-HA 2Br).....ccceevuieseinvuinsercsercssenscnnens 12
3.1.3. Sintesis de la orfo-dihidrazona (0-HH 2Br) .......cccovvuericcicnerccsscnnceccsans 14
3.1.4.  Sintesis del orto-dialdehido (0-HA 2Br) .....cceveervuicsuersercsnecsnnene 16
3.2. Sintesis y caracterizacion de los macrociclos . 18

3.2.1. Ensamblaje de los macrociclos analogos a la red box, m-RB-4X y

3.2.2.  Elucidacion estructural de m-RB*" y 0-RB** S [

3.3. Estudio de complejacion entre m-RB*" y o-RB*' y un sustrato modelo.... 28

3.4. Estudio de complejacion entre o-RB* y el anion Cl ........ueeeeverencnercncnnnenne 30
4. PARTE EXPERIMENTAL....uucuiiiiniiirniinninsnecsnecsnissscssseesssscssssssssessssssssssane 34
4.1. Materiales y equipos usados........ceceerrvecruresnenene 34

4.2.  Procesos eXperimentales......cccuveeecrsrccssnncsssnncssnncssnnncssssecssssessssesssssessssseses 34



4.2.1. Sintesis de la meta-dihidrazona (m-HH:2Br) ......ceeicervcericnccnnnccccscnnns 34

4.2.2. Sintesis del meta-dialdehido (72-HA 2BI)......uueieerrccnriccissnncccscnnsccssnnns 36

4.2.3. Ensamblaje y purificacion del macrociclo meta-red box (m-RB-4X). 36
4.2.4. Ensamblaje y purificacion del macrociclo orto-red box (0-RB-4X) ... 37

4.2.5. Sintesis de los complejos de inclusion de m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA
con 1,5-dihidroxinaftaleno (1,5-DHIN)....ccccccvnnneeriiiccsssnsssnnnssicccssssssssssssssscssssssens 38

4.2.6. Estudio mediante "H RMN del complejo de inclusion de 1,5-DHNCm-
RB-4TFA en medio acido (pD = 6.3) y basico (pD = 10.9)....cccccevverercvercrcercsnes 39

4.2.7. Valoracion de 0-RB-4PFs con TBACI mediante espectroscopia UV-vis

en medio organico (acetona).........cceeeevererueesnnenne 39

4.2.8. Valoracion de o0-RB-4PF; con TBACI mediante 'H RMN en

(010 21 0[ 0 1] ) 2 S 40

4.3. Calculos computacionales de los conformeros de P 21 : S 40
5. CONCLUSIONES ....ittiiinnninnninsnisssisssisssssssissssssssssssssssssosssssssssssssssssessssssssns 42
6. BIBLIOGRAFIA ....ouiuinctnscrnscnnscnsnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 43

ANEXOS couoiriiintientenntinnnensneessessssssaessssesssesssssssssssssssssssssssssassssassssssssssssassssssssssssasss 47




1. INTRODUCCION
1.1.Quimica supramolecular

La Quimica Supramolecular (QS) hace referencia a la rama de la quimica
dedicada a la creacion de estructuras complejas mediante el autoensamblaje de
componentes moleculares mas simples.! El nacimiento de la QS estd estrechamente
ligado a los trabajos iniciales de Pederson, Lehn y Cram acerca de éteres corona,
criptandos y esferandos, respectivamente. Por dichos trabajos pioneros en el campo se

les concedid el Premio Nobel de Quimica en 1987.%°

En comparacion con la quimica covalente tradicional, la QS emplea
interacciones no covalentes reversibles, como son el enlace de hidrogeno, las
interacciones ion-ion, ion-dipolo, apilamiento n-mt, las fuerzas de Van der Waals o el
efecto hidrofobico, bajo control termodinamico, de forma que se establece un equilibrio

entre los productos de partida y el macrociclo."*”

El empleo de este tipo de interacciones permite la integracion rapida y reversible
de los componentes para la formaciéon de complejos host-guest y les confiere a estos
sistemas propiedades Unicas como la reversibilidad, capacidad de auto-reparacion, de
sufrir cambios conformacionales o la degradabilidad. Ademas, la posibilidad de
modificar facilmente su estructura aplicando cambios en el disefio de los materiales de
partida posibilita tener estructuras multivalentes. Cabe destacar también su capacidad de
respuesta ante estimulos externos, como la temperatura, el pH o la luz, pudiendo
modificarse hacia formas mas estables termodinamicamente, lo que permitiria a estos

. ., . o, . 6.7
sistemas su adaptacion a los medios bioldgicos.™

Es por ello que parte de la investigacion actual se centra en el desarrollo de
receptores moleculares con respuesta a estimulos (pH, luz, redox, etc.), los interruptores
moleculares, de forma que se puede tener un mayor control del proceso de agregacioén

para el desarrollo de sensores, materiales, catalizadores 0 maquinas moleculares.®”

En las ultimas décadas, se han disefiado multitud de receptores moleculares,
como éteres corona, calixarenos, ciclodextrinas (CDs), cucurbiturilos (CBs) y pilarenos;
macrociclos capaces de reconocer selectivamente y almacenar en su interior sustratos de
tamafio y complementariedad adecuada mediante fuerzas no covalentes.®’ Asi, se ha

hecho uso del autoensamblaje para la sintesis de receptores complejos y de MIMs

1



(Mechanically Interlocked Molecules), como rotaxanos y catenanos, moléculas
compuestas por dos o mas componentes entrelazados y unidos mediante un “enlace
mecanico” que no se pueden separar sin la ruptura o distorsion de los enlaces covalentes
que forman el macrociclo.® En el afio 2016, Ben Feringa, J. Fraser Stoddart y Jean-
Pierre Sauvage fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica por “el disefio y

L L 10
sintesis de las maquinas moleculares".

1.2.Quimica host-guest

La quimica host-guest fue definida por Donald Cram como la union de dos
moléculas, un receptor (host) y un sustrato (guest), unidos mediante fuerzas
intermoleculares débiles, de forma que hay una disposicion estereoelectronica
complementaria de los sitios de union (Figura 1). El receptor es, generalmente, un
compuesto ciclico con una cavidad central y posee sitios de union convergentes (dtomos
dadores tipo bases de Lewis, enlaces de hidrogeno dadores, etc.) con los que
interaccionar con sustratos de diversa naturaleza. Por otro lado, el sustrato (cationes,
aniones, proteinas, etc.) tiene que poseer sitios de union divergentes (aceptor de enlace
de hidrégeno, atomos aceptores tipo acidos de Lewis, etc.) y un tamafio y

. . 3
complementariedad adecuada para interactuar con el receptor.

Figura 1. Representacién del equilibrio de disociacion host-guest H-G 2 H+G.’

1.3.Quimica covalente dinamica de iminas

En una reacciéon bajo control cinético, se forma un nuevo enlace covalente
irreversiblemente, y la proporcion relativa de los productos finales depende de la
diferencia de energia entre los estados de transicion, en definitiva, de la velocidad de su
formacion. A diferencia de esta, la quimica covalente dinamica (DCC) permite la
formacion reversible de enlaces covalentes. Si el proceso es lo suficientemente rapido se
originan productos bajo control termodindmico cuya proporcion depende solo de la

estabilidad relativa de los mismos.''

Dentro de las reacciones que forman parte de la DCC, podemos encontrar

reacciones de condensacion reversible entre dos moléculas para generar un nuevo
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producto, en donde se libera una pequefia molécula (por ejemplo, agua), como en las
reacciones de formacion de enlaces imina y disulfuro. Otro tipo de reacciones son las de
intercambios directos, cuando productos iniciales y finales presentan el mismo tipo de

enlace covalente, como ocurre en reacciones de transesterificacion o transiminacion.®

El enlace imina RR;C=NR; (Figura 2) se ha utilizado profusamente en DCC
porque se pueden obtener productos bajo control termodinamico cinéticamente inertes
en un corto periodo de tiempo. Se originan por condensacion reversible entre una amina
y un compuesto carbonilico. Se forma un nuevo enlace C=N intra o intermolecular, en
condiciones azeotropicas y/o con catalisis dcida y se elimina una molécula de agua. Por
contar con un doble enlace presentan isomeria E/Z, siendo generalmente mas estable el
isomero E.'* Ademas, pueden experimentar otras transformaciones como las reacciones

de intercambio del grupo R (transiminacion) o la metétesis."

H )
o 1 H 0: RNH, HO: ®
I . I | NH,R"
@ R R" protonacion R R"  Adicion 1,2 R R'
o Transferencia
m de H'
e R" H.: R"
: K \ H,0 H,O
’H o N et NHR
R* R

R* R Desprotonacion R* R Eliminacion
IMINA IMINIO

Figura 2. Enlace imina, R{R,C=NR3, (R_; = arilo, alquilo 0 H) y su mecanismo de reaccion.

Otros grupos funcionales muy relacionados con las iminas son las hidrazonas
(RiR;=NNHR3) y las oximas (R;R;=NOH) que muestran una reactividad analoga a
estas y experimentan las mismas reacciones de hidrolisis, intercambio y metatesis bajo

IS B o 13 . g . o« .
catalisis acida. ” Ambas son consideradas cinéticamente inertes en condiciones neutras
y en agua pura por el menor caracter electrofilo del enlace C=N a causa de un efecto
mesomeérico del heteroatomo en posicion a. Por ello, son compuestos de interés para la

sintesis de MIMs para su aplicacion en medicina, materiales inteligentes y en catalisis.
1.4. Receptores supramoleculares de iones

Los aniones se encuentran en todos los sistemas bioldgicos, en donde
desempefian un papel importante en una amplia gama de procesos quimicos y

bioldgicos. Se encargan desde el transporte de la informacion genética hasta de la



regulacién de la actividad enzimatica.'* Sin embargo, pueden tener efectos nocivos
tanto en el medio ambiente como en la salud humana. Todo ello justifica la demanda de
quimiorreceptores para la deteccion selectiva y el reconocimiento de aniones

biologicamente importantes.'> ¢

Algunos de los aniones mas importantes en biologia son el fluoruro, que se
considera esencial para el crecimiento de huesos y dientes pero es toxico en dosis
superiores a 1 ppm y puede causar fluorosis y disfuncion del estdbmago o rifion; o el
cloruro que mantiene el balance electrolitico pero que a niveles altos indica una
regulacion deficiente de su transporte lo que esta relacionado con enfermedades como la
fibrosis quistica. Otros aniones bioldgicamente significativos son el yoduro, esencial
para la biosintesis de hormonas por parte de la glandula tiroides, asi como el anion

bicarbonato que es responsable de regular el pH en el cuerpo.'’

No obstante, no ha sido hasta hace pocos afios cuando el desarrollo de estos
receptores de iones ha adquirido una cierta importancia dentro de la quimica host-

14.16 . . . . .
7 El estudio de receptores de aniones sigue siendo un desafio ya que los aniones

guest.
son mas grandes que los cationes isoelectronicos. Por lo tanto, tienen una relacion
carga-radio mas baja, de modo que la union electrostatica anidon-receptor es menos
efectiva. Ademas, los aniones tienen una amplia gama de geometrias, son sensibles al
pH y estan fuertemente solvatados por solventes polares, lo que resulta en una mayor

complejidad en el disefio y la sintesis de los receptores.'>”

Generalmente, para la deteccion cuantitativa de iones se utilizan métodos de
cromatografia o electrodos selectivos de iones, entre otros, pero son procesos costosos y
complicados y no se pueden utilizar para la deteccion in situ y en células vivas.'®'® Por
otra parte, el uso de moléculas organicas con unidades cromogénicas o fluorescentes de
sefializacion han mostrado caracteristicas adecuadas para la deteccion Optica in vivo e in

. . ;. . . s s o1
situ, siendo faciles de manipular y con bajos limites de deteccién.'®

La complejacion de aniones implica interacciones supramoleculares reversibles,
como enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas, interacciones anion-m y
enlaces de haldgeno, incluidas combinaciones binarias o terciarias, entre un receptor
bien adaptado y el anion. En comparacion con los receptores aciclicos, los receptores de
aniones macrociclicos permiten mejorar la eficiencia de unién y la selectividad debido

al efecto macrociclico. Asi, estudios recientes muestran distintos macrociclos capaces
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de complejar iones: calix[4]pirroles, calix[n]arenos, pillar[n]arenos y ciclofanos).'® Los
motivos estructurales mas empleados son aquellos que soportan enlaces de hidrégeno
Y-H---X (Y = O, N, etc; X = anidn). Por otro lado, estos enlaces de hidrogeno pueden
complementarse con otro tipo de interaccion utilizando sistemas m y establecer un
enlace de hidrogeno tipo [X-H--- m]. Por tanto, se buscan macrociclos capaces de
interactuar con aniones a través de diferentes tipos de interacciones no covalentes
simultaneamente, para dar lugar a receptores artificiales altamente selectivos y sensibles

capaces de detectar aniones en medios acuosos y biologicos.'”

Uno de los fragmentos mas ampliamente utilizados en el disefio de receptores y
sensores de aniones son las amidas y las ureas, que puede establecer interacciones
complementarias de enlaces de hidrogeno con oxoaniones en forma de Y, como los
carboxilatos." Otros grupos empleados son las aminas, pirroles y bases organicas de
Schiff.'** Sin embargo, dentro de los grupos dadores de enlaces de H, destacan las
iminas y, en especial, las hidrazonas (R;R,=NNHR3) que han mostrado ser buenos
grupos complejantes de F', AcO", H,PO4 y CI', complejacion que suele ir acompaniada

. 14
de un cambio de color.

Recientemente, Hao y colaboradores han desarrollado mediante una
condensacion de hidrazonas en medio acuoso un sistema que permite la encapsulacion
simultdnea de dos aniones, tanto en medio orgdnico como en estado so6lido (Figura 3).
Este receptor hexacationico con forma de capsula esta formado por tres “brazos”
biscationicos y presenta un total de doce dadores de enlace de hidrogeno (3 enlaces NH
y 9 CH), permitiendo el reconocimiento selectivo de parejas de aniones, como CI-NOj,

CI“BryCI-CI*

121

Figura 3. Receptor hexacationico desarrollado por Hao et a



1.5. Antecedentes: los ciclofanos blue box, white box 'y red box

Una de las moléculas ciclicas mas estudiadas como receptor, tanto de iones
como de moléculas organicas, es el ciclofano ciclobis(paraquat-p-fenileno) o blue box
(BB*") desarrollada por Stoddart y colaboradores. Es un macrociclo tetracationico
formado por dos unidades de 4,4’-bipiridinio unidas a través de grupos p-xileno
formando una cavidad hidrofébica (Figura 4). Las unidades de bipiridinio aportan a la
estructura rigidez estructural y un caracter m-deficiente que le permite reconocer
sustratos m-excedentes de pequefio/mediano tamano. En medio organico, ademas
interacciones m-m con el sustrato, los complejos se ven estabilizados por enlaces de
hidrogeno [C-H:----m]. En cambio, en medio acuoso, el efecto hidrofobico es la
interaccion no covalente predominante en la asociacidon receptor-sustrato, a mayores de
las interacciones m-m y [C-H----n].*** Ademés, la fuerza aceptora del macrociclo se
puede controlar de forma reversible gracias a la existencia de un equilibrio redox
(redox-switchable ligands), por la reduccion de las unidades bipiridinio, que conduce a
la formacion de un cation radical estabilizado de color azul intenso, el cual da nombre al

24
receptor.

I f—\ —
Y7 7 |
g J= t t
Y~ —~Y -
N* /}—w N* _+_ _+_ - - 2 Kk
/ \e/ L» LW : O :
M 't i‘
MeC —(17_3‘::'}»—::'." -
\\;/" - L -

Figura 4. Representacion esquematica del cyclobis paraquat-p-phenylene como receptor.”’

Sin embargo, la sintesis de estos macrociclos se lleva a cabo tipicamente
mediante ciclaciones bajo control cinético, con muchas etapas irreversibles y bajos
rendimientos; tipicos de la quimica covalente tradicional. Ademas, la construccion de
sistemas con autoensamblaje predecible en agua sigue siendo un gran desafio para la
quimica supramolecular, ya que las interacciones no covalentes direccionales, como los
enlaces de hidrogeno y las interacciones donante-aceptor, se interrumpen

.. . . .., 2
principalmente debido al efecto dominante del agua en los procesos de asociacion.

Para mejorar en parte algunos de estos inconvenientes en la sintesis de

receptores, se puede emplear la quimica covalente dindmica basada en hidrazona bajo
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control termodinamico. De esta forma, se pueden obtener compuestos enlaces iminicos
altamente conjugados de una forma sencilla y efectiva. La presencia del enlace
hidrazona aporta propiedades ventajosas, ya que las hidrazonas son sensibles al pH,
modulables, estables y con elevada diversidad funcional, por lo que presentan las

caracteristicas ideales para su uso como receptores moleculares.'

En esta linea de trabajo, el grupo QUIMOLMAT-Supra ha desarrollado
recientemente andlogos de la blue box cuya sintesis es mdas sencilla, eficiente y
econdémica, y que, a diferencia de esta, presentan un caracter dindmico, por poseer un
enlace imina.”> En el afio 2018, se sintetizd un primer analogo de la blue box, la white
box (WB*") mediante enlaces reversibles acil hidrazona en agua, a partir de una mezcla
equimolar de dos moléculas complementarias de bis(piridinio)xilileno, bajo catalisis
acida, haciendo uso de un exceso de 2,7-dihidroxinaftaleno (2,7-DHN) como template.
Aplicando esta metodologia puede controlarse el autoensamblaje de la white box
mediante control termodinamico sobre la formacidn/disociacion de los enlaces C=N. Al
igual que la blue box, reconoce moléculas m-excedentes gracias a interacciones
hidrofobicas, n-n y [C-H:---7] y, especialmente, destaca por su capacidad de reconocer
hidrocarburos aromadticos policiclicos (HAPs), contaminantes hidrofobicos formados
por dos o mas anillos aromaticos fusionados, muy toxicos y persistentes en el medio
ambiente. Ademads, presenta una gran sensibilidad al pH como consecuencia de la
elevada conjugacion de los enlaces acil hidrazona, que resulta en un mayor caracter

acido de los protones amida (pK,~ 7).

Como consecuencia de esta dependencia del pH y debido a la existencia de
1somerismo rotacional en condiciones acidas, en donde tres rotameros se encuentran en
equilibrio, el macrociclo presenta un comportamiento dual como receptor molecular: en
condiciones neutras/basicas desaparece la isomeria rotacional de los grupos amida
debido a la deslocalizacion de dos cargas negativas generadas en los anillos de piridinio
(WB*), y el macrociclo se comporta como un receptor rigido que reconoce sustratos
mediante un modelo cercano al de llave-cerradura. En cambio, en condiciones acidas,
presenta isomeria rotacional, es flexible y sigue el modelo de ajuste inducido en los

proceso host-guest.*

En el afio 2019, se sintetizo un nuevo andlogo dihidrazona de la white box, la red

4+ . ., S1e o, . . . .
box (RB""), mediante una reaccioén de catalisis acida bajo control cinético en agua sin



template. Este macrociclo presenta una mayor estabilidad en agua frente a la hidrolisis
del receptor debido a la mayor deslocalizacion de carga en los anillos de piridinio, al
eliminarse los grupos carbonilos existentes en la white box (Figura 5). Este anadlogo
destaca por su gran estabilidad hidrolitica y su sensibilidad al pH. En medio acuoso,
compleja sustratos m-excedentes tanto en su forma basica como acida (pK, = 8.3). Pero,
en medio organico, se comporta como un interruptor supramolecular, gracias a la
protonacion-desprotonacion de los hidrogenos imina. Por ello solo puede complejar
substratos en su forma acida, por la mayor densidad de carga electronica existente en la

base conjugada del /ost y la desaparicion del efecto hidrofobico.
— — — (@] — —
+ + + + ( N+
W e NC\}HN\N@
— — (6] — —
+ / \ + + + 1( N+

Figura 5. Estructuras de la blue box, white box y red box, respectivamente.

Por consiguiente, tanto la white box como la red box son analogos de la blue box
mas faciles de preparar, con un menor coste econdomico, faciles de funcionalizar y que
complejan moléculas aromaticas m-excedentes con mayor o menor fortaleza en funcion
del pH. Asi, estos compuestos poseen un potencial muy adecuado como vehiculos para
farmacos hidrofébicos o anidnicos facilitando el desarrollo de nuevos productos

. e 2
antitumorales o en catalisis supramolecular.*’

De este modo, es de especial interés el disefio de receptores capaces de
reconocer diferentes aniones, cuya unidon no necesariamente se puede anticipar en
funcion de los efectos puramente electrostaticos. En vista del potencial uso de los
derivados de urea e hidrazona como sensores de aniones, y en base a los resultados de
Hao et al. sobre el reconocimiento de aniones con macrociclos catidnicos con
hidrazonas, se decide estudiar la capacidad de nuevos macrociclos catidnicos de
hidrazonas para reconocer aniones en medios organicos, con potenciales aplicaciones de
uso en los campos de sensores de aniones, catalizadores de transferencia de fase,

. . 14
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2. OBJETIVOS

De acuerdo a lo expuesto en la introduccion, siguiendo con la linea de
investigacion del grupo QUIMOLMAT-Supra para la sintesis de receptores moleculares
de interés derivados de la blue box, el objetivo general de este Trabajo de Fin de Master
es la sintesis de nuevos macrociclos analogos a la red box, en donde se disminuye la
distancia entre los lados largos del receptor y, por ende, el tamafio de su cavidad
(Esquema 1). Ademas, se estudia la formacion de complejos de inclusion con sustratos

aromaticos e iones de interés.

H
N+7/ g \ 'N \ 2Br
\ AN
N
H
. — Py Ji)
/;
NO N\N \O
m-RB-4X m-HA-2Br m-HH-2Br

N ] @: Q
CC C/} N
—\ H
ST gy
0-HA-2Br

0-RB-4X NH o-HH-2Br

Esquema 1. Retrosintesis de los compuestos objetivo m-RB-4X y 0-RB-4X.

En concreto, los objetivos especificos del trabajo son:

e Sintesis de los bloques de construccion meta-dihidrazona (m-HH”), meta-
dialdehido (m-HA®"), orto-dihidrazona (o-HH*") y orto-dialdehido (0-HA™"),
mediante reacciones de sustitucion nucleofila.

e Ensamblaje de los analogos de menor tamafio del macrociclo red box (RB*"), meta-
red box (m-RB*") y orto-red box (0-RB*"), a través DCC de iminas.

e Caracterizacion estructural de todos los compuestos obtenidos haciendo uso de las
técnicas de 'H y >C RMN mono y bidimensionales y espectrometria de masas.

e Estudio de los complexos de inclusion de los macrociclos m-RB* y 0-RB*" con un
sustrato aromatico, el 1,5-dihidroxinaftaleno (1,5-DHN) en medio acuoso, a través
de valoraciones de 'H RMN.

e Estudio de la respuesta de o-RB*" en medio organico ante el ion cloruro (CI),

mediante valoraciones de 'H RMN y espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Sintesis y caracterizacion de los bloques de construccion

De acuerdo con el Esquema 1, se plantea la sintesis de los receptores
macrociclicos propuestos mediante una reaccion de condensacion en medio acuoso
acido de bloques de construccion de geometria adecuada (m-RB*":(m-HH>" + m-HA>);
o-RB*:(o-HH*" + 0-HA™)). A continuacién, se discute la sintesis y elucidacion

estructural de los blogques de construccion.
3.1.1. Sintesis de la meta-dihidrazona (m-HH-2Br)
SRS N
1) NHzNHz B = N

Qe Q= - L
J 2)NaOH P N s N

1 2 3 m-HH-2Br ~_ N{

Esquema 2. Sintesis de la meta-dihidrazona m-HH-2Br.

; . 2+ .

En el Esquema 2 se muestra la sintesis de m-HH"" a partir del compuesto
comercial cloruro de 4-cloropiridinio 1, que mediante una reaccion de sustitucion
nucledfila aromatica (SyA4r) con hidrazina en propanol a ebullicion, origina la hidrazina

2-2HCL.

Asi, la base libre 2 es obtenida con NaOH (3M) y extraccion con acetato de etilo
(AcOEt) de la fase acuosa resultante justo antes de su utilizacion en la siguiente etapa
de reaccion. Previamente a la reaccion de sustitucion nucledfila para obtener m-HH?",
es fundamental la proteccion del nitrégeno del grupo amino para que la alquilacion se
produzca en el nitrogeno de la piridina. La proteccion se realiza in situ, por
calentamiento de 2 en acetona. El empleo de acetona se justifica porque no va a
interferir en la reaccion de ensamblaje del macrociclo, produciéndose esta mediante una

transiminacion.

De esta forma, se obtiene la hidrazona 3 que impide la posible formacion
posterior de productos secundarios por polialquilacién del compuesto. A continuacion,
se afiade a,a’-dibromo-m-xileno comercial 4 al medio, y se produce la alquilacion del
nitrogeno del anillo piridinico, forméndose la dihidrazona m-HH-2Br, que se obtiene

virtualmente pura con un rendimiento del 85 %.
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La estructura de m-HH”" se determiné mediante 'H y °C RMN vy espectrometria
de masas, al igual que el resto de compuestos que no han sido reportados. A la hora de
la elucidacién estructural de m-HH*" mediante '"H RMN hay que considerar que en el
espectro en D,0O no apareceran los hidrégenos del grupo amino de la hidrazona y que

hay rotacion impedida en torno al enlace Cg-N (Figura 6).

i 8 N:Rz - +/N:R2
R —N* &/ NA R — =N
! Ck-- NN

Figura 6. Representacion de dos formas resonantes para los grupos hidrazona.

Al analizar el espectro '"H RMN de m-HH*' (Figura 7), se identifican dos
singuletes, que integran por 6H, y se corresponden con los Hs de los grupos metilo de la
hidrazona no equivalentes (H;o y Hjo’), y un singulete, que integra por 4H, y que se
identifica con los Hs del grupo metileno (Hs). En la zona de los protones aromaticos, se
encuentran varias sefiales correspondientes con los Hs del fenilo: un singulete, que
integra por uno y que se corresponde con el H situado entre las sustituciones en meta
(H3); un doble doblete, que integra por dos (H;) y un doble triplete, que integra por uno
(H1). Ademas, debido al efecto de rotacion restringida comentado anteriormente, los
hidrogenos en a y f en el anillo piridinico no se muestran como dobletes, si no que
aparecen como singuletes anchos de poca intensidad, en una situacion de coalescencia
en la escala de tiempos de RMN. Esto se justifica por la existencia de una carga positiva
en el N piridinico que retira densidad electronica. Por tanto, la sefal mas desapantallada,
la tinica que aparece claramente en el espectro, se corresponde con los Hs en posiciéon o
al N (Hg). Del mismo modo, la sefial mas apantallada, practicamente en completa

coalescencia, seria la de los Hs en f al N, aparece desdoblada (H; y H7).

P
N~ | ~
10’ _NT S
J\\ N8 7
- x6' 3 '
10 N | 1 10|10
T~F 1
6 543
6/6' 12 3
N /7)7/7' JA JL UL
ry Flraliion

7
‘.5

T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1

f1 (Dsp.rl:l)
Figura 7. Espectro '"H RMN (D,0, 400 MHz) de m-HH*", con asignacién numérica de las seiiales.
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En lo referido al espectro de Bc RMN, se observan 9 senales diferentes, seis
aromaticas y tres alifaticas. Las sefales alifaticas se identifican facilmente haciendo uso
del espectro DEPT (Figura 8). El carbono terciario que aparece a ~61 ppm se identifica
con los carbonos secundarios de los grupos metilénicos (Cs). Ademds, podemos
identificar los Cs de los grupos metilo de la hidrazona no equivalentes, a ~15 y ~25 ppm
(Ci0 y Cio). En la zona aromatica, se identifican los carbonos secundarios del grupo
fenilo, C;, C, y Cs. El resto de las sefiales observadas, que no se ven en el espectro
DEPT, son carbonos cuaternarios. Los Cs en a y £ al grupo N no se observan debido a
la baja intensidad de sus sefales. Para corroborar la asignacion de las sefiales se usan los
espectros bidimensionales HSQC y HMBC (ver Anexos). Ademas, se caracterizd a
m-HH>" mediante espectrometria de masas de ionizacién por electrospray de alta
resolucion (HR-ESI-MS). En el espectro (ver Anexos), se encontraron dos picos de
masa exacta del ion [M]*" (CasH30Ng>") a 201.1260 m/z y [M]" (C24sH2oNg ) a 401.2499
m/z, calcld. para (Co4H3oNg" ) a 201.1261 m/z y (Ca4H2oNg ") a 401.2499 m/z.

10’ Nt
ﬂ\\ N._ 8.7
- \ 6' 3
w Y1
7> 1
6 543
2 5 10 10’

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

Figura 8. Espectro °C RMN/DEPT (D,0, 101 MHz) de m-HH*", con asignacién numérica de las
seiales.

3.1.2. Sintesis del meta-dialdehido (m-HA-2Br)

2Br -~ oD
Br Os_H N
J
O
MeCN, A D,0
+ N —_— > = OD
BH || reflujo |
N N
S 6 m-HA-2Br m-HA-2Brpgyr

Esquema 3. Sintesis de m-HA 2Br y equilibrio aldehido-glicol observado en D,0.
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La sintesis de m-HA-2Br es una reaccion de sustitucion nucledfila biomolecular
(Sn2) entre 4-piridincarboxialdehido 6 y a,a'-dibromo-m-xileno 5 en acetonitrilo a
ebullicion (Esquema 3). Esta se favorece en un disolvente polar aprético como el
acetonitrilo, precipitando la sal de piridinio con un 73 % de rendimiento, virtualmente

pura en el medio de reaccion.

La caracterizacion completa del compuesto como el esperado se lleva a cabo
mediante las técnicas de resonancia magnética nuclear 'H y *C RMN mono y
bidimensional, ya que el compuesto no ha sido previamente reportado. Ha de
considerarse que la disolucion de m-HA?" en D,0 da como resultado la formacion del
hidrato muy estable por efecto aceptor de electrones de los grupos piridinio, por lo que
el equilibrio hidrato-aldehido existente en los compuestos carbonilicos disueltos en

medio acuoso, estd completamente desplazado a la formacion del hidrato.

De este modo, en la Figura 9 se pueden observar dos singuletes en la zona
alifatica, que integran por 4H y que se corresponden con los Hs metilénicos y Hg
resultado de la hidratacion del carbonilo, que integran por 4H y por 2H respectivamente.
En la zona aromética, se aprecian tres sefiales aromaticas: el multiplete mas
desapantallado se identifica con la sefial de los H del fenilo (H;, H, y H3). Los dos
dobletes restantes, que integran por 4H, se corresponden con los H en fy a al N
piridinico (H;7 y He). El doblete més desapantallado, se identifica con los protones en a
(Hs), debido a que se encuentran mas proximo al nitrogeno y sufriran mas el efecto de la
carga parcial positiva.
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Figura 9. Espectro '"H RMN (D,0, 400 MHz) de m-HA*", con asignacién numérica de las seiales.

A continuacion, se identifican las senales de los carbonos, haciendo uso del
espectro °C RMN y DEPT (Figura 10). En la zona de los carbonos alifaticos se

observan dos sefiales, la sefial del carbono terciario del grupo metileno unido al
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nitrogeno (Cs) y la del carbono terciario del diol (Cy), més desapantallada. Las restantes
senales se identifican como carbonos aromaticos. Las sefales C;, C, y Cs, son carbonos
secundarios unidos a H del grupo fenilo; mientras que las sefiales C¢ y C;, también
unidas a H, se identifican con los carbonos secundarios del anillo piridinico, siendo la
sefial mas desapantallada la del carbono en posicidon o al N. Finalmente, las sehales que
no aparecen en el espectro DEPT se corresponden con carbonos cuaternarios (Cs y Cs).
Una vez identificados los niicleos de 'H y '°C de m-HA®" en base al correspondiente
espectro de RMN monodimensional, se asignan los nucleos usando RMN
bidimensionales mas complejos, que ayudan a corroborar la elucidacion basada en los

experimentos monodimensionales (ver Anexos).

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 o5 0 85 80 75 70 65 60
1 (ppm)

Figura 10. Espectro 3C RMN/DEPT (D0, 101 MHz) de m-HA*", con asignacion numérica de las
sefiales.

Asimismo, se caracterizd a m-HA*" mediante HR-ESI-MS (ver Anexos). Se
observan dos picos de masa exacta del ion [M+2Me]2Jr (C22H36N2042+) a 191.0940 m/z
y [M+Br]" (C24H2oNg") a 461.1070 m/z, calcld. para (C2H3sN,047") a 191.0941 m/z y
(C24H2Ng") 2 461.1071 m/z.

3.1.3. Sintesis de la orto-dihidrazona (o-HH-2Br)

|
I 7 Pz
Ny NH
Cl NHNH, O . |
N N
m 1) NH,NH, h PN I BY 2Br_Q j/
NS
N 2)NaOH N
‘HCl1 N.NH o-HH-2Br
/H\

Esquema 4. Sintesis de la orfo-dihidrazona, o-HH-2Br.

Y

2
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La sintesis del componente orfo-dihidrazona o-HH-2Br es similar a la de su
analogo meta-dihidrazona, pero el producto se encuentra sustituido en orfo (Esquema
4). Se parte del producto comercial cloruro de 4-cloropiridinio 1, que reacciona con
hidrazina a través de una reaccion SyAr para dar lugar al diclorhidrato de 2-2CI.
Igualmente, se protege al grupo amino de la hidracina con acetona para que el ataque
nucleofilo se lleve a cabo con el nitrogeno de la piridina. Una vez protegido (formada la
hidrazona), se hace reaccionar con a,a -dibromo-o-xileno 7, mediante el ataque
nucledfilo del nitrogeno de la piridina (Sx2) a los carbonos electréfilos, quedando
bromuros como contraiones en el producto final, que precipita en el medio de reaccion

virtualmente puro en un rendimiento del 87 %.

La obtencion de o-HH”" se corrobora mediante el espectro 'H RMN el cual se
corresponde con el esperado para este compuesto (Figura 11). Se identifican tres
sefiales a menor desplazamiento, que se corresponden con las sefiales de los Hs de los
grupos metilo de la hidrazona no equivalentes (Hy y Ho’), que integran por 6 y se ven
como dos singuletes, y un singulete a ~5.5 ppm, que se identifican con los hidrogenos
metilénicos (H4) y que integra por 4H. En la regién aromatica, en base a la multiplicidad
y a como afecta en el desplazamiento la presencia del N en el anillo de piridinio, se
observa el doblete a mayor desplazamiento que se corresponde con los H en « al
nitrogeno del anillo (Hs). A continuacion, se observan dos multipletes que corresponden
a los H del anillo fenilénico (H; y H;) y, a menor desplazamiento, se observan dos
singuletes anchos y de poca intensidad que se identifican con los Hs en £ al N del anillo

(Hey Hg).
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Figura 11. Espectro "H RMN (D,0, 500 MHz) de o-HH*", con asignacién numérica de las seiiales.

En cuanto al espectro de ?C RMN (Figura 12), se observan las mismas sefiales

que el caso del discutido para m-HH”", salvo que aqui se observan las propias de los Cs
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secundarios en posicion a y £ al N del anillo piridinico (Cs y Cg), ambos con sefial en el

espectro DEPT. Igualmente, para corroborar la asignacion de las sefales, se emplean los

espectros HSQC y HMBC (ver Anexos).
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Figura 12. Espectro 3C RMN/DEPT (D,0, 126 MHz) de o-HH*", con asignacion numérica de las
sefiales.

También, se realizo el espectro de masas (HR-ESI-MS) (ver 4nexos), en donde
se pueden ver dos picos de masa exacta del ion [M]*" (Co4H3oN6™") a 201.1260 m/z y
[M]" (CosHaoNg ) a 401.2499 m/z, calcld. para (CosH3Ng' ) a 201.1261 m/z y
(C24H20N6") a 401.2499 m/z.

3.1.4. Sintesis del orto-dialdehido (o-HA-2Br)

MeCN, & D,0
— = =
reflujo
0-HA-2Br O-HADEUT'ZBr

Esquema 5. Reaccion de sintesis de o-HA-2Br.

El orto-dialdehido o-HA-2Br se sintetiza del mismo modo que su homodlogo
m-HH-2Br, pero partiendo de a,a’-dibromo-o-xileno en vez de a,o’-dibromo-m-xileno,
mediante una reaccion de tipo Sy2 por el ataque del nitrogeno del
4-piridincarboxialdehido 6 a las posiciones bencilicas del a,a’-dibromo-o-xileno 7
(Esquema 5). Se obtiene asi el producto, que precipita con una alta pureza en el medio

de reaccion, con un rendimiento del 82 %.
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En el espectro de '"H RMN de 0o-HA”" se observan 6 sefales (Figura 13). Las 2
senales mas apantalladas se corresponden con los Hs de los grupos metilénicos (Hs) y
con el H del hidrato, ya que al igual que en el caso anterior debido a la elevada
electrofilia del grupo carbonilo, en medio acuoso (D,O) el compuesto se encuentra
hidratado. Las 4 sefiales restantes, en la zona aromatica, son dos multipletes a ~7.4 (H;)
y ~7.6 ppm (H;), que se corresponde con los Hs del fenilo. Finalmente, las sefales mas

desapantalladas, son los Hs en S y en a al N piridinico (Hg y Hs, respectivamente).

! B I T

B El F) T

-

T

8
<

O 182

[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 T
89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 66 65 64 63

T
6.1 6.0 59 5
1 (ppm)

Figura 13. Espectro '"H RMN (D,0, 500 MHz) de 0-HA™, con asignacion numérica de las sefiales.
Ademés, se asignan las sefales de los carbonos de la molécula haciendo uso del
espectro °C RMN y DEPT (Figura 14), en donde se pueden identificar las mismas
sefiales que en el caso de m-HA®'. Cabe sefialar las sefiales los C secundarios en

posicion a 'y f al N piridinico (Cs y Cg) y la sefial del C del hidrato a ~87 ppm.

-

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 920 85 80 75 70 65 60
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Figura 14. Espectro “C RMN/DEPT (D,0, 126 MHz) de o-HA*", con asignacién numérica de las
seiales.

Adicionalmente, se caracteriza a 0-HA* mediante la técnica HR-ESI-MS. En el

espectro (ver Anexos) se observan dos picos de masa exacta del ion [M+2Me]*"
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(CaoH36N,047") a 191.0940 m/z y [M+Br]" (C2sHaoNg") a 461.1070 m/z, calcld. para
(C2oH36N2047) 2 191.0941 m/z y (Co4H2oNg ) a 461.1071 m/z.

3.2.Sintesis y caracterizacion de los macrociclos

Una vez obtenidos los blogques de construccion, se lleva a cabo la sintesis de los
macrociclos meta-red box (m-RB-4X) y orto-red box (0-RB-4X), que se forman a partir
del dialdehido (HA®") y la dihidrazona (HH”"), ambos sustituidos en meta y en orto

respectivamente.

3.2.1. Ensamblaje de los macrociclos analogos a la red box, m-RB-4X y 0-RB-4X

- O™ O e
fNQ—( }N/ : @ TFA cat, H,0 (N / \N/ﬁ@N B
HA-2Br ’ HHH-iBr calentamiento —\ H
= }N/N@ * N MO
o m-RB-4X (m-HA-2Br + m-HH-2Br)
= @ 6 C[/ X = Br, PF,, CI, TFA"

0-RB-4X (0-HA-2Br + o-HH-2Br)
m-HA-2Br 0-HA-2Br

m-HH-2Br o-HH-2Br

2Br

© =z O

=

Esquema 6. Sintesis de los compuestos macrociclicos m-BR-4X y 0-RB-4X.

La reaccion de ensamblaje de los macrociclos es una transiminacion (Esquema
6). Inicialmente, la sintesis reportada para la red box consistia en condiciones tipicas
para el control termodindmico del enlace hidrazona en agua, de catalisis acida, calor y
alta dilucién.®* Pero, la sintesis de la red box en agua desarrollada por el grupo
transcurre bajo condiciones de control cinético, debido a la elevada estabilidad
hidrolitica de los nuevos enlaces C=N formados”’, que se encuentran altamente
deslocalizados a lo largo del macrociclo en los anillos de piridinio. Cabe decir que el
uso de condiciones de alta dilucion favorece la no formacion de especies secundarias
oligoméricas lineales a favor de especies ciclicas. Ademads, la especie reportada de
menor tamafio que se produce resultado de la condensacion es la [1:1], que es aquella
que origina el producto mayoritario en medio acuoso a concentraciones menores a 5
mM de los componentes de partida. Es la elevada preorganizacion de los compuestos
iniciales en medio acuoso lo que favorece la formacion la red box. El efecto hidrofobico
es al favorecer la de forma plegada que preorganiza el sistema hacia la formacion del

segundo enlace intramolecular. En cambio, en la sintesis en medio organico se observa
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la formacion de especies oligoméricas a mayores de la [1:1], debido a otros procesos
intermoleculares como consecuencia de la no preorganizacion debida al efecto

hidrofobico.

Con respecto a la reaccion de ensamblaje de los macrociclos, para la sintesis de
m-RB-4Br se hace reaccionar a m-HH-2Br con m-HA-2Br y, para 0-RB-4Br, a
o-HH-2Br con o0-HA-2Br. La reaccion se lleva a cabo en medio acuoso bajo
condiciones de catalisis acida, a través del ataque nucleéfilo del N de la imina sobre el
carbonilo electrofilo del aldehido, formandose asi dos nuevos enlaces hidrazona. Con el
proposito de aislar y caracterizar los macrociclos, se hace uso de reacciones de
intercambio i6nico (metatesis). En funcion de los disolventes usados se puede modular
la solubilidad de las sales de piridinio segiun el contraion que posean: con iones
pequefios y poco polarizables (CI, Br’, I') sera mas soluble en disolventes préticos y en
medio acuoso, con aniones grandes (PFs) son més solubles en medios organicos;
mientras que como TFA™ es soluble tanto en medio orgénico como acuoso. De este
modo, mediante la adicion de la sal KPF¢ a una disolucion acuosas de (m,0)-RB-4Br, se
precipitan los macrociclos como hexafluorofosfatos (m-RB-4PFs y 0-RB-PFs). Sin
embargo, m-RB-4PF¢ presenta un exceso de la sal usada en las reaccion de metatesis;
mientras que 0o-RB-PFg se recupera virtualmente puro con rendimiento superior al 70 %.
Posteriormente, se afiade la sal BusNCIl en acetonitrilo para la precipitacion como
cloruro de 0-RB-4Cl. Asi, se obtiene el producto aislado virtualmente puro con un
rendimiento del 55 %. Finalmente, para la obtencién de ambos macrociclos con una
mayor pureza, se purifican mediante HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) semipreparativa en fase reversa, de modo que los macrociclos se
recuperan como m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA. En la elucion de los compuestos se emplea
una columna C18 y como eluyentes H,O + 0.1 % TFA y CH3;CN + 0.1 % TFA, y se
produce el cambio de contraion de ClI" a TFA". Los compuestos purificados como

m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA fueron proporcionados por el grupo de investigacion.
3.2.2. Elucidacién estructural de m-RB*"y o-RB*

Para la caracterizacion de los macrociclos, debe considerarse que el enlace imina
formado presenta una mayor estabilidad de la esperada para este tipo de enlace
covalente dinamico. A causa de la deslocalizacion de la carga en ambos lados largos del

macrociclo (Figura 15), el enlace C=N de la imina es menos susceptible a la hidrdlisis,
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ya que es muy poco electrofilo, y el enlace HN-C piridinico tiene un cierto caracter de
doble enlace. Existe asi una cierta rotacion impedida en el anillo, que resulta en una
situacion de no equivalencia entre los nucleos de proton de los grupos piridinios, por lo
que se observa una situacion de equilibrio. Ademas, el equilibrio dcido base entre el
cromoforo bipiridinico y su base conjugada resulta en dos formas del macrociclo, una
forma acida de color amarillo (en medios acidos) y una forma bésica, de color rojo que

se originaria a pH basicos superiores a aproximadamente 8.’

pKa ~8,3

-

L2+
_ +H'||-H* _
~N*¥ \ =N SN Z SN

~ I:I’N\ \! - ~ \N’N\ \i
L+
7 \\ N
= N/’N N

Figura 15. Representacion del equilibrio acido base de (m,0)-RB* y su base conjugada. Se
representan las formas resonantes para cada especie. 7

La caracterizacion estructural de los macrociclos m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA se
lleva a cabo en medio acuoso (D,0O) empleando las técnicas de "H y *C RMN mono y
bidimensionales. Las sales de hexafluorofosfato (m-RB-4PFs y 0-RB-PFg) se
caracterizaron en medio organico (CD3;CN). En ambos casos los resultados fueron
similares a los obtenidos para la red box, ya reportada por el grupo de investigacion.”’
En primer lugar, se discutira el espectro de 'H y ?C RMN en D,0 de m-RB*", teniendo

como base los espectros de sus bloques de construccion.

5
g T 4% EREEAES PR S i T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

Figura 16. Espectro "H RMN (D,0, 500 MHz) de m-RB*" con las sefiales asignadas con niimeros (en
naranja, se asignan las sefiales provenientes del dialdehido y, en violeta, las de la dihidrazona).
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El espectro de 'H RMN de m-RB*" muestra un total de 15 sefiales (Figura 16).
Se observan dos sefiales alifaticas (Hs y Hjs), dos singuletes que integran por 4H y que
se identifican con los H metilénicos. En la zona aromatica, cabe destacar la presencia de
la sefial del protén de la imina (Hy), un singulete que integra por 2H a ~8.2 ppm,
caracteristico de las iminas. Ademas, se observan las sefales de los protones Hg, He’, H7
y H7” como 4 singuletes anchos y de muy baja intensidad, debido al anteriormente
explicado fendmeno de rotacion impedida en el enlace Cs-N que hace a dichos protones
no equivalentes. Por otro lado, se pueden identificar dos singuletes de poca intensidad,
que integran por 1H, que se corresponden con los protones de los anillos fenilénicos
situados entre las sustituciones en meta (H; y Hjs). A mayor desplazamiento se
identifican dos dobletes con los Hs del anillo piridinico del dialdehido, siendo la sefal

mas desapantallada la de H, y, la més apantallada, la del Hg (Hi1, Hi2).

En lo referido al espectro de C RMN de m-RB*" (ver Anexos), la sefial mas
significativa es la resonancia a 140.9 ppm correspondiente al C iminico, lo que confirma
la formacion del enlace hidrazona y, por lo tanto, la del macrociclo. La caracterizacion
se completé mediante HR-ESI-MS (ver Anexos). Se encontraron picos de masa exacta
del ion [M]*" (C3sH34Ng”") a m/z 301.1447 y [M+PF4]" (C3sH34F¢NgP") a 747.2546 m/z,
calcld. para (C3sH34Ng* ") a m/z 301.1448 y (C3sH34E¢NgP") a 747.2543 m/z.

En el caso de la o-RB*", con una cavidad mas pequefia que la m-RB*", en el
espectro de "H RMN en D,0 a T ambiente se observa que casi la totalidad de las sefiales
se encuentran en coalescencia (ver Anexos). Con el fin de diferenciar mejor las sefiales,
se realizan los espectros 'H, COSY y NOESY a 95 °C. A alta T los nucleos se

intercambian mas rapido resultando en que sus entornos quimicos sean equivalentes.

T

3.97{

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
93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63
f1 (ppm)

Figura 17. Espectro "H RMN (D,0, 95 °C, 500 MHz) de o-RB*" con las seiiales asignadas con
numeros (en naranja, se asignan las sefiales provenientes del dialdehido y, en violeta, las de la
dihidrazona).
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De este modo, en el espectro de 'H-RMN de 0-RB*" en D,0 a 95 °C (Figura
17), se pueden identificar las mismas sefiales que en el espectro de m-RB*". Se observa
la coalescencia en los H no equivalentes en oy en £ al N del anillo piridinico derivado
de la dihidrazona (Hs, Hs, He y Hg¢), la sefial del H iminico (Hsg), que integra por 2H, y
que confirma el ensamblaje del macrociclo y las sefales de los protones de los anillos

fenilénicos (H;, Hy y Hy4, His), que colapsan en dos singuletes que integran por 4H.
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Figura 18. Espectro COSY (D,0, 95 °C, 500 MHz) de 0-RB*" con las correlaciones indicadas
mediante flechas.

Para confirmar la asignacion tentativa de Hs es imprescindible la interpretacion
del espectro COSY (COrrelation SpectroscopY) (Figura 18), que muestra los
acoplamientos originados por un nucleo de proton que acopla su espin con los Hs a 3
enlaces al representar el espectro de '"H RMN frente a si mismo. Los picos de cruce de
interés nos permiten corroborar que existe acoplamiento entre los Hs en a y f del anillo
piridinico, provenientes tanto del dialdehido como de la dihidrazona. Se muestra la

correlacion entre Hs, Hs, He y He» (5/5°-6/6”) y entre Hyo y Hyy (10-11).

También es de interés el andlisis del espectro EXSY (EXchange SpectroscopY),
que muestra la correlacion entre nucleos a través del espacio y cuyos spines
interaccionan mediante el denominado efecto NOE (Nuclear Overhaiiser Effect) y de

los hidrogenos que se encuentran en intercambio quimico. Asi, en dicho espectro (ver
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Anexos), se observan los picos de cruce correspondientes a los H a y g del anillo

piridinico, no equivalentes (Hs, Hs:, Hg y H¢).

Para profundizar en el estudio de los posibles conféormeros existentes de la
o-RB*", se decide estudiar los espectros de 'H RMN en acetona deuterada a baja
temperatura registrandose espectros entre los 25 °C y los -80 °C (AT =5, 10 °C) (Figura
19). Asi, en dicho espectro de T variable (VT) se observa como a T ambiente (arriba),
las sefiales estan generalmente colapsadas. Las sefales de los Hs metilénicos (Hs y Hj»)
se localizan entre 6.65-5.65 como dos singuletes muy ensanchados. Los Hs geminales
de estos grupos de la molécula son quimicamente no equivalentes. A alta temperatura,
estos Hs se ven como si fueran iguales, como consecuencia la rotacion rapida en la
escala de tiempos de RMN, de forma que se observan todos los posibles conférmeros en
una situacion de equilibrio rapido y las sefiales se ven como un promedio. Sin embargo,
a medida disminuye la temperatura disminuye la velocidad de rotacion observandose a
-80 °C (abajo) varios dobletes correspondientes a rotdmeros en equilibrio. Ese
desdoblamiento de las sefales a baja temperatura también se observa a la derecha del

espectro, para los Hs en « al anillo piridinico (Hy;).

25°C LM\M\_AJL oy

20°C
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0°C
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Figura 19. Espectro VT "H RMN (((CD;),CO), 500 MHz) de o-RB*" con las sefiales de interés
asignadas con niumeros (en naranja, se asignan las sefiales provenientes del dialdehido y, en violeta,
las de la dihidrazona), siendo el espectro de arriba a 25 °C y, el de abajo, a -80 °C (AT =5, 10 °C).
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Para poder discernir que Hs metilénicos pertenecen a la parte del macrociclo
proveniente de la dihidrazona o del dialdehido, es necesario analizar el espectro COSY
a -80 °C (Figura 20). En el espectro, se observan las senales de 8 H diferentes para los
grupos metileno, lo que se corresponderia con la existencia de dos rotameros estables a
esta temperatura. Se puede ver como originan picos de cruce en el espectro los protones
A-D, B-E, C-G y F-H, siendo los Hs A, B, D y E los pertenecientes al dialdehido y, los
Hs C, F, G y H, a la dihidrazona. Sin embargo, no es posible la identificacion de las

sefiales de cada conformero.

A/B/D/E C/F/G/H

G/H
D/E/F

b= Ne!
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Figura 20. Espectro COSY (((CD;),CO), -80 °C, 500 MHz) de o-RB*" con las correlaciones

indicadas mediante flechas. Se asignan con letras a los 8 Hs metilénicos existentes.

Ademas, apoyandose en el espectro NOESY a -80 °C (Figura 21), se puede
corroborar la anterior asignacion de los Hs metilénicos, viendo que los Hs A, B 'y C
muestran NOE con los Hs en a al N del anillo piridinico del dialdehido (H;;); mientras
que los Hs C, F y G, muestran NOE con los Hs en o al N del anillo piridinico de la
dihidrazona (Hs y Hs).
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Figura 21. Espectro NOESY (((CD;),CO), -80 °C, 500 MHz) de 0-RB*" con las correlaciones
indicadas mediante flechas. Se asignan con letras a los 8 Hs metilénicos y mediante niimeros, los Hs
en a al nitrégeno piridinico (en violeta, los provenientes de la dihidrazona y, en naranja, los del
dialdehido).

Con el objetivo de obtener mas informacion sobre los resultados obtenidos
mediante VT "H RMN para el ciclofano o-RB*" en acetona deuterada, se realizd un
estudio computacional buscando los potenciales conférmeros del macrociclo accesibles
a las distintas temperaturas. Los calculos se hacen a T ambiente y baja T (25 °C y -80
°C). Para ello se utiliz6 en primer lugar el programa CREST v. 2.11.2. en su
configuracion estandar para realizar una busqueda conformacional extensiva,”*’
usando el método cudntico semiempirico GFN2-XTB™ y el modelo de solvatacion
ALPB?' (acetona). Todos los calculos de DFT se realizaron utilizando el software

ORCA v.5.0.3.%% La busqueda refiere como solucién un conjunto de 30 conférmeros

(CELl) accesibles a temperatura ambiente en una ventana de 6 kcal/mol.

A fin de refinar el célculo, el protocolo CENSO (Command-line ENergetic
Sorting),”*** fue aplicado en sus partes 0-3 con los 30 conférmeros encontrados a T =

25 °C y -80 °C, con el objetivo de clasificarlos en base a su energia libre a distintos
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niveles de calculo de coste computacional creciente (Figura 22). Para la evaluacion de

la energia libre de cada especie i, Gi, se considera la siguiente Ecuacién 1, en donde:
Gi = Ejgos + 0Gisory + Gigro Ecuacion 1

e E;gq: energia total estimada para la especie en fase gas a un determinado nivel de
calculo.

o 0G;: energia de solvatacion para la substancia dependiente de la T, estimada a un
determinado nivel de célculo y en un determinado modelo implicito de solvatacion.

* G correccion termoestadistica de energia a energia libre, a una T dada y teniendo
en cuenta las contribuciones asociadas a la traslacion-rotacion-vibracion, e
incluyendo ademads las correcciones de trabajo por unidad de volumen y vibracional

de punto cero.

Estas contribuciones son normalmente calculadas dentro de la aproximacion de
rotor rigido-oscilador arménico (RRHO). Ha de considerarse que dicha aproximacion es
notablemente inexacta en la descripcion de las vibraciones con frecuencias < 100 cm™,
al acercarse en estos casos la energia entrdpica asociada a estos modos vibracionales de
forma asint6tica al infinito. Asi, para un calculo mas exacto de estas contribuciones, se
aplica la aproximacion de Grimme (mRRHO), que trata las vibraciones de baja

frecuencia no como asociadas a un oscilador armonico, si no a un rotor semirrigido.

A Crest censo
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Figura 22. Esquematizacion del protocolo computacional usado para clasificar conjuntos de
rotimeros-conférmeros de acuerdo con su energia libre.

De esta forma, la aplicacion del protocolo al conjunto conformacional

proveniente de CREST rinde los siguientes resultados para o-RB*" (Tabla 1):

26



T=25°C Conjunto final (CES)

crest censo p0 | censo pl | censo p2 | censo p5

CE1n° CE2n° CE3n° CE4n° | CE5n° Conf. = AGe I];‘(’)'l’tl:fn‘;’:
de conf. | de conf. | de conf. | de conf. | de conf.

ConfA 1.98 2.0
ConfB 0.00 56.6
30 8 4 4 4 ConfC 0.25 37.9
ConfD 1.87 2.5
T =-80 °C Conjunto final (CES)

crest censo p0 | censo pl | censo p2 | censo pS Poblacién

CE1n®  CE2n°  CE3n° | CE4n° | CESn° Conf. | AGq

de conf. | de conf. deconf. deconf. | de conf. Boltzman

ConfA | 1.66 0.7

30 g 4 4 ) ConfB | 0.04 46.5

ConfC | 0.00 52.1

ConfD 1.60 0.8

Tabla 1. Resultados obtenidos tras la aplicacion del protocolo CENSO al conjunto conformacional
proveniente de CREST para 0-RB*" 2 25°C y -80 °C en acetona.

De los célculos se deduce que la distribucion de conformeros a 25 °C y -80 °C no
varia excesivamente, incluyendo los mismos conféormeros que no varian demasiado en
estabilidades relativas. Asi, mientras en ambas distribuciones aparecen 4
atropoisomeros, que se diferencian por la disposicion relativa sin- o anti- de los grupos
fenilo respecto a los dos grupos hidrazona en el mismo plano, solo dos de ellos
(conformeros B y C, Figura 23), contribuyen con poblaciones significativas en la

distribucion de Boltzman a ambas temperaturas.

ConfB ConfC ConfD

Figura 23. Conférmeros accesibles de 0-RB*" a T =25 °C y -80 °C (ver Tabla 1 para energias libres
relativas de las especies a ambas temperaturas).
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De este modo, los calculos estarian en buen acuerdo con los datos
experimentales de VT 'H RMN. A T ambiente la situacién de coalescencia de las
sefiales impide el andlisis de los resultados, pero el enfriamiento a -80 °C permite el
acceso a una situacion de equilibrio mas lenta en la que se pueden observar resultados

en buen acuerdo con la presencia mayoritaria de 2 conféormeros.

Por ultimo, se complet6 la caracterizacion del macrociclo o-RB*" mediante HR-
ESI-MS (ver Anexos). Se encontraron dos picos de masa exacta del ion [M]*"
(C3sH34Ns*") a m/z 301.1447 y [M+PF¢]" (CasH34FeNgP") a 747.2546 m/z, calcld. para
(C3sH34Ng™") a m/z 301.1448 y (CasHz4FgNgP™) a 747.2543 m/z.

3.3.Estudio de complejacion entre m-RB** y o-RB* y un sustrato modelo

Los dos receptores andlogos a la red box presentan una forma de “caja”
rectangular formada por unidades m-deficientes en sus lados largos, de forma que
presenta una cavidad rigida e hidrofobica. Esta puede alojar sustratos aromaticos de
tamano y complementariedad adecuada, a través de interacciones tipo m-n con los lados

. . . 27
largos e interacciones [C—H:---xt] con los lados cortos del macrociclo.

Para el estudio de la capacidad como receptor de ambos andlogos, se selecciona
un sustrato aromatico modelo rico en electrones derivado del naftaleno, el
1,5-dihidroxinaftaleno (1,5-DHN), ya que la red box ha mostrado ser un buen receptor

. . . , . 27
para este tipo de sustratos en medio acuoso y algo menos en medio organico.

Se preparan los complejos en D,O al mezclar dos disoluciones de concentracion
4 mM de sustrato y de macrociclo. Al comparar los espectros de 'H RMN del complejo
con los de sus componentes libres se comprueba que existe un desplazamiento en las
sefiales, tanto de m-RB*" como de 1,5-DHN (ver Anexos). Las sefiales de 1,5-DHN se
ven apantalladas, mientras que las de m-RB*" unas se ven apantalladas y otras
desapantalladas: las sefiales de los anillos fenilénicos (lados cortos) se desapantallan por
causa de las interacciones [C—H- - 7], pero las sefales de los anillos piridinicos (lados
largos), se apantallan al interactuar con el sustrato m-excedente. Estos cambios en las
senales confirman la formacion de un complejo de inclusion, y coinciden con lo

esperado para este tipo de complejos.”’’
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Por otro lado, se comprueba que 0-RB*" no es capaz de complejar a 1,5-DHN.
Tras la adicion del sustrato, no se observan cambios en el espectro de 'H RMN

indicando que su cavidad no es lo suficientemente grande para albergar a dicho sustrato.

Una vez comprobado de forma cualitativa la formacion en medio acuoso del
complejo 1,5-DHNcm-RB*, se procede a estudiar la capacidad receptora de m-RB*" y
de su base conjugada m-RB*". Se determina la K, (constante de asociacion) del
complejo a pH 4cido y bésico, utilizando 1,5-DHN como sustrato mediante '"H RMN
(Esquema 7). Se preparan disoluciones en D,O tamponadas con HNa,PO4 20 mM, a
pD 6.3 y 10.9, se va registrando el espectro manteniendo la concentracion de m-RB*" a
2 mM vy se va anadiendo 1,5-DHN hasta alcanzar los 3.0 equivalentes. Los espectros de
las valoraciones a pD 6.3 y pD 10.9 se muestran en Anexos.

m-RB*" + 1,5-DHN —— 1,5-DHN C m-RB*" m-RB?* + 1,5-DHN <—— 1,5-DHN C m-RB?"

NC_ 7
Esquema 7. Estructuras del complexo de inclusién 1,5-DNHcm-RB*" a pH acido (izquierda) y
1,5-DNHcm-RB*" basico (derecha).

Para realizar el calculo, se selecciona una sefial del macrociclo facilmente
reconocible: el singulete del proton de la imina (Ho, en Figura 16). Como resultado de
la interaccion receptor-sustrato, el 1,5-DHN cede carga a los anillos piridinicos del lado
largo del receptor, por lo que la sefial de la imina se apantalla. Tanto m-RB*" como

2+ . .. .
m-RB”" mostraron una capacidad similar para complejarse.

Asi, se estima la constante de asociacion K, empleando el software Dynafit,
ajustando el proceso al modelo propuesto en el Esquema 7. Se obtienen los siguientes
valores de la constante de asociacion: K, (pD 6.3) = (1.61+0.28)-10* M y K,, (pD 10.9)
= (8.59+1.90)-10° M, siendo el coeficiente de variacién de ~15 % en ambos casos. El
menor valor de K, en medio bésico se explica por la menor capacidad n-deficiente
(aceptora de electrones) de la base conjugada del receptor, y se ha visto previamente en
ciclofanos similares.*® Estos resultados parecen indicar que el efecto hidrofébico y no la
carga neta es el factor determinante de la asociacion. Ademads, estos valores de la

. . . 27
constante concuerdan con datos previamente reportados para sistemas similares.”” Los
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desplazamientos medidos para cada concentracion de 1,5-DHN se recogen en Anexos.
El resultado del ajuste de los datos experimentales se muestra en la Grafica 1.
8.6 -I

8.4 ° H9 pD 6.3
82 =&-H9 pD10.9

E 8.0
=
298 -
7]
7.6
7.4

7.2 . . .

0 2 4 6

[1,5-DHN] (mM)

Grifica 1. Ajuste de los desplazamientos quimicos experimentales (3, ppm) de la seiial del protén

iminico (Hy) al modelo propuesto, a pD 6.3 (verde) y a pD 10.9 (rosa) de una mezcla del macrociclo
m-RB** (2 mM) con cantidades crecientes de sustrato 1,5-DHN (0-3.0 equivalentes).

3.4.Estudio de complejacion entre o-RB* y el anion CI'

4+ . , .

Una vez comprobado que la o-RB™ no compleja al sustrato organico modelo, se

decide explorar la capacidad de este receptor para reconocer aniones en medios
organicos, en base a los resultados publicados acerca de compuestos derivados iminicos

. . 14,1
y de urea capaces de complejar aniones, *'**’

especialmente, aquellos publicados por
Hao et al. sobre la capacidad de macrociclos cationicos de hidrazona para el
reconocimiento de aniones.”' El ciclofano 0-RB*" es estructuralmente similar a esos
sistemas, ya que la presencia del doble enlace hidrazona, que contiene el fragmento
N-NH, permite la formacion del complejo con el Cl” mediante enlace de H. En concreto,
en el caso de la 0-RB*", esos dos grupos N-NH se encuentran cercanos en el espacio, lo
cual podria resultar en interacciones no covalentes de enlaces de H, estabilizando aun

mas el complejo con el anidn. Ademas, también se podrian establecer otros enlaces de H

[C-H:----CI'] e interacciones ion-T.

Asi, el estudio de complejacion se realizé en acetona, para evitar la competencia
por el anion por parte de moléculas del disolvente dadoras de enlaces de H, como por
ejemplo, el agua. Ademas, el disolvente juega un papel importante en la estabilidad de
los complejos anionicos. Cuanto mayor sea la polaridad del solvente (DMSO > MeCN
> Acetona > CHCls), mayor sera el término de energia de desolvatacion del anién y

menor serd la estabilidad del complejo de enlaces H.'” Para proporcionar el CI™ al
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medio, se utiliza cloruro de tetrabutilamonio (TBACI) porque el TBA" es un cation
inerte, de gran tamafo y que no afecta a la acidez-basicidad de la solucion ni participa

en el complejo y facilita la disolucion de la sal en acetona.

En esta valoracion, se registra el espectro en un rango de barrido de 300-700 nm.
Para ello, se mantiene constante la concentracion de o-RB*" en 5 pM y se va
aumentando la concentracion de TBACI, desde 0 hasta ~2.5 equivalentes (ver Anexos).
De forma cualitativa, en el espectro UV-vis se observa una banda de absorcion centrada
entre 328-448 nm, que se puede asociar con transiciones m-n* del macrociclo en su
forma acida (o-RB*") (Grafica 2). Esta banda presenta un desplazamiento batocréomico
(hacia longitudes de onda de menor energia) como consecuencia de la interaccion a
través de enlaces de hidrogeno entre el grupo hidrazona y el CI. Este fendmeno de
“desplazamiento hacia el r0jo” de la banda acida ya ha sido observado en criptandos con
enlaces hidrazona®® y en sensores hidrazona al interaccionar con aniones como el Cl” o
AcO™ ¥ Ademas, se observa una banda de mucho menos intensidad, centrada entre

458-530 nm, la cual podria corresponderse con una banda de transferencia de carga.

0.56 —0.0 eq

\ —0.2 eq

0.48 —0.4eq

—0.6 ¢eq

—0.8 eq

0.40 —1.0¢q

s —1.2eq

:'é 0.32 —1l.4eq

2 1.6 eq

2024 —1.7eq

< —1.9¢q

2.1¢eq

0.16 2.5 eq

0.08

0.00 T T T T 1

325 350 375, (nm)400 425 450

Grifica 2. Espectros de UV-vis de la banda acida (325-450 nm, Jexc = 310 nm) resultado de las
adiciones de TBACI (0-2.5 equivalentes) a una disolucion de o-RB* (5 uM) en acetona.

Para calcular el valor de K,, se ajustan los datos del maximo de la banda acida

(Amax = 372 nm) a un mecanismo de asociacion 1:1 (Grafica 3), haciendo uso del
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software DynaFit. Se obtiene un valor de K, de (1.87+0.29)-10° M y del coeficiente de
variacion de 15 %. Este valor tan alto de la constante podria explicarse por la formacion

de un complejo quelato intramolecular débil con el receptor, y se corresponde con

valores reportados para la formacién de quelatos en sistemas similares.***!*

0-RB*" + CI' =—— CI'Co-RB*"
0.55 -
0.53 -
2051 -
=
«
20.49 -
S
=0.47 -
0.45 -

0.43 ! T T T T T T 1
12 14

6 8
[TBACI] (M)
Grifica 3. Ajuste de los valores de absorbancia experimentales del maximo de la banda acida a 372

nm de una mezcla del macrociclo o-RB* (5 pM) con cantidades crecientes de TBACI (0-2.5

equivalentes) en acetona.
Estos resultados se corroboraron mediante la técnica de 'H RMN, preparando

una disolucion del macrociclo de 2.25 mM vy afadiendo concentraciones crecientes de

TBACI hasta los ~2.0 equivalentes (Figura 24).

0 eq.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1
f1 (ppm)

Figura 24. Espectro "H RMN (((CD;),CO), 300 MHz) de la valoracién de una mezcla del macrociclo
0-RB*" (2.25 mM) con cantidades crecientes de TBACI (0-1.9 equivalentes).
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La constante de asociacion se calcula a partir del desplazamiento del H iminico
(Hs, en Figura 17). El valor de K, es (5.13£0.43)-10° M y el coeficiente de variacion
del 8 %. La diferencia en el orden de la constante se debe a la precipitaciéon por
metatesis durante la valoracion, pero se determina que el punto de equivalencia se
encuentra en ~1 equivalente. Los desplazamientos medidos para cada concentracion de
1,5-DHN se recogen en Anexos. El resultado del ajuste de los datos experimentales se

muestra en la Grafica 4.
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Grifica 4. Ajuste de los desplazamientos quimicos experimentales (3, ppm) de la seiial del protén
iminico (Hg) al modelo propuesto de una mezcla del macrociclo 0-RB*" (2.25 mM) con cantidades
crecientes de TBACI (0-1.9 equivalentes).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiales y equipos usados

Para la realizacion del trabajo experimental del presente TFM, se han empleado
reactivos y disolventes comerciales, sin purificacion adicional. Se proporcionaron los
compuestos iniciales o-HH-2Br y o-HA-2Br, que fueron sintetizados por el grupo
QUIMOLMAT-Supra. Ademads, se hizo uso de agua de calidad miliQ, obtenida
mediante un equipo Millipore Gradient A10.

Se utiliz6 la técnica de cromatografia en capa fina para realizar el seguimiento
de las reacciones quimicas, haciendo uso de cromatofolios de gel de silice Merck 60
F254 y de radiacion ultravioleta a 254 y 360 nm como revelador y como eluyente, una
mezcla de disolventes, “Magic”, preparada a partir de 600 ml de CH3CN, 150 mL de
CH;O0H, 150 mL de H,O y 5 g de NaCl (seleccionada en base a las polaridades de los
compuestos a separar). Ademas, se hizo uso del equipo de ultrasonidos Branson 2510
para favorecer la disolucion de los compuestos mediante ultrasonidos. Cuando se

liofilizaron los productos, se usé un liofilizador Telstar Cryodos -80.

Se realizo también el seguimiento de todas las reacciones mediante 'H RMN,
para lo que se empled un espectrometro Bruker Avance 300 (300 MHz). Para la
caracterizacion de los compuestos se usaron los espectrometros Bruker Avance 500 e
Bruker Avance III HD 400 (400/500 MHz para 'H y 101/126 MHz para BC) del SAI
(Servicios de Apoyo a la Investigacion) de la UDC. Los espectros de RMN se realizaron
utilizando D,0, CDsCN y CD3COCD; como disolvente y tomando como referencia la
sefal del disolvente protonado. Por otro lado, en los ensayos de espectrofotometria UV-
vis se registraron en un espectrofotdmetro JASCO V-650 y se midi6 el pH empleando

un medidor de pH Fisherbrand accumet AE150.
4.2. Procesos experimentales

4.2.1. Sintesis de la meta-dihidrazona (m-HH-2Br)

vy Ly
cl NHNH, NHNH, O Nym ﬁd N \© 2B
\GHNH,PrOH L Naom o A | BY u 2
N~ A Reflujo N® N ARefljo2h S\ 7 A Reflujo 20 h N | X

1 Hcl 2 HHCl 3 50 % 4 8%  HH2Br ~o N
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Se disuelve el hidrocloruro de 4-cloropiridina (1, 4.12 g, 27.5 mmol, 1 eq) en
100 mL de 2-propanol. A esta disolucion blanquecina, se afiaden 15 mL de hidrazina
(82.4 mol, 8 eq, 50 % H,0) y se calienta a ebullicion y con agitacion. La disolucion se
vuelve de color amarillo claro una vez afiadida la hidrazina. Se calienta a ebullicién
durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se observa la formacion de un precipitado
marrén-anaranjado en el fondo del balon. A continuacion, se eliminan los restos de
disolvente en el rotavapor y se acaba de secar el producto en una linea de vacio durante
15 horas. El producto final presenta un aspecto liquido viscoso marrén y se obtienen

6.80 g de la piridina 2.

A continuacion, se disuelven 3.40 g del hidrocloruro de 4-hidrazinopiridina (3,
18.7 mmol, 1 eq) en 150 mL de una disolucién de NaOH 3M. Tras agitar durante 30
min, se realizan extracciones con AcOEt (8x10 mL). La fase orgéanica se seca en el
rotavapor. El producto se disuelve en 60 mL de acetona y se calienta a ebullicion
durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucién presenta un color anaranjado y
se observa un precipitado de color cobrizo, la hidrazona protegida, de la cual se
obtienen 1.43 g. Una vez obtenida la hidrazona protegida, se disuelven en 100 mL de
acetona 1.43 g de hidrazona (4, 9.57 mmol, 4 eq) y se afiaden 0.63 g de a,a’-dibromo-
m-xileno (5, 2.39 mmol, 1 eq). Se calienta a ebullicion durante 20 horas. Al inicio, la
disolucion presenta un color anaranjado pero a los 40 min, comienza a precipitar un
solido blanquecino. Tras enfriar, se filtra a vacio y se lava tres veces con 15 mL de
acetona y tres veces con 10 mL de éter etilico y se deja secar. Asi, se obtienen 1.15 g de
m-HH-2Br, s6lido pulverulento blanquecino, lo que se corresponde con un rendimiento

en esta etapa del 85 % (rendimiento global del 43 %).

"H RMN (400 MHz, D,0) & (ppm): 8.15 (s ancho, 4H), 7.55 (dt, J= 7.7, 5.8 Hz,
1H), 7.45 (dd, J = 7.8, 1.8 Hz, 2H), 7.36 (s ancho, 2H), 7.15 (s, 1H), 7.06 (s ancho, 2H),
5.43 (s, 4H), 2.15 (s, 6H), 2.08 (s, 6H). C RMN (101 MHz, D20) & (ppm): 162.85(C),
154.32 (C), 135.71 (C), 130.21 (CH), 128.68 (CH), 126.94 (CH), 60.67 (CH), 24.36
(CH), 17.36 (CH). HR-ESI-MS (m/z): calculado para Ca4H30Ng™ " 201.1261 y
Ca4H2oNg ™ 401.2499; encontrado, Co4H3oNe> = 201.1260 y CasHaoNg " 401.2499.
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4.2.2. Sintesis del meta-dialdehido (m-HA-2Br)

MeCN A
Reﬂujo 20 h

73 %
m-HA-2Br

En 60 mL de acetonitrilo, se disuelven 0.52 g de a,a’-dibromo-m-xileno (4, 1.95
mmol, 1 eq) y se anaden 0.6 mL de 4-piridincarboxialdehido (5, 5.85 mmol, 3 eq). Se
calienta a reflujo con agitacion. Tras 30 min de reaccion, la disolucion inicialmente de
color amarillo se torna de color cobrizo y se empieza a formar un precipitado. Se deja
reaccionar 20 horas. A continuacion, se filtra el solido a vacio y se lava 3 veces con 15
mL de acetonitrilo y 3 veces con 10 mL de dietiléter. Se obtienen 0.73 g m-HA-2Br,

liquido viscoso de color cobrizo, siendo el rendimiento del 73 %.

"H RMN (400 MHz, D,0) & (ppm): 8.84 (d, J = 6.7, 4H), 8.08 (d, J = 6.8, 4H),
7.48 (m, 3H), 7.46 (m, 1H), 6.12 (s, 2H), 5.77 (s, 4H). *C RMN (101 MHz, D,0) &
(ppm): 160.43 (C), 144.69 (CH), 133.94 (C), 130.74 (CH), 130.38 (CH), 129.40 (CH),
125.59 (CH), 87.47 (CH), 63.64 (CH;). HR-ESI-MS (m/z): calculado para
CooH3eN,047": 191.0941 y Co4HyoNg 2 461.1071; encontrado, CyrHzgN2O4>": 191.0940 y
C24HNg": 461.1070.

4.2.3. Ensamblaje y purificacion del macrociclo meta-red box (m-RB-4X)

P — H
\N/N Xy 2Br NQN
+ ‘ + \_/ N
_N 1) TFA cat, H,0 60°C, 24 h
H >
/L\N N 2) KPF, H,0, 24 h, agitacién = H
_N . N

m-HA-2Br m-HH-2Br m-RB-4X
X =Br-, PFg, CI, TFA”

En primer lugar, se disuelven 0.15 g meta-dialdehido (m-HA-2Br, 0.27 mmol, 1
eq), y 0.14 g de la meta-dihidrazona (m-HH-2Br, 0.27 mmol, 1 eq) en 100 mL de H,O.
Se comprueba, mediante 'H RMN, que ambos compuestos de partida se encuentran en
proporcion 1:1. A continuacion, se afiaden 10 pL. de TFA, tras lo cual la disolucion
cambia de color anaranjado a naranja, y se calienta con agitacion a 60 °C durante 20

horas.

Transcurrido ese tiempo, y una vez enfriado a temperatura ambiente, se

coprecipita con KPFg, al afiadir un exceso de esta sal. Se deja agitando a temperatura
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ambiente 24 h. Se forma un precipitado de color rojizo, el cual se filtra a vacio y se lava
con 10 mL de H,O y 3 veces con 15 mL de éter etilico. Se deja secar al aire 24 horas
para eliminar bien toda la humedad. Finalmente, se obtienen 0.4928 g del macrociclo
m-RB-4PFg, siendo el rendimiento del 155 %, ya que hay un exceso de KPFs en el

producto.

El grupo QUIMOLMAT-Supra proporciona el macrociclo como m-RB-4TFA,
tras su purificacion mediante la técnica de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) semipreparativa en fase inversa haciendo uso de una columna C18 y

de los eluyentes H,O + 0.1 % TFA y CH3CN + 0.1 % TFA.

'"H RMN (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.70 (m, 4H), 8.41 (s ancho, 1H), 8.22 (s,
2H), 8.20 (d, 2H), 8.13 (s ancho, 1H), 7.75 (s ancho, 1H), 7.61 (m, 3H), 7.54 (d,J=1.4
Hz, 3H), 7.17 (s ancho, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 5.77 (s, 4H), 5.49 (s, 4H). HR-
ESI-MS (m/z): calculado para CisHisNg™: 301.1448 y CsgHsFgNgP™: 747.2543;
encontrado, CssHasNg>": 301.1447 y C3gH34FgNgP': 747.2546.

4.2.4. Ensamblaje y purificacion del macrociclo orto-red box (0-RB-4X)

=\ H
@g O\NH 1) TFA cat, H,0 60°C, 24 h C(NC/}N\N
=\ H
A
NN

NT/ 2) KPF¢ H,0, 24 h, agitacion

X 3) BuyNCL,CH;CN, 30 min, agitacién

_NH o-HH-2Br 0-RB-4X
)N‘\ X = Br-, PF4, CI', TFA”

Para la sintesis del macrociclo orto-red box, se sigue el mismo procedimiento

o-HA-2Br

descrito anteriormente para el macrociclo meta-red box, pero partiendo de los blogques
de construccion proporcionados por el grupo, el orto-dialdehido (o-HA-2Br) y la

orto-dihidrazona (o-HH-2Br).

Primero, se disuelven 0.14 g del orfo-dialdehido (o-HA-2Br, 0.27 mmol, 1 eq), y
0.15 g de la orto-dihidrazona (o-HH-2Br, 0.27 mmol, 1 eq) en 100 mL de H,O,
obteniéndose una disolucion amarillenta. Una vez comprobado por 'H RMN que la
estequiometria de la reaccion es 1:1, se afladen 10 pL de TFA, tras lo cual la disolucion

se torna mas oscura, y se calienta con agitacion a 60°C durante 20 horas.

Tras enfriar a temperatura ambiente se afiade un exceso de la sal KPF¢, para que
se produzca la precipitacion. Tras la adicion de la sal se agita a temperatura ambiente

durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, tanto la disolucion como el precipitado presenta
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un color verdoso. Se filtra a vacio y se lava dos veces con 10 mL de H,O y 3 veces con
15 mL de éter etilico. Una vez seco, se obtienen 0.246 g de o-RB-4PFg, solido
pulverulento verde, lo que se corresponde con un rendimiento del 77 %. No es necesaria

purificacion adicional del macrociclo, ya que se obtiene con un alto grado de pureza.

Una disolucion de 91.5 mg de 0-RB-4PF¢ con un exceso de la sal BusNCl, en 10
mL de acetonitrilo se agita 30 min. Se forma una disolucion de color verdoso, en la que
precipita un solido amarillento. Se filtra a vacio y se lava dos veces con 7 mL de
acetonitrilo y dos veces con 10 mL de éter etilico. Se obtienen 50.0 mg de o-RB-4Cl,

solido pulverulento de color amarillento, siendo el rendimiento del 55 %.

El grupo QUIMOLMAT-Supra proporciona el macrociclo purificado como
0-RB-4TFA, haciendo uso de la misma técnica y método que para la purificacion de

m-RB-4TFA.

"H RMN (500 MHz, 95 °C, D,0) & (ppm): 9.15 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 8.76 (2,
2H), 8.73 (d, 3H), 8.68 (d, 4H), 8.60 (s, 4H), 8.52 (dt, J = 1.7, 0.8 Hz, 4H), 8.30 (s
ancho, 2H), 7.67 (s ancho, 2H), 6.69 (s, 4H), 6.38 (s, 4H). HR-ESI-MS (m/z):
calculado para para C38H34N82+: 301.1448 y C3sH34F¢NgP™: 747.2543; encontrado,
C3sH34Ng”": 301.1447 y CagH34FoNgP™: 747.2546.

4.2.5. Sintesis de los complejos de inclusion de m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA con 1,5-
dihidroxinaftaleno (1,5-DHN)

Para comprobar si ambos receptores son capaces de complejar al 1,5-DHN en
medio acuoso, se preparan disoluciones en proporcion 1:1 de receptor y sustrato. Asi, se
prepara una disolucion 4 mM de 1,5-DHN, para lo que se pesan 2.7 mg y se disuelven
en 2 mL de D,0, haciendo uso de ultrasonidos y calor para favorecer la solubilidad; y
disoluciones 4 mM de m-RB-4TFA y 0-RB-4TFA, disolviendo en ambos casos 4.22 mg

del macrociclo en 1 mL de D,O, ambas de color amarillento.

En un tubo de RMN, se afiaden 250 pL de la disolucion stock de o-RB-4TFA y
250 pL de la disolucidn stock de 1,5-DHN para tener una concentracion final de 2 mM.
En otro tubo, se repite el mismo procedimiento pero haciendo uso de la disolucion stock
de m-RB-4TFA. En este caso, se observa un cambio de color a amarillo oscuro, lo cual
puede ser resultado de una reaccion de transferencia de carga consecuencia de la

complejacion.
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1,5-DHNCo-RB-4TFA (no se forma complejo). 'H RMN (300 MHz, D,0) &
(ppm): 8.48 (s ancho, 1H), 8.06 (s, 2H), 7.98 (s ancho, 2H), 7.90 (d, J = 7.3 Hz, 4H),
7.81 (s, 3H), 7.61 (s ancho, 1H), 7.49 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 7.08 (d, /= 7.6 Hz, 2H), 6.93
(s ancho, 1H), 4.38 (s, 4H), 4.05 (m, 4H), 3.77 (s, 9H).

1,5-DHNCm-RB-4TFA: 'H RMN (300 MHz, D,0) & (ppm): 8.81 (d, J = 6.5
Hz, 4H), 8.44 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.32 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.98 (d, J = 7.9 Hz, 2H),
7.83 (m, 4H), 7.72 (d, J = 6.5 Hz, 4H), 7.59 (s, 1H), 7.33 (s, 2H), 7.14 (s, 2H), 6.85 (s
ancho, 1H), 6.44 (d, J = 7.7 Hz, 3H), 5.82 (s, 4H), 5.54 (s, 4H), 4.19 (s, 5H), 3.92 (s,
5H), 3.81 (d, J= 7.2 Hz, 10H).

4.2.6. Estudio mediante '"H RMN del complejo de inclusiéon de 1,5-DHNCm-
RB-4TFA en medio acido (pD = 6.3) y basico (pD = 10.9)

Se preparan una disolucion stock 2 mM de m-RB-4TFA en medio acido y
basico. En medio acido, se disuelven 7.4 mg de m-RB-4TFA en 3.5 mL de tampon a
pD = 6.3 (HNa,PO4 20 mM acidificado con DCI). A 3 mL de la disolucion stock de
m-RB-4TFA se le afiaden 7.4 mg de 1,5-DHN (8 mM). En medio bésico, se disuelven
7.4 mg de m-RB-4TFA en 3.5 mL de tamp6n a pD = 10.9 (HNa,PO,4 20 mM acidificado
con DCI). A 3.0 mL de dicha disolucidn, se anaden 7.4 mg de 1,5-DHN (8 mM).

En un tubo de RMN, se parte de 400 pL de la disolucion stock 2 mM de
m-RB-4TFA en D,0. Tras registrar el espectro de dicha disolucion, se continua con la
adicion, de 20 en 20 pL, de la disolucion mezcla de m-RB-4TFA y 1,5-DHN, de forma
que la concentracion del macrociclo permanece constante y se va aumentando la

concentracion de sustrato. Una vez pasado un equivalente de substrato, se afiaden 50 pL.

(4 adiciones), 100 pL y 300 pL (3 adiciones).

4.2.7. Valoracion de 0-RB-4PF; con TBACI mediante espectroscopia UV-vis en

medio organico (acetona)

Se prepara una disolucion stock 2 mM de 0-RB-4PF; (2.3 mg del macrociclo en
I mL de acetona) y una disolucion stock de TBACI 5 mM (13.9 mg de TBACI en 10
mL de acetona). A continuacion, se diluyen las disoluciones stock iniciales para obtener
12 mL de disolucion 5 uM de 0-RB-4PF¢ y 10 mL de disolucion TBACI 250 pM (al
anadir 0.5 mL de la disolucion stock de TBACI a 9.5 mL de disolucion 5 uM de
0-RB-4PF¢. Asi, en una cubeta de UV-vis, se afiaden 2.5 mL de disolucion 5 uM de
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0-RB-4PF¢ vy, tras registrar el espectro UV-vis, se va adicionando, de 10 en 10 pL, a
partir de 2 equivalentes de TBACI de 20 en 20 puL y de 30 en 30 pL (tras 2.5
equivalentes de TBACI).

4.2.8. Valoracion de 0-RB-4PF4 con TBACI mediante "H RMN en CD;COCD;

En primer lugar, se prepara una disolucion 2.25 mM de 0-RB-4PFg, al disolver
5.9 mg del macrociclo en 2.2 mL de acetona deuterada, y una disolucion de TBACI 13.6
mM, al disolver 6.8 mg de TBACI en 1.8 mL de disolucion 2.25 mM de o-RB-4PF¢. En
un tubo de RMN, se afiaden 400 uL de la disoluciéon 2.25 mM de 0-RB-4PF¢y, una vez
registrado el espectro, se va adicionando la disolucion de TBACI de 20 en 20 pL hasta
los 1.25 equivalentes, de 50 en 50 pL hasta los 2.5 equivalentes, de 100 en 100 pL hasta
los 3.5 equivalentes y de 200 en 200 pL hasta 4 equivalentes.

4.3. Calculos computacionales de los conférmeros de o-RB**

El muestreo conformacional se realizé utilizando el cdédigo de libre acceso
CREST v. 2.11.2.,%** empleando en todos los casos el método cudntico semiempirico
xtb-GFN2*’ en combinacién con el modelo de solvatacion implicita ALPB’'. Todos los
calculos de DFT se realizaron utilizando el software ORCA v.5.0.3.°* A fin de refinar
el calculo, el protocolo CENSO (Command-line ENergetic Sorting) **>* para calcular la

energia energia libre de cada especie i, G;, se considera la Ecuacion 1:

Gi = Ejgo5 + 0Gisory + Gipro Ecuacién 1

Se calculan las contribuciones E;gas, 8Gisotv ¥ Giwy con la aproximacion de

Grimme (mRRHO):

e Parte 0 (Preseleccion economica): Se calculan Ejg,s mejoradas mediante calculos
de punto simple DFT para todas las estructuras del CC (nivel B97-D3(0)/def2-
SV(P)+gCP). Las demas contribuciones se consideran al nivel de célculo
semiempirico xtb-GFN2/alpb (acetona). Se descartan aquellas estructuras por
encima de AG = 4.0 kcal/mol.

e Preseleccion (parte 1)-> : Se calculan Ej;g,s mejoradas mediante calculos de punto
simple DFT para todas las estructuras del CCp0 (en nuestro caso el método
compuesto r2scan-3c). Energias de solvatacion mejoradas y calculadas mediante

calculos al nivel r2scan-3¢/SMD (acetonitrilo). Gisy estimadas  xtb-
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GFN2/alpb(acetona). Se descartan aquellas estructuras por encima de AG = 3.5
kcal/mol.

Optimizacion (parte 2): Se optimizan las geometrias de CCpl al nivel de célculo
r2scan-3c¢. dGisep €s estimada a nivel DFT mediante puntos simples al nivel r2scan-
3¢/SMD (acetona). G4y estimadas xtb-GFN2/ALPB(acetonitrilo). Se conservan
aquellas estructuras cuya AG complete la distribucién de Boltzman a la temperatura
dada en un 99 % (AG = 2.5 kcal/mol)

Refinamiento (parte 3): Para una evaluacion mdas precisa de las energias
electronicas estas son calculadas con un funcional hibrido o doble hibrido y un
conjunto base suficientemente complejo (en nuestro caso la combinacion

PW6B96D4/DEF2-TZVP(P))

Los datos obtenidos se pueden consultar en la Tabla 1.
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5. CONCLUSIONES

Considerando los objetivos iniciales y los resultados obtenidos, se pueden llegar

a las siguientes conclusiones del presente trabajo:

Los bloques de construccion m-HH>"y m-HA*" se sintetizaron mediante reacciones
Sn2 de forma eficaz, siendo los rendimientos obtenidos superiores al 70 %.

El ensamblaje de los ciclofanos m-RB*" y 0-RB*" se llevé a cabo al formarse dos
nuevos enlaces hidrazona bajo control cinético, de forma eficaz.

Todos los compuestos no reportados previamente han sido caracterizados por 'H/
C RMN mono y bidimensional y HR-ESI-MS, lo que posibilito la asignacion
estructural de los mismos.

El estudio de la capacidad de complejacién mediante 'H RMN de m-RB*" y o-RB*"
con 1,5-DHN confirma que m-RB*" forma un complejo, tanto a pD bésico como
acido, siendo la K, del orden de 10°-10* M. En cambio, o-RB*" no compleja con
dicho sustrato, por lo que se requieren mas estudios con otros sustratos en el futuro.
Se realiz6 el estudio de la respuesta de o-RB*" ante el ion CI, tanto por '"H RMN
como por ensayos UV-vis, confirmandose la formacién de un complejo tipo quelato.

. . . . 4+
Dicho estudio puede extenderse a otros iones y al macrociclo m-RB™ en un futuro.

Conclusions

Considering the initial objectives and the results obtained, the following

conclusions can be stated from this project:

The m-HH*" and m-HA*" building blocks were efficiently synthesized by Sx2
reactions, being the yields obtained greater than 70 %.

The assembly of the m-RB*" and o-RB*" cyclophanes was carried out by forming
two new hydrazone bonds under kinetic control, efficiently.

All the compounds not previously reported have been characterized by one and two-
dimensional 'H/"*C NMR and HR-ESI-MS, which enable their structural assigment.
The study of the complexation capacity through "H NMR of m-RB*" and o0-RB**
with 1,5-DHN confirms that m-RB*" forms a complex, both at basic and acidic pD,
with K, in the order of 10°-10* M. In contrast, 0-RB*" is not able to complex with
this substrate, so further studies with different substrates are required in the future.
The study of the o-RB*" response to the CI ion corroborates both by 'H NMR and
UV-vis assays, the formation of a chelate-type complex. This study may be

extended to other ions and to the m-RB*" macrocycle in the future.
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Figura 43. Espectro COSY (CD;CN, 500 MHz) de m-RB*".
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Figura 45. Espectro HMBC (CD;CN, 500/126 MHz) de m-RB*".
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Figura 46. Espectro “C RMN/DEPT (D,0, 126 MHz) de m-RB*".
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Figura 48. Espectro HSQC (D,0, 500/126 MHz) de m-RB*".
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Figura 49. Espectro HMBC (D,0, 500/126 MHz) de m-RB*".
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Figura 51. Espectro HR-ESI-MS m-RB*".
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Figura 52. Espectro '"H RMN (D,0, 500 MHz) de 0-RB*".
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Figura 53. Espectro EXSY (D,0, 95 °C, 500 MHz) de 0-RB*',
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Figura 54. Espectro COSY (CD;CN, 70 °C, 500 MHz) de o-RB*".
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Figura 55. Espectro EXSY (CD;CN, 70 °C, 500 MHz) de o-RB*",
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Figura 56. Espectro HR-ESI-MS de 0-RB*".
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Figura 57. Espectros de "H RMN (D,0, 400 MHz) de m-RB*" (arriba), 1,5-DHNcCm-RB*" (medio) y
1,5-DHN (abajo)
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Figura 58. Espectros de "H RMN (D,0, 400 MHz) de 0-RB** (arriba), 1,5-DHN y 0-RB*" (medio) y
1,5-DHN (abajo)

pD 6.3 pD 10.9
[1,(51;11;/II-§N] a, S-gII:INc) oHy (ppm) Residual Hy = oHy (ppm) @ Residual Hy
0.00 0.00 8.4339 0.0000 8.1750 -0.0029
0.20 0.10 8.3470 0.0229 8.1140 -0.0107
0.38 0.19 8.2220 -0.0040 8.0860 0.0086
0.73 0.36 8.0500 0.0114 7.9990 0.0109
1.04 0.52 - - 7.9260 0.0049
1.33 0.67 7.7396 0.0006 7.8530 -0.0054
1.60 0.80 7.6189 -0.0057 7.7770 -0.0071
1.85 0.92 7.5289 -0.0114 7.7450 -0.0098
2.07 1.04 7.4843 -0.0024 7.7120 0.0060
2.58 1.29 7.4374 0.0171 7.6800 0.0084
3.00 1.50 7.4060 0.0098 7.6600 0.0047
3.36 1.68 7.3883 0.0039 7.6440 0.0014
3.68 1.84 7.3720 -0.0054 7.6330 0.0020
4.19 2.10 7.3650 -0.0049 7.6250 0.0008
4.92 2.46 7.3568 -0.0064 7.6160 -0.0065
5.61 2.81 7.3568 -0.0025 7.6040 -0.0053
6.05 3.02 7.3568 -0.0007 7.6030 -0.0029

Tabla 2. Valores experimentales del desplazamiento (5, ppm) de las sefiales de "H RMN de H, en la
valoracion del macrociclo m-RB*" (2 mM) con cantidades crecientes del sustrato 1,5-DHN (0-3.0
equivalentes) a pD 6.3 (acido) y pD 10.9 (basico) en D,O.
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300

Grifica 5. Espectros de UV-vis (300-700 nm, Aexc = 310 nm) resultado de las adiciones de TBACI (0-

2.5 equivalentes) a una disolucién de 0-RB*' (5 pM) en acetona.

eq. (TBACI) [TBACI] (uM) Abs (372 nm) Residuales
0.00 0.00 0.4519 -3.19E-04
0.20 1.00 0.4655 3.34E-04
0.40 1.98 0.4778 -1.34E-05
0.59 2.96 0.4903 2.51E-04
0.79 3.94 0.5013 8.59E-05
0.98 4.90 0.5101 -5.14E-04
1.17 5.86 0.5194 4.50E-04
1.36 6.81 0.5243 -7.23E-04
1.55 7.75 0.5293 -5.72E-04
1.74 8.69 0.5346 9.69E-04
1.92 9.62 0.5364 5.05E-04
2.11 10.54 0.5386 5.72E-04
2.47 12.36 0.5396 -1.02E-03

Tabla 3. Valores experimentales de absorbancia (. =372 nm) de la valoracion del macrociclo

0-RB*" (5 uM) con cantidades crecientes de TBACI (0-2.5 equivalentes) en ((CD;),CO).
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eq. (TBACI) | [TBACI] mM | 8Hg (ppm) | Residual Hg
0.00 0.00 8.2587 -0.0003
0.13 0.29 8.2919 -0.0040
0.24 0.55 8.3203 0.0023
0.35 0.78 8.3483 0.0021
0.44 1.00 8.3697 -0.0008
0.53 1.20 8.3862 -0.0005
0.72 1.64 8.4103 -0.0007
0.88 2.00 8.4214 -0.0022
1.02 231 8.4266 0.0007
1.14 2.57 8.4300 0.0012
1.33 3.00 8.4345 0.0018
1.47 3.33 8.4370 0.0002
1.59 3.60 8.4387 0.0024
1.77 4.00 8.4406 0.0024
1.89 4.29 8.4404 0.0020

Tabla 4. Valores experimentales del desplazamiento (6, ppm) de las sefiales de "H RMN de Hg en la
valoracién del macrociclo o-RB*" (2.25 mM) con cantidades crecientes de TBACI (0-1.9
equivalentes) en acetona deuterada.
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