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kJmol
nm
mM
M
mL
A
ppm
A
T
Hz
PM
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kilocaloria
kilojoule mol
Nanometros
milimolar
Molar
Mililitro
Longitud de onda
Partes por millon
Angstrom
pi
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Peso molecular
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Acido 4-fluorofenilborénico
Acido 4-yodofenilborénico
Acido 1,4-bencendiboronico
Acido fenilborénico
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DPE
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UV-Vis
EM
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RESUMEN

1. RESUMEN

En este trabajo se desarrollaron sensores moleculares reversibles en solucion acuosa para la
deteccion de sacaridos, basados en la interaccion entre dcidos bordnicos y el colorante rojo
de alizarina (ARS). El sistema opera mediante un mecanismo de reconocimiento molecular
por desplazamiento, en el cual la formacion reversible del complejo acido boronico—
colorante produce cambios en las propiedades espectroscopicas del colorante que se revierten
en presencia de sacaridos. Este enfoque permite la deteccion de azlicares mediante un sistema
sencillo, en sistema acuoso y capaz de operar en condiciones cercanas a pH fisiologico (pH

7.4).

Se evaluaron tres acidos boroénicos: 4acido 4-fluorofenilborénico (AFFB), &acido 4-
yodofenilborénico (AYFB) y acido 1,4-bencendiborénico (ABDB). La formacion de los
complejos boronato—colorante fue estudiada mediante espectroscopia UV-Vis y
fluorescencia, observandose desplazamientos en la banda de absorcion del ARS y cambios
en la intensidad de fluorescencia, consistentes con la formacion del complejo acido borénico—
ARS. Las constantes de asociacion obtenidas para estos sistemas fueron del orden de 103
M, lo que indica una interaccion estable entre el acido bordnico y el colorante en solucion

acuosa.

Posteriormente se evalu6 la capacidad de los sistemas para reconocer monosacaridos
(fructosa, glucosa y galactosa). En todos los casos se observd una mayor afinidad hacia la
fructosa. Para el sistema AFFB-ARS, por ejemplo, se obtuvieron constantes de asociacion de
293 M! para fructosa, 35 M para galactosa y 10 M™ para glucosa, evidenciando una
marcada selectividad hacia este sacarido. Resultados similares se observaron para el sistema
AYFB-ARS, mientras que el sistema ABDB-ARS presenté un comportamiento consistente
con un modelo de interaccidon 1:2, atribuible a la presencia de dos centros borénicos en la
molécula. Asimismo, la sacarosa mostré una constante de asociacion muy baja (K, = 1.34

M™), lo que se atribuye a la menor disponibilidad de grupos diol libres en su estructura.
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La formacion del complejo AFFB—ARS también fue corroborada mediante RMN de 'H,
observandose cambios en los desplazamientos de las sefiales aromaticas y la desaparicion de
las sefiales correspondientes a los protones hidroxilo del colorante. De manera
complementaria, los estudios de espectroscopia infrarroja (IR) evidenciaron cambios en las
bandas asociadas a los grupos hidroxilo y vibraciones C—O, consistentes con la formaciéon

del éster borodnico.

En conjunto, los resultados demuestran que los sistemas basados en acidos borénicos y rojo
de alizarina constituyen sensores moleculares selectivos, reversibles y de facil
implementacion para la deteccion de sacaridos en medios acuosos a pH fisioldgico,
destacando su alta selectividad hacia fructosa y su potencial aplicaciéon en sistemas de

reconocimiento molecular.
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2. INTRODUCCION

El término Quimica Supramolecular fue propuesto en 1978 por Jean-Marie Pierre Lehn,
quien la definié6 como “la quimica de los ensambles moleculares, de las asociaciones entre
dos o mas especies quimicas mantenidas juntas por fuerzas intermoleculares”. () Desde
entonces, el estudio de dichas interacciones ha permitido el disefio de una amplia variedad
de sistemas con propiedades aplicables en la industria, ® la medicina ©® y ciencias
ambientales. @ Dentro de esta disciplina destacan dos pilares fundamentales: el
autoensamble y el reconocimiento molecular, siendo este tltimo de particular relevancia por

su papel en el sensado y deteccion de analitos.

El reconocimiento molecular es un proceso clave en el que las moléculas identifican y se
unen selectivamente a otras, gracias a la afinidad que favorece su interaccion molecular. Esta
interaccion especifica y selectiva es esencial para diversos procesos en las areas de biologia
y quimica. ® Actualmente hay un gran interés en investigar nuevas especies que actien como
receptores moleculares capaces de detectar y reconocer diversas moléculas en su entorno. El
reconocimiento molecular y los sensores moleculares estan relacionados, ya que el proceso
de reconocimiento constituye la primera etapa en el funcionamiento de un sensor, en la cual
el receptor interactua selectivamente con el analito. Posteriormente, esta interaccion se

traduce en una sefial medible que permite su deteccion.

Los sensores moleculares se definen como aquellas moléculas que pueden reconocer y emitir
una sefial en tiempo real en presencia de un analito. Todo sensor molecular debe contener
dos elementos fundamentales: una unidad de reconocimiento, encargada de la unién selectiva
con el analito que se desea identificar y un componente de sefializacion, que actiia como
traductor, convirtiendo el fendmeno de reconocimiento en una sefial que sea facil de medir y
de detectar externamente por un equipo o de manera sencilla por el ojo humano debido a un

cambio en la coloracion o fluorescencia. ©

En este contexto los 4cidos bordnicos han sido ampliamente utilizados para interactuar y
detectar diferentes especies. Ademas, debido a sus caracteristicas estructurales unicas y a su
versatil perfil de reactividad, las aplicaciones de estos grupos funcionales contintian

ampliandose en diversas areas de la quimica.  En particular, estos compuestos han
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demostrado ser herramientas utiles en la deteccion de azlicares, debido a su capacidad unica

para formar complejos estables con moléculas que contienen grupos diol. ®

Se han reportado diversos sensores basados en acidos y ésteres boronicos para la deteccion
de sacaridos. @ La deteccion de sacaridos es importante por su papel en la salud humana, la
nutricion, el diagnoéstico, tratamiento de enfermedades, la seguridad alimentaria y el control
de calidad. La capacidad de detectar con precision los niveles de azucares en diversos

contextos es esencial para garantizar la salud del ser humano. !9

Los sensores basados en acidos boronicos interactuan con los sacaridos de forma especifica
y eficiente, y el uso de colorantes permite que estos cambios sean visibles sin necesidad de
utilizar equipos complejos. Al combinar ambos elementos, estos sensores ofrecen una doble
ventaja, la posibilidad de realizar una deteccion rapida y directa, junto con una

caracterizacion precisa y cuantitativa mediante espectroscopia.

En el presente trabajo se describe el uso de acidos boronicos y un colorante como
herramientas para la deteccion de sacaridos. La metodologia propuesta permite la
identificacion de estos compuestos tanto de manera visual, a simple vista, como a través de

técnicas de espectroscopia UV-Vis y fluorescencia.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Reconocimiento molecular

Este fendbmeno constituye la base de los sistemas anfitrion—huésped, en los que la afinidad y
especificidad de la union dependen de factores estructurales y electrénicos, asi como de las
interacciones intermoleculares que se establecen entre las especies involucradas, tales como
puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y apilamiento
n—m. El reconocimiento molecular no solo permite comprender los principios que rigen la
autoorganizacion de la materia, sino que también posibilita el disefio de sistemas funcionales
con aplicaciones en catalisis, sensores moleculares, liberacion controlada de farmacos y
desarrollo nuevos materiales. ! El reconocimiento molecular es un proceso clave en la
naturaleza, ya que permite que las moléculas interactuen entre si de manera especifica. Un
ejemplo de ello es la interaccion especifica de las bases nitrogenadas en el ADN, lo que

asegura su estructura y funcion adecuada. 12

Las moléculas presentan caracteristicas especificas, como grupos funcionales, carga y
propiedades electronicas, que les permiten identificarse y unirse selectivamente a moléculas
apropiadas. Por ejemplo, los grupos hidroxilo pueden participar en puentes de hidrogeno, las
especies cargadas pueden establecer interacciones electrostaticas, y los anillos arométicos
pueden formar interacciones m—m. Estas interacciones permiten procesar la informacion
contenida en su estructura para realizar funciones especificas o modificar propiedades como
la solvatacion, las propiedades opticas (por ejemplo, cambios en absorcion o fluorescencia)
o diversas propiedades fisicoquimicas. !* El reconocimiento molecular se fundamenta en
una serie de interacciones intermoleculares especificas, tales como la formacion de enlaces
covalentes, las interacciones acido-base, los enlaces por puente de hidrégeno, asi como las

interacciones dipolares. !9

En la quimica supramolecular se estudian y disefian sistemas moleculares capaces de
reconocer y establecer interacciones selectivas con diversas especies quimicas mediante
interacciones no covalentes. Entre sus diversas aplicaciones se encuentran los sensores

moleculares, los cuales permiten reconocer y detectar una amplia variedad de analitos. Entre
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los analitos mas cominmente detectados se encuentran iones metalicos y aniones, esenciales
en procesos bioldgicos y ambientales. 1> 19 Ademds, se detectan moléculas bioldgicas como
sacaridos, !” asi como farmacos, 1® o explosivos. ) Para llevar a cabo esta deteccion, se
desarrollan nuevos sensores moleculares, que deben exhibir alta selectividad, sensibilidad y
complementariedad estructural con el analito objetivo, lo que permite un reconocimiento

eficiente y especifico en diversos entornos quimicos y biologicos. 2%

Los sensores moleculares son sistemas disefiados para detectar la presencia de un analito
especifico mediante un cambio medible, como una sefial Optica, eléctrica o fluorescente. Su
funcionamiento se basa en la interaccion selectiva entre un receptor y el analito objetivo. Para
que un sensor molecular sea eficaz, debe presentar tres caracteristicas fundamentales:
selectividad, que le permite distinguir el analito de interés de otras especies similares;
sensibilidad, que asegura su deteccion incluso a concentraciones muy bajas; y
complementariedad, que implica un ajuste adecuado en forma, tamafio y caracteristicas
quimicas del receptor y el analito, tales como factores estéricos, distribucion electronica,

polaridad y presencia de grupos funcionales. (Figura 1).

Analitos Sensibilidad
-\ ﬂ Complementariedad

9,
OO O . uis, ~ D

O — ¢
EIY % \

Sensor molecular

Selectividad

Figura 1. Funcionamiento general de un sensor molecular basado en reconocimiento de

analitos. %
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3.2 Reactividad de acidos boronicos

Los acidos boronicos han emergido como una clase versatil y eficiente de compuestos en el

disefio de sensores moleculares como herramientas de interaccion molecular, gracias a sus

propiedades quimicas unicas, su reactividad y su capacidad para formar enlaces reversibles

con diversas especies quimicas. Los ésteres de boro y los boronatos heterociclicos han sido
li i igad licaci 1d llo d lecul @l

ampliamente investigados por sus aplicaciones en el desarrollo de sensores moleculares,

24 debido a su capacidad para reconocer y unirse de manera reversible a moléculas con

grupos diol.

En medio acuoso, los acidos boronicos existen en equilibrio dindmico entre sus formas
trigonal y tetraédrica, y el cual se modifica significativamente en presencia de un diol. El
acido boronic o neutro (especie 1) puede sufrir desprotonacion para formar el anion boronato
(especie 2), un proceso regulado por la constante de acidez Ka-scido. Cuando un diol esta
presente, la especie trigonal 1 puede reaccionar para formar un éster bordnico ciclico trigonal
(especie 3), cuyo equilibrio se describe mediante Keq-uig. De manera andloga, el anién
boronato 2 puede coordinarse con el diol para generar un complejo boronato tetraédrico

(especie 4), asociado a la constante Keg-tet.

Tanto el éster trigonal (especie 3) como el complejo tetraédrico (especie 4) presentan, a su
vez, un equilibrio dcido—base con el agua, descrito por la constante Ka-ster, lo que determina
el grado de protonacion o desprotonacion de las especies formadas. En conjunto, estos
procesos establecen un sistema dinamico en el que las formas trigonal y tetraédrica del boro,
asi como sus respectivos €steres con dioles, coexisten y se interconvierten dependiendo del

pH y de la presencia del diol (Esquema 1). >
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Esquema 1. Equilibrio dinAmico entre especies éster-boronato. >

Su utilidad se basa principalmente en su naturaleza de acidos de Lewis, con un 4&tomo de boro
trivalente que actiia como centro electrofilico, capaz de interactuar con especies nucleofilicas,

como aniones o especies donadoras de pares de electrones. 9

Esta reactividad se debe a la presencia de un orbital p vacio en el atomo de boro, que le
confiere un marcado cardcter electrofilico. La formacién de complejos tetracoordinados
ciclicos, a partir de un equilibrio dindmico entre la forma trigonal plana (sp?) y la tetraédrica
(sp?), modula propiedades espectroscopicas o electronicas detectables, fundamentales para

su funcidon como sensor.

En la literatura se han reportado numerosos sistemas sensores que explotan la formacion
reversible de ésteres de boro, los cuales pueden adoptar geometria trigonal ?” o tetraédrica,
28 dependiendo del entorno quimico. Estos ésteres se generan a partir de la interaccion
especifica entre acidos bordnicos y compuestos que contienen grupos cis-diol, como los
sacaridos, dando lugar a complejos dindmicos cuya estructura y estabilidad estan fuertemente

influenciadas por el pH y la configuracion espacial del analito (Esquema 2).
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Esquema 2. Reactividad de 4cidos borénicos como acidos de Lewis.

Uno de los modos de interaccion mas estudiados es su capacidad para formar complejos
reversibles con dioles, lo que permite el disefio de sensores moleculares de compuestos de
gran relevancia en bioquimica y medicina. Esta interaccién genera cambios en propiedades
fisicoquimicas (como fluorescencia, absorbancia o conductividad) que pueden ser

aprovechados para una deteccion analitica o a simple vista. )

Los acidos boronicos no limitan su reactividad solo como acidos de Lewis sino también
pueden actuar como acidos de Bronsted, esto atribuido a la capacidad de sus grupos hidroxilo
para ceder protones (H™) en medios basicos. Estudios de Yatsimirsky ©% han demostrado que
la acidez de Bronsted de los dcidos boronicos estd directamente vinculada con su capacidad
para establecer interacciones de tipo O—H:--A, (donde A es un aceptor) y el grupo hidroxilo

actia como donador de protones hacia bases o aniones (Esquema 3).

O—H /O—H\
R—E + A R—E 'S
N
O—H O—H

Esquema 3. Reactividad de acidos boronicos como acidos de Bronsted.
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De manera complementaria MacGillivray ¢V utilizé interacciones O-H:--N 'y O—-H---O para
dirigir la formacion de cocristales, aprovechando estas interacciones estructurales para
controlar la orientacion y la estabilidad del arreglo cristalino. De esta forma la acidez de
Brensted de los 4cidos bordnicos, aunque débil, se convierte en una herramienta practica para

construir arquitecturas moleculares ordenadas y funcionales.

3.3 Reconocimiento de sacaridos mediante acidos boronicos

El reconocimiento y la deteccion selectiva de sacaridos representan un desafio significativo,
particularmente en entornos biologicos y fisiolégicos donde la complejidad del medio puede
afectar la sensibilidad y especificidad de los sistemas analiticos. La identificacion de
oligosacaridos y polisacaridos afiade un nivel adicional de dificultad debido a su enorme
diversidad estructural; sin embargo, la mayor cantidad y accesibilidad de grupos hidroxilo
presentes en sus cadenas facilita las interacciones con los sensores, incrementando la afinidad

y favoreciendo un reconocimiento mas selectivo a pesar de la complejidad molecular (Figura

2). G2
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Figura 2. Aumento de la complejidad de los sacaridos a medida que se forman estructuras

de orden superior a partir de sacaridos simples, lo que resalta las dificultades que pueden

surgir al detectar selectivamente sacaridos mas grandes. ¢

Los sacaridos, ademas, son componentes esenciales para la vida tal como la conocemos y

estan presentes en practicamente todos los sistemas naturales. Su organizacion estructural

abarca desde monosacaridos simples, como la glucosa, hasta oligosacéridos y polisacaridos

formados por cientos o miles de unidades monoméricas. Esta variedad estructural les permite

cumplir funciones biologicas fundamentales: los monosacéridos actian como la principal

fuente de energia metabdlica inmediata, mientras que los polisacaridos, como el almidon o

la celulosa, participan en el almacenamiento energético. %

A pesar de su importancia biologica, el consumo excesivo de sacaridos en la dieta cotidiana

ha provocado un aumento notable en la incidencia de enfermedades cronicas y degenerativas.

Se estima que para el afio 2030 el nimero de pacientes con diabetes superard los 300 millones
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a nivel mundial, lo que subraya la urgencia de desarrollar métodos confiables para su

deteccion y monitoreo. ¢

En este contexto, los sistemas supramoleculares han aportado soluciones innovadoras
mediante el disefio de receptores capaces de reconocer sacaridos de manera especifica. Entre
ellos, los acidos boronicos destacan por su capacidad para formar ésteres reversibles con
grupos cis-diol presentes en numerosos sacaridos, incluso en condiciones acuosas que
simulan un ambiente fisiologico. ®¥ Esto ha impulsado un incremento notable en el
desarrollo de sensores moleculares basados en acidos boronicos, disefiados especificamente

para la deteccion selectiva y eficiente de carbohidratos en medios complejos.

La interaccion entre acidos bordnicos en solucidon acuosa con los diferentes azlcares es un
proceso que depende fuertemente del pH del medio, ya que esta directamente relacionado
con la disponibilidad de iones hidroxilo (OH"). En medios basicos, el boronato alcanza su
forma tetraédrica y puede interactuar de manera estable con sacdridos que contienen cis-
dioles, mediante la formacion de complejos ciclicos covalentes (boronatos heterociclicos).

(Esquema 4). 39
OH o/@
HO OH
HO )
g7 HO——B=——OH B

= O
"OH @ HO oH

Esquema 4. Equilibrio del 4cido fenilborénico y sacaridos. ¢4

|

Como consecuencia, el sistema no estd definido por una uUnica estructura, sino por un
conjunto de especies que pueden intercambiarse mutuamente conforme varian las
condiciones acido—base de la solucion. Este comportamiento determina cuél forma resulta

predominante y, por tanto, la naturaleza del complejo que se detecta experimentalmente. ©
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Diversas investigaciones han evidenciado que los acidos boronicos, especialmente en anillos
aromaticos en su forma monosustituida muestran una clara preferencia en su interaccion con
fructosa frente a la glucosa. Esta diferencia en afinidad se atribuye principalmente a la
conformacion estructural de los azlicares y a la mayor disponibilidad de grupos cis-diol en la
fructosa, los cuales facilitan la formacion de complejos estables con el acido boronico. La
estabilidad del grupo furanosa respecto a la piranosa en la interaccion con el acido borénico
contribuye a una mayor estabilidad del sistema, lo cual ha sido ampliamente documentado
en estudios relacionados con el reconocimiento molecular y el desarrollo de sensores

quimicos selectivos para azucares.

Springsteen y colaboradores reportaron en 2001 un conjunto de constantes de asociacion
entre el dcido fenilbordnico y diversos dioles, determinadas mediante espectroscopia UV-Vis
en soluciones amortiguadoras de fosfato a diferentes valores de pH (6.5, 7.4 y 8.5). Estos
valores (Tabla 1) cuantifican la afinidad del acido fenilborénico por cada diol y permiten
evaluar la fortaleza del enlace boronato formado bajo condiciones controladas. La
comparacion de estas constantes en funcion del pH y de la estructura de cada diol es esencial
para entender las diferencias en estabilidad de los complejos y, por ende, para optimizar el

disefio, la selectividad y la sensibilidad de sistemas de deteccion basados en acidos boronicos.

(36)

Tabla 1. Constantes de asociacion para el acido fenilbordnico con diferentes dioles

reportados por Springsteen. ¢

Diol K,cenpH6.5M' K, enpH7.4M' K, enpH85M!
D-glucosa 0.84 4.6 11
D-fructosa 29 160 560

Sorbitol 47 370 1000
Catecol 150 830 3300

Los sustituyentes presentes en los compuestos fenilboronicos ejercen un efecto significativo
sobre los valores de pKa. Tanto los grupos donadores como los atractores de electrones

alteran la acidez del grupo 4cido boronico, lo que impacta directamente en sus propiedades
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de interaccidon o unién. Estos cambios en el pKa modifican la afinidad de enlace para los

sacaridos, (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de pKa reportados por Springsteen para diferentes acidos boronicos. ¢®

Grupo acido fenilboronico pKa
Acido 2-metoxifenilborénico 9.0
Acido 3-aminofenilborénico 8.9
Acido fenilborénico 8.8

Acido 4-fluorofenilborénico 8.6
Acido 2,4-diclorofenilborénico 8.5
Acido 4-bromofenilborénico 8.8
Acido 3-cloro-4-fluorofenilborénico 7.8
Acido 2,5-difluorofenilborénico 7.0
Acido 2,4,5-trifluorofenilborénico 6.7
Acido 2-fluoro-5-nitrofenilborénico 6.0

Springsteen llevo a cabo un estudio exhaustivo para correlacionar los valores de pKa del
acido fenilboronico con las constantes de asociacion observadas en interacciones con
diferentes azlcares. Los resultados demostraron que, aunque tradicionalmente se habia
considerado que una menor afinidad del 4cido por el agua (pKa mas bajo) conduce a una
mayor capacidad de unidén con los azlcares, esta relacion no siempre tiende a tener un
comportamiento lineal ni predecible. En particular, su andlisis evidencid que otros factores
estructurales y de pH influyen significativamente la afinidad de interaccion entre los

sacaridos y diferentes acidos bordnicos, (Tabla 3).
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Tabla 3. Constantes de asociacion entre acido fenilboronico (AFB), acido 4-
bromofenilborénico (4-Br-AFB), acido 3-cloro-4-fluorofenilborénico (3-CI-4-F-AFB),
acido 2,5-difluorofenilboroénico (2,5-DifluoroAFB) y 2-fluoro-5-nitrofenilborénico (2-F-5-

NitroAFB) para sacaridos y catecol.

Acido AFB 4-Br-AFB  3-Cl-4-F- 2,5- 2-F-5-
fenilboronico (8.8) (8.3) AFB (7.8) DifluoroAFB NitroAFB
(pKa) (7.6) (6.0)
Glucosa
pH 6.5 0.84 5.6 7.6 33 25
pH 7.5 4.6 20 26 47 47
pH 8.5 11 2.4 48 7.3 56
Fructosa
pH 6.5 29 123 562 237 1398
pH 7.5 210 495 1003 2136 2062
pH 8.5 560 1194 1853 120 378
Catecol
pH 6.5 150 715 1646 8841 3027
pH 7.5 830 1557 6100 4703 4359
pH 8.5 3300 1966 7487 418 3792

El estudio de los acidos bordnicos en distintos sistemas permitié comprender mejor la
afinidad y selectividad de sus interacciones con azucares. Ademas, evidencido que estos
procesos no dependen Unicamente de la estructura quimica del 4cido boronico o de su pKa,
sino también de multiples factores adicionales, como las condiciones experimentales y las

caracteristicas moleculares intrinsecas. ¢7
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3.3.1 Sensores colorimétricos y fluorescentes a partir de acidos boronicos
para la deteccion de sacaridos

La deteccion optica de sacaridos ha cobrado especial relevancia en biomedicina, quimica
ambiental e industria, y dentro de este campo destacan los sistemas colorimétricos y
fluorescentes derivados de 4cidos bordnicos. A diferencia de otros métodos de
reconocimiento, estos sensores aprovechan que la formacion reversible de complejos
boronato—diol puede observarse directamente como resultado de cambios de absorbancia o
de emision, lo que permite monitorear la interaccion a través de senales Opticas facilmente
detectables. De esta manera, los acidos bordnicos funcionan no solo como unidades de
reconocimiento, sino también como elementos moduladores de la respuesta espectroscopica,

habilitando la deteccion visual o fluorescente de sacaridos en solucion. G840

El nimero de sensores colorimétricos de azlcar basados en acidos borénicos es menor que
el de sensores de fluorescencia. “!**¥ Esta diferencia podria estar relacionada con ciertos
retos que enfrentan los métodos colorimétricos. En general, este tipo de sensores no permite
obtener la misma capacidad para distinguir concentraciones bajas o cambios sutiles en el
analito, lo cual limita su utilidad en analisis mas precisos. A esto se suman variables como el
pH, la composicion del medio o la presencia de otras sustancias, que pueden alterar la

respuesta visual, haciendo que el resultado sea menos confiable o reproducible. 4>

Por otro lado, los sistemas basados en fluorescencia han demostrado una mayor sensibilidad
en la deteccion por espectroscopia de emision, lo cual es ttil cuando se trabaja con cantidades
de concentraciones bajas. La posibilidad de observar la sefial luminosa los hace aiin mas
atractivos en este tipo de aplicaciones. No obstante, no estan exentos de inconvenientes: su
empleo suele requerir instrumentos como espectrofotdmetros, ademas de un control riguroso
sobre la iluminacion y el entorno de medicion. Esto significa que no siempre son la mejor
opcion cuando se busca una técnica sencilla, por ejemplo, en dispositivos portatiles o

diagnosticos de campo. %)

Una limitante importante en el disefio de sensores moleculares derivados de acidos boronicos

son las propiedades Opticas intrinsecas nulas de los acidos boronicos, debido a esto se han
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reportado diferentes derivados funcionalizados con sustituyentes cromoforos o fluor6foros
permitiendo la deteccion mediante cambios de color (colorimetria) o variaciones en la
emision de luz (fluorescencia) y de esta forma hacerlos capaces de emitir una sefializacion

en el momento de interactuar con analitos de interés.

Un ejemplo de esto es la incorporacion de un grupo antraceno a un derivado de acido
fenilbordnico reportado por Czarnik en 1992. “7 El antraceno es ampliamente conocido por
ser un grupo fluoroforo y al estar funcionalizado en este sistema, es capaz de cambiar las
propiedades Opticas del sistema de deteccion, permitiendo mejorar la sefalizacion de la
interaccion con los sacéaridos. Cuando el compuesto estd en solucion acuosa, emite
fluorescencia a A = 416 nm, una longitud de onda similar a la del antraceno. Sin embargo, al
afiadir una base, la fluorescencia disminuye. Este cambio es reversible, lo que indica que no
se trata de una descomposicion, sino de un proceso de ionizacion (formacion del boronato).
La incorporacion del grupo 4cido bordnico al antraceno (compuesto a) no genera cambios
significativos en la intensidad de fluorescencia, incluso en presencia de sacaridos que
interactuan con el acido borénico (compuesto ¢). Sin embargo, al variar el pH, la intensidad
de fluorescencia disminuye notablemente (compuesto b), reflejando un menor incremento en

la fluorescencia (compuesto d), (Esquema 5).
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Esquema 5. Equilibrio reversible de fluorescencia en el sistema de deteccion de sacaridos

basado en 4cido borénico derivado de antraceno. “7

Los autores realizaron un experimento de titulacion por fluorescencia para estudiar la
interaccion del acido bordénico derivado de antraceno con diferentes compuestos que
contienen grupos diol. Durante el estudio se analiz6 la intensidad de fluorescencia del sensor
en presencia de fructosa, glucosa, etilenglicol y 1,1,1-trishidroximetiletano. La fructosa
produjo la mayor disminucion en la fluorescencia, lo que indica una interaccion mas fuerte
con el sensor. La glucosa, que presenta una configuracion estructural diferente, mostrd una
disminucion menor en la sefal, lo que sugiere una interaccion de menor intensidad. El
etilenglicol gener6 cambios aun mas pequefios en la fluorescencia, indicando una interaccion
mas débil. Por su parte, el 1,1,1-trishidroximetiletano también produjo cambios en la sefial
fluorescente, aunque menos pronunciados que los observados con los azicares analizados.
Estos resultados muestran que la cantidad y la disposicion estructural de los grupos hidroxilo
influyen significativamente en la afinidad de interaccion entre los compuestos diol y el acido

borénico, (Figura 3). 47
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Figura 3. Experimento de titulacion en MeOH por fluorescencia excitando a 4 = 490 nm
para la interaccion entre dcido boronico derivado de antraceno y a) 1,1,1-

trishidroximetiletano, b) Etilenglicol, ¢) Glucosa, y d) Fructosa. 7

Por otra parte, Shinkai reportd en 1994 un sensor derivado de antraceno que también
involucra un mecanismo de transferencia de electrones fotoinducido. *® La unién de los
azacares al acido bordnico incrementa la acidez de este, inhibiendo la transferencia
electronica y resultando en un aumento de la fluorescencia del antraceno. La modificacion
del sitio de enlace del 4cido bordnico implica la incorporacion de un grupo amina en la
estructura del sensor, que forma intramolecularmente un anillo de cinco miembros con el
acido boronico. Esto amplia el intervalo de pH efectivo y mejora la sensibilidad del sensor,

facilitando la deteccion de sacaridos.
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Esquema 6. Mecanismo de modulacion de fluorescencia propuesto por Shinkai. “®

Se midieron las intensidades de fluorescencia a diferentes valores de pH, utilizando una
longitud de onda de excitacion de A = 370 nm y una longitud de onda de emision de A = 420
nm. En términos generales, se observa que la intensidad de fluorescencia del sensor varia con
el pH del medio y con la presencia de los diferentes compuestos analizados. En presencia de
los sacaridos, particularmente fructosa y glucosa, se observan cambios en la sefal
fluorescente respecto al sensor solo, lo que indica que estas moléculas interactiian con el
sistema. El etilenglicol también produce variaciones en la fluorescencia, aunque de manera
distinta a los aztcares. Estas diferencias sugieren que la interaccion con el sensor depende de
la estructura y disposicion de los grupos hidroxilo en cada molécula. Asimismo, la variacion
de la fluorescencia con el pH esté relacionada con cambios en el proceso de transferencia de

electrones fotoinducida (PET), que influye en la senal fluorescente del sistema (Figura 4).
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Figura 4. Gréfica del perfil de intensidad de fluorescencia de la entre la interaccion con el
sensor derivado de antraceno en funcion del pH a 25°C, en presencia de sacéridos y

etilenglicol. ¥

Este estudio explora diferentes caracteristicas de reactividad de los acidos bordnicos, no solo
su propiedad para unirse con grupos cis-diol, sino también su capacidad para funcionar como
acido de Lewis debido a la formacion del aducto N—B, lo que afecta en sus propiedades

electronicas y opticas. 4¥

Estudios similares también fueron reportados por Takeuchi en 1998, % quien disefi6 un
sistema de deteccion de sacaridos a partir de la interaccion especifica entre un acido borénico
(compuesto Ila y IIb) y un derivado de un colorant e azo (compuesto I). El compuesto I el
cual es un croméforo con grupos donadores, lo que permite estudiar cambios de color por

transferencia de carga modulada por los acidos boronicos, (Esquema 7).

HO\B/OH
— IIa R=H

N\ / N\\ / IIb R=NO,

N N

I \ .

Esquema 7. Estructuras de los compuestos utilizados en el sistema de deteccion:

compuesto I (azopiridina) y los acidos borénicos ITa (R = H) y IIb (R = NO). 4%
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En este enfoque, la union reversible entre el grupo boronico y los dioles presentes en los
sacaridos permite su reconocimiento molecular. En metanol, el compuesto I muestra una
absorcion a 455 nm, correspondiente a su color amarillo. Cuando se adiciona Ila (4cido
fenilboroénico sin sustituyentes), el espectro practicamente no cambia, lo que indica que la
interaccion B—N es muy débil. En contraste, al afiadir IIb (portador de un grupo nitro), surge
una nueva banda a 540 nm y la soluciéon adquiere un tono naranja, evidenciando una

interaccion N—B mucho mas fuerte y facilmente detectable, (Figura 5).
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Figura 5. Espectros de absorcion del compuesto I con aumento gradual de concentracion

de (a) IIa y (b) IIb en metanol. Solo IIb induce una nueva banda en 540 nm, indicando una

fuerte interaccion N—B. ¢9

Se llevo a cabo una titulacion del sistema compuesto [ + IIb para estudiar su interaccion en
presencia de fructosa. En este experimento, se mantuvieron constantes las concentraciones
del compuesto I (1x10~° M) y de fructosa (0.10 M), mientras se aumentaba progresivamente
la concentracion del acido bordnico IIb en una solucion de metanol. La absorbancia se

registré a A = 540 nm, (Figura 6).
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Figura 6. Titulacion del compuesto I + IIb en ausencia (0) y presencia de fructosa (e). La
fructosa potencia la respuesta optica del sistema, evidenciada por un mayor incremento en

la absorbancia a 540 nm. 4%

En ausencia de fructosa (circulos vacios), el incremento de la absorbancia es proporcional a
la concentracion de IIb, lo que refleja la formacion progresiva del complejo [+1Ib. En cambio,
cuando la fructosa estd presente (circulos rellenos), la absorbancia es proporcional. Esto
demuestra que la fructosa reacciona con IIb para formar un éster borénico, modificando

significativamente la respuesta espectral del sistema.

Este trabajo presentd uno de los primeros reportes sobre el estudio de interacciones
intermoleculares entre 4acidos bordnicos y colorantes como estrategia para el disefio de
sensores Opticos. Esta aproximacion, basada en la formacion reversible de enlaces covalentes
con grupos diol y en la modulacion de propiedades electronicas mediante interacciones

N—B, introdujo un concepto novedoso para la deteccion de sacéridos.

A raiz de esta contribucidon, numerosos estudios han explorado la combinacién de acidos
bordnicos con colorantes que contienen estructuras cis-diol, tales como rojo de alizarina los
cuales forman ésteres ciclicos con el acido bordnico, provocando modificaciones en las

propiedades Opticas, que se reflejan en cambios espectroscopicos detectables, ya sea en

espectroscopia de absorcion o fluorescencia.
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3.3.2 Deteccion de sacaridos a partir de sistemas de desplazamiento

basados en acidos bordonicos y rojo de alizarina

Un estudio reportado por Wang en el afio 2001 ©% demostré que el colorante rojo de alizarina
(ARS) actia como un sistema Optico para estudiar interacciones entre acidos bordnicos y
sacaridos. El mecanismo consiste en la formacion reversible de un éster ciclico entre el rojo
de alizarina, que contiene un sistema catecol, y un dcido bordnico. Al interactuar emiten una
sefal detectable mediante espectroscopia de absorcidon y emision. Esta sefial puede disminuir
nuevamente si se introduce un sacarido con grupos cis-diol, que compite por el centro
boronico y desplaza al ARS del complejo, permitiendo asi monitorear espectroscOpicamente

las interacciones boronato—diol mediante cambios controlados en la fluorescencia (Esquema

8).

HO
_ R
0 OH o o—B
OH O
RB(OH),
SO3Na oH SO3Na
Cis-diol
© 0
Fluorescencia Apagada Fluorescencia Encendida
HO\ /R
-B
o\/ \/o
Cis-diol

Esquema 8. Reactividad del 4cido borénico con rojo de alizarina y compuestos cis-diol.

En dicho trabajo, se observé que la formacion de un éster de boro entre el acido fenilborénico
y rojo de alizarina provoca un cambio evidente en la coloracion de la solucion (de rojo a
amarillo), asi como un aumento significativo en la absorbancia a pH fisioldgico de 7.4

(Figura 7). 60
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Figura 7. Espectros de absorcion obtenidos en solucion amortiguadora a pH 7.4. A) Rojo
de alizarina. B) Interaccion rojo de alizarina-acido fenilborénico. C) Rojo de alizarina-

acido boronico + fructosa. ¢

El estudio de la interaccion entre el éster bordnico con la fructosa también se realiz6 mediante
espectroscopia de emision. Cuando se forma el éster de boro con el rojo de alizarina, el
complejo muestra una banda de emision. Al agregar equivalentes de fructosa, se observa un
cambio hipocrémico gradual, que apaga la fluorescencia y devuelve la emision original de
alizarina (Figura 8). 4V
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Figura 8. Titulacion de fructosa en una solucién de ARS (1 X 10™%) y 4cido fenilborénico

(1 X 1073). La fluorescencia disminuye con la adicién de fructosa (0—0.1 M), en solucién

amortiguadora de fosfatos, pH 7.4, A de excitacion = 495 nm. %
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Con la finalidad de estudiar este sistema, se llevéd a cabo un experimento por espectroscopia
de emision para estudiar la intensidad de fluorescencia en funcidon de diferentes valores de
pH de la solucion entre acido borénico y rojo de alizarina en solucion amortiguadora de
fosfatos. Se observé que la fluorescencia alcanza su maximo a valores de pH fisiologicos, lo
que indica que en condiciones neutras se favorece la formacion del éster boronico. A pH
acido, el complejo es inestable y la fluorescencia disminuye debido a la regeneracion de la
forma libre del rojo de alizarina, mientras que a pH basico decae nuevamente por la

disminucioén en la estabilidad del complejo (Figura 9).
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Figura 9. Titulacion de pH de la intensidad de fluorescencia de ARS (1 X 10™%) (m) y de
ARS (1 X 10™*) en presencia de 4cido fenilborénico (1 X 1072) (#). En solucién

amortiguadora de fosfato. A de excitacion = 600 nm. 9

En el ano 2012, Benkovic reportd el comportamiento estructural del rojo de alizarina en un
intervalo de pH de 1-13 en solucion amortiguadora, ©V lo que evidenci6 la presencia de dos
transiciones 4cido-base correspondientes a la desprotonacion secuencial de los grupos
hidroxilo en su estructura. La primera transicion, en medio ligeramente acido, sugiere la
pérdida de un proton, mientras que la segunda, en condiciones fuertemente basicas, indica

una segunda desprotonacion (Figura 10).
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Estos resultados confirman que el rojo de alizarina existe en diferentes formas protonadas
dependiendo del pH, lo que modifica el grado de conjugacién electronica de la molécula y
afecta directamente sus propiedades Opticas, asi como su capacidad para formar complejos

con acidos boronicos. ©®V

pH 7.5-13.0

pH1.0-7.5

A (nm) A (nm)

Figura 10. Experimento de UV-Vis a diferentes valores de pH (1-13) para rojo de
alizarina (500mM). GV

Con el objetivo de evaluar la constante de asociacion entre el rojo de alizarina y el acido
fenilbordnico, se analizaron sus perfiles de reactividad en funcién del pH mediante
experimentos de titulacion en solucioén acuosa, realizados bajo condiciones de pH neutro y
basico. A partir del ajuste de los datos de fluorescencia en un modelo de unién 1:1, se
determinaron constantes de asociacion de K, = 2550 + 95M *apH 7.0y K, = 1940 +
160 M~* a pH 10.1. Estos valores indican que, bajo estas condiciones, la afinidad del 4cido

bordnico por rojo de alizarina es moderadamente mayor a pH neutro, (Figura 11).
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Figura 11. Titulacion de fluorescencia para ARS-acido fenilbordnico en solucion
amortiguadora de fosfatos para la determinacion de la constante de asociacion, pH 7.0,

K, = 2550 + 95M™,y (B)pH 10.1 K, = 1940 + 160 M. ¢V

La interaccion entre ambos compuestos también fue analizada mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de 'H. En el espectro correspondiente al ARS (Figura 12. a),
se observaron las sefiales atribuibles a los protones de los grupos hidroxilo. Sin embargo, tras
la adicidn del 4cido fenilboronico, dichas sefales desaparecen (Figura 12. b), lo que indica
la participacion de los grupos OH en la formacion de un complejo mediante una reaccion de
condensacion. Ademas, se observo un desplazamiento quimico diferente en varias sefales
del espectro de RMN de 'H, lo cual sugiere un cambio en el entorno quimico de los protones
involucrados y proporciona evidencia adicional de la interaccion molecular entre las dos

especies. OV
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Figura 12. Espectros de RMN de 'H de 300 MHz en CD3CN para a) rojo de alizarina, y b)
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El analisis por espectroscopia de RMN de !'B evidenci6 la presencia de una mezcla de
especies tras la interaccion entre el 4cido fenilbordnico y el rojo de alizarina. En el espectro
se observd, ademads de la sefial correspondiente a un &tomo boro en geometria trigonal plana
(sp?) tipica del acido boronico libre atribuida a la sefial con mayor desplazamiento quimico
(0 = 27.72 ppm), se observd también una sefial caracteristica atribuida a una especie en
geometria tetraédrica (sp’) a menor desplazamiento quimico (8 = 5.25 ppm), que indicé la
formacion de enlaces covalentes con los grupos hidroxilo de la alizarina. Esta coexistencia
de ambas especies entre la forma libre y la forma tetraédrica del boro, lo que respalda la
formacioén de un boronato, caracteristico de las reacciones de condensacion entre acidos

borénicos y el grupo diol, (Figura 13). GV
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Figura 13. Espectro de RMN de ''B para la interaccion entre el 4cido fenil borénico y el

rojo de alizarina 100 MHz. ¢V
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En el afio 2019, Minami y su equipo de investigacion realizaron un estudio sobre la deteccion
de sacaridos empleando boronatos generados a partir de diversos colorantes incluidos el
violeta de pirocatecol (PV), el rojo de alizarina (ARS), el rojo de pirogalol (PR) y el rojo de
bromo pirogalol (BPR) en combinacion con el acido 3-nitrofenilboronico (3-NPBA)
(Esquema 9). ®? Las interacciones observadas entre los sacaridos y los boronatos produjeron
respuestas distintivas evidentes en los desplazamientos de bandas de absorcion y los cambios
en la coloracion, lo que permitid la identificacion precisa de diversos sacdridos y demostro
una elevada selectividad del sistema sensor. Ademas, se determinaron las constantes de

asociacion entre el acido 3-nitrofenilbordnico y los sacéridos.

A/ N
Colorantes de catecol Receptor
HO.;,.OH

OH OH
HO O HO.
SO_~, 1
Br
503 SO; ©\N o,

ARS 3-NPBA

Sacaridos Obietivo

oH OH QH
o
SHzeH Ho= HO o' Yo\ ;:‘5 \WA 0 OH
OH NHAc

N-Acetil-D-
Fructosa Glucosa D-Galactosa D-Xilosa D-Ramnosa D-Manosa glucosamina

N, /

& .~ g Boronato
OH Recuperacwu del color

OH @ < Sacirido ;._
:é OH N02 \é‘ j 0 H , ‘OH NOz
@ @ Sacdrido

NO,

Esquema 9. A) Colorantes utilizados como agentes titulantes B) Sacaridos utilizados para

su deteccion, C) Sistema implementado para la deteccion de sacaridos. ¢

La Figura 14 muestra el comportamiento de las bandas de absorcion de los diferentes
colorantes, tras la adicién de acido 3-nitrofenilbordnico a la solucion amortiguadora de
fosfatos a pH 7.4, se observaron desplazamientos caracteristicos para cada colorante. La
interaccion del rojo de alizarina con el 4cido bordnico se observo como un desplazamiento
hacia el azul de AA = 46 nm que evidencia una interacciéon y un cambio de coloracion de

morado a naranja. 3
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Figura 14. Espectros de UV-Vis para los diferentes colorantes catecol (40 uM) tras la
adicion del 3-NPBA (100 mM) en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 a 25 °C. A)
ARS-3-NPBA. B) BPR-3-NPBA, C) PR-3-NPBA, D) PV-3-NPBA, (arriba). Isotermas de

enlace para la interaccion colorante-acido borénico (abajo). ¢

La Figura 15 muestra los cambios de los espectros de absorcion tras la adicion de fructosa a
los diferentes sistemas colorante-acido borénico, especificamente para la alizarina (A) se
observéd un desplazamiento hacia el rojo, demostrando una reversibilidad del sistema, asi

también un cambio en la coloracion de la solucién permitiendo una deteccion visual eficaz

del sacarido.
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Figura 15. Espectros de UV-Vis para los diferentes sistemas acido borénico (6 mM)-
colorante (40 uM) tras la adicion de fructosa (100 mM) en solucidon amortiguadora de
fosfatos a pH 7.4 a 25 °C. A) ARS-3-NPBA-Fructosa. B) BPR-3-NPBA-Fructosa, C) PR-
3-NPBA-Fructosa, D) PV-3-NPBA-Fructosa, (arriba). Isotermas de enlace para la

interaccion colorante-acido borénico-Fructosa (abajo). 2

La magnitud del cambio en los desplazamientos espectroscopicos y la correlacion entre la
concentracion y la absorbancia permiten determinar los pardmetros cinéticos y de afinidad
del sistema de deteccion. En este contexto, el valor de la constante de asociacion (K,) refleja
la estabilidad del complejo formado entre el colorante y los sacaridos. Este parametro fue
reportado por Minami en su estudio para diferentes sistemas, mostrando variaciones que
dependen de la interaccion especifica del 4cido bordnico con cada colorante y los distintos

sacaridos.

La Tabla 4 muestra que la fructosa presenta las mayores constantes de asociacién con los
colorantes evaluados, en particular con el sistema rojo de bromo pirogalol (K, = 1900 M)
y rojo de alizarina (K, = 560 M) esto debido a su conformacion furanésica con grupos cis-
diol. Otros sacaridos, como glucosa, xilosa y galactosa, exhiben afinidades mas moderadas,
mientras que para el sistema de rojo pirogalol y violeta de pirocatecol muestran valores muy

bajos (K, = < 10 M) para la mayoria de los aziicares.
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Estas variaciones en las constantes de asociacion evidencian que el sistema permite

discriminar entre sacaridos con estructuras similares.

Tabla 4. Valores de las constantes de asociacion (K, M) calculadas a partir de UV-Vis tras

la adicion de diferentes sacaridos en solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 a 25°C.
(52)

Rojo de Rojo de bromo Rojo de Violeta de
Sacarido
alizarina pirogalol pirogalol pirocatecol
Fructosa 560 + 71 1900 + 39 380 + 38 410 + 49
Galactosa 110+ 11 230+24 <10 33£6
Glucosa 52+4 150+ 6 <10 16+ 1
Xilosa 41+6 110£5 <10 12+£2
Manosa <10 110+ 13 <10 <10
N-Acetil-D-
<10 <10 <10 <10
Glucosamina
Ramanosa 17+2 46 + 4 <10 <10

En general, la fructosa presenta las mayores afinidades en comparacion con los demas
sacaridos evaluados, lo que se atribuye a la disposicion favorable de sus grupos hidroxilo
para formar complejos estables con el grupo bordnico. En contraste, azucares como glucosa,
galactosa y xilosa muestran constantes de asociacidon menores, mientras que otros

compuestos presentan interacciones muy débiles o practicamente nulas.
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3.3.3 Especies diboronicas en el reconocimiento de sacaridos

Las especies diboronicas han logrado una especial relevancia en la quimica supramolecular
por su alta eficiencia en el reconocimiento molecular de sacaridos, particularmente glucosa.
A diferencia de las especies monosustituidas con &cidos boronicos, los compuestos
diboronicos contienen dos unidades funcionales de 4acido boronico dispuestas de forma que
pueden interactuar simultaneamente con dos grupos dioles de una misma molécula de
sacarido. Esta interaccion bidentada mejora considerablemente la afinidad y selectividad del

sistema de deteccion permitiendo una unién mas estable y especifica.

El disefo de estos compuestos puede adaptarse para optimizar la distancia y orientacion entre
los acidos bordnicos, lo que es clave para el reconocimiento selectivo de sacéaridos con
geometrias particulares. Ademas, diversas especies diboronicas han sido funcionalizadas con
cromoforos o fluordforos, lo que permite evidenciar su interaccion mediante cambios
espectroscopicos. Esta estrategia resulta util para el reconocimiento molecular, ya que la
interaccion puede traducirse en una sefial Optica detectable., facilitando su uso en sensores

moleculares de sacaridos (Esquema 10). ¢

Sacarido
I !
\B _-0 O\B\/

Cromoforo

Fluoroforo

Esquema 10. Esquema de una especie diboronica funcionalizada con grupo

cromoforo/fluordforo para la deteccion de sacéridos.
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Uno de los primeros estudios realizados para sistemas de deteccion de sacaridos a partir de
acidos dibordnicos fue reportado por Norrild en 1999, en este estudid se presentd un sistema
de deteccion por fluorescencia a partir de un acido dibordnico soluble en agua y selectivo
para glucosa, ®* este sistema incorpora un niicleo antraceno funcionalizado con dos grupos
acido 3-piridinbordnico capaces de reaccionar con los grupos -OH del sacarido, este
compuesto mostro una alta selectividad por glucosa formando un complejo 1:1 que exhibe

una alta respuesta en la fluorescencia (Esquema 11).

X
| o—!
N OH Hoj\/
NN IR (,) OH
| Ho\\B/ 1
OH — 3 2 O—t
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on . W

HO
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</ \g
A

Esquema 11. Interaccion entre compuesto diborénico reportado por Norrild y glucosa. )

Se llevo a cabo un experimento para observar la intensidad de fluorescencia tras la adicion
de diferentes concentraciones en solucion acuosa en solucion amortiguadora de fosfatos a un
pH de 7.4. A medida que se incrementa la concentracion de glucosa, se observd un aumento
progresivo y significativo en la intensidad de fluorescencia, especialmente en las bandas de
emision en A = 427 y 407 nm, lo que indica que el complejo formado es mas fluorescente

que la especie libre (Figura 16). ¢
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Figura 16. Espectro de emision del compuesto diborénico (1 X 107°M ) a diferentes

concentraciones de glucosa. %

En contraste, la adicion de fructosa produjo cambios menos pronunciados, mientras que la
galactosa generd variaciones de magnitud intermedia en la sefial. Este comportamiento
sugiere que el sensor presenta una mayor selectividad hacia la glucosa. La baja respuesta
frente a fructosa y galactosa puede explicarse por la incapacidad de estas moléculas para
adoptar una conformacion adecuada para el acoplamiento simultidneo con los dos acidos
bordnicos del 4cido diborodnico, lo que impide la formacién de un complejo estable y
fluorescente. La forma a-D-glucofuranosa, presenta grupos diol orientados espacialmente
para favorecer los enlaces covalentes por medio de ésteres de boro, en el caso de la fructosa
estos grupos estdn menos disponibles y por lo tanto se compromete la geometria necesaria
para establecer la interaccion bidentada del acido dibordnico que estabiliza el complejo

fluorescente (Figura 17). ¢
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Figura 17. Intensidad relativa de fluorescencia para el compuesto dibordnico en funcion

de concentracion de diferentes sacaridos. >

La figura 18 muestra una optimizacion tedrica (método AM1) de la interaccion del complejo
dibordnico con glucosa, la cual revela que la conformacion mas estable corresponde a una
disposicion tipo silla del anillo de boro en la region de union 3,5. Esta geometria favorece el
acoplamiento bidentado de la glucosa en su forma a-D-glucofuranosa mediante enlaces con
los hidroxilos en posicion 1,2 y 3,5 con los grupos acido boronico, formando dos anillos que
estabilizan el complejo. Esta estructura calculada concuerda con los datos obtenidos

experimentalmente por RMN, donde se observaron desplazamientos quimicos inusualmente
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bajos para los protones H-3 (6 = 1.67 ppm) y H-4 (8 = 1.69 ppm), lo que indica un fuerte

apantallamiento de estos protones. 47

Figura 18. Estructura optimizada por AM1 del compuesto acido diborénico-glucosa. &

Un factor altamente importante en el disefio de los sensores moleculares es la selectividad y
el poder emitir una sefial particular que pueda diferenciarse entre otros analitos. En el afio
2021 se reportd un estudio de un compuesto diborénico (DPAC) ©® (Esquema 12), altamente
sensible para glucosa en una mezcla de disolventes solucion amortiguadora de
fosfatos/MeOH (20:80 respectivamente) en un pH de 7.4, el cual mediante un mecanismo de
emision inducida por vibracion permite una deteccion fluorescente eficiente y especifica para
glucosa incluso en presencia de otros monosacaridos, ademas, mostro un limite de deteccion

bajo de 9.4 uM lo cual favorece su potencial aplicacion en diagnosticos clinicos.

\ N N ) /
A\ o

Esquema 12. Estructura molecular de compuesto diborénico (DPAC) reportado por Galan

para la deteccion de selectiva de glucosa. ¢
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La Figura 19 muestra los ensayos de titulacion por emision del sensor diboronico DPAC
frente a glucosa, galactosa y fructosa en MeOH/FPB (80:20, pH 7.4). Con glucosa se observa
un marcado incremento en la fluorescencia y un cambio visible bajo luz UV, indicando una
eficiente. La galactosa también induce un aumento de sefal, aunque menos pronunciado,
debido a la orientacion distinta de sus grupos hidroxilo. En contraste, la fructosa produce una
respuesta mucho mas débil. Estos resultados muestran que la intensidad de emision del
sistema DPAC—sacarido depende fuertemente de la estructura del monosacérido, permitiendo

distinguirlos dpticamente.
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Figura 19. Experimentos de titulacion por espectroscopia de emision para DPAC en
solucion amortiguadora de fosfatos/MeOH (20:80) para a) Glucosa, b) Galactosa, c)
Fructosa. d) Representacion fotografica de DPAC bajo luz UV tras la adicion de diferentes

monosacaridos. ©9
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Se evalu6 la interaccion del compuesto DPAC con diez monosacaridos estructuralmente
distintos, observandose que solo algunos, como la glucosa, generan una sefial fluorescente
intensa, mientras que otros, como la ramanosa o la N-acetilglucosamina, producen respuestas
débiles o inexistentes. Estos resultados evidencian que la eficiencia de reconocimiento

depende de la cantidad y la orientacion espacial de los grupos hidroxilo en cada sacarido.

— Receptor libre
6%106 - — Glucosa

— Galactosa
4%106- — Arabinosa

— Fucosa

— Manosa
2%106 =

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

— Xilosa
; = Ramanosa
0 'I""""'I"""TI — — Fructosa
400 500 600 — Metil-B-glucopiranosida
A (nm) — N-Acetil-B-glucosamina

Figura 20. Espectro de emision para la interaccion de DPAC con diferentes monosacaridos

en solucién amortiguadora de fosfatos/MeOH (20:80). ©9
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Se estudid la interaccion del compuesto DPAC con diversos monosacaridos mediante el

calculo de las constantes de asociacion (Ka), empleando experimentos de titulacion por

fluorescencia mediante la herramienta supramolecular.org con el cual se obtuvo la isoterma

de enlace (Figura 21).
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Figura 21. Isotermas de enlace obtenidas por supramolecular.org para la interaccion entre

el compuesto DPAC con fructosa. ©®

El compuesto DPAC mostro6 afinidades diferenciadas hacia diversos monosacaridos, con los

valores mas altos de asociacion para fructosa (K. = 1927 M™), glucosa (K. =816 M) y D-

xilosa (Ka = 593 M™). En contraste, ramanosa y fucosa presentaron constantes

significativamente menores, y no se detectd interaccion apreciable con derivados como N-

acetilglucosamina o metil-B-D-glucopiranosamina. Estos resultados evidencian que el

reconocimiento por DPAC depende criticamente de la disponibilidad y orientacioén de grupos

hidroxilo libres.
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Tabla 5. Valores de constante de asociacion obtenidos para la interaccion entre el

compuesto DPAC y sacarido. [ND] No determinado. ©®

Constante de asociacion

Monosacarido LOD pM
Ko [M7']
Glucosa 816 94
Galactosa 400 63.1
Fructosa 1927 40.3
Xilosa 593 17.2
Manosa 395 45.6
Arabinosa 339 74.2
Fucosa 137 128.1
Ramanosa 53 2038
Metil-p-D-glucosa ND -
N-Acetil-p-D-glucosamina ND -

Asimismo, los valores de limite de deteccion (LOD) reflejan la sensibilidad del sistema frente
a cada analito. En particular, la glucosa presenta el valor de LOD mas bajo (9.4 uM), lo que
indica que puede ser detectada a concentraciones menores en comparacién con otros
monosacaridos. Por el contrario, compuestos como ramanosa muestran valores de LOD
considerablemente mas altos, lo que sugiere una menor eficiencia del sistema para su

deteccion.




ANTECEDENTES

3.4 Estabilidad conformacional de sacaridos y preferencia de los acidos
boronicos en la formacion de heterociclos de boro

Existen diversos factores que afectan las interacciones entre los grupos -OH de los
compuestos cis-diol del sacarido con los acidos bordnicos, uno de ellos es la interconversion
entre piranosa y furanosa del anillo hemiacetal de un monosacérido el cual sufre distorsiones
en soluciones acuosas. El equilibrio entre las configuraciones lineal, piranosa y furanosa, asi
como entre los andémeros o y B de los anillos pirandsico y furanodsico, incrementa
sustancialmente el nimero de posibles estructuras que pueden formarse durante el proceso

de la interaccion. ©¢7

Uno de los primeros estudios reportados de este tipo de conformaciones estructurales fue un
compuesto dibordnico el cual proporciono la primera elucidacion estructural con D-glucosa
en la formacion del éster de boro. El espectro de RMN de 'H de este complejo indico que, en
metanol deuterado, la D-glucosa se encontraba unida en su forma a-piranosa a través de las

posiciones 1,2 y 4,6, como se muestra en el Esquema 13.

Esquema 13. El complejo 1,2:4,6 formado entre el compuesto diborénico y la D-glucosa

en MeOD (metanol deuterado). *®

Norrild y Eggert reexaminaron el complejo entre D-glucosa y el sensor dibordnico usando

38) observando una disminucién en las constantes

D-glucosa marcada con *C en C-1y C-6,
de acoplamiento que confirmo6 la formacidon de un éster boronico ciclico de cinco miembros.

Aunque la asignacion previa por RMN de 'H fue correcta, solo era valida bajo condiciones
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anhidras. Con el tiempo, la a-D-glucopiranosa se isomeriz6é a la a-D-glucofuranosa; en
metanol deuterado este proceso tomd hasta ocho dias, pero en una solucion 1:2 agua/metanol
se completd en solo 10 minutos, demostrando una alteracion en la conformacion estructural

del compuesto inducida por la naturaleza del medio.

Aunque la a-D-glucofuranosa representa solo una pequeiia fraccion del total de especies de
glucosa en solucion acuosa (alrededor del 0.14 %), al interactuar con acidos bordnicos se
convierte en la forma favorecida para la formacion del complejo. Esto se debe a que su
estructura presenta los grupos hidroxilo en C1 y C2 en una disposicion syn-periplanar rigida,
que es complementaria con el angulo requerido por el fragmento O—B—O del acido bordnico

para formar un anillo ciclico estable (Esquema 14).

OH
HO O

HO
= HO OH
HO

OH
OH

OH

Esquema 14. Equilibrio conformacional entre las formas a-D-glucopiranosa (izquierda) y
o-D-glucofuranosa (derecha). %

Por otro lado, la alta afinidad que muestran los 4cidos monobordnicos por la fructosa se
relaciona directamente con la estructura que adopta en solucion acuosa. Una de sus formas
predominantes, es la -D-fructofuranosa, la cual presenta un par de grupos —OH adyacentes
en posiciones C2 y C3 con una orientacion espacial favorable para enlazarse con compuestos
bordnicos y formar ésteres ciclicos de boro, esta forma representa un 25% en equilibrio en
agua. Por otro lado, la glucosa también tiene una estructura similar (a-D-glucofuranosa) pero
en equilibrio este equilibrio es en menor proporcion (alrededor de 0.14%), esto limita en gran
medida su capacidad de interaccion con los acidos bordnicos y su capacidad de formar

enlaces covalentes. ¢

Esta diferencia estructural esta relacionada directamente con el valor de la constante de

asociacién, mientras que la fructosa alcanza valores de hasta 4,400 M™! la glucosa alcanza
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valores de 110 M para la interaccién con 4cido fenilboronico demostrando que la
disposicion espacial de los grupos hidroxilo, asi como la geometria estructural de los

sacaridos puede condicionar la interaccion y reactividad de este tipo de sistemas (Tabla 6).

(59)

Tabla 6. Valores de constante de asociacion entre acido fenilbordnico en solucion acuosa a
25°C con diferentes grupos poliol reportados por Leonard y Edwards. (6%

Poliol K, [M™1]

1,3-Propanodiol 0.88
Etilenglicol 2.80
Propilenglicol 3.80
3-Metoxi-1,2-propanodiol 8.50
Glucosa 110
Manosa 170
Galactosa 280
Pentaeritritol 650
Manitol 2,300
Fructosa 4,400

Catecol 18,000

De manera general, se ha observado una tendencia entre las formas estructurales de ciertos
sacaridos que presentan un par de grupos hidroxilo alineados en la misma direccion espacial
y los valores relativamente altos que muestran al interactuar con dcidos monoborénicos, lo
que sugiere que la disposicion geométrica influye directamente en la estabilidad del complejo

formado (Tabla 7).
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Tabla 7. Estructuras de diversos sacaridos que contienen un par de grupos hidroxilo
disposicion syn-periplanar con sus porcentajes de equilibrio en agua y constantes de
asociacion con 4cido fenilboronico. 0

Porcentaje
Sacarido Estructura relativo en K,[M™1]
agua

HO o
D-Glucosa HO
(a-D- 0.14 69 110
Glucofuranosa) OH
HO OH
D-Manosa HO 0 o
(B-D- HO OH HO 0.3 69 170
manofuranosa)

0
D-Galactosa o, HO, OH
(a-D- - G ) 280
galactofuranosa)
OH
HO
OH
: o}
D-Arabinosa HO
(B-D- 2 60 340
arabinofuranosa)
HO
HO
OH
o)
D-Fructosa
(P-d- 25 €0 4,400
Fructofuranosa)
HO o
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4. JUSTIFICACION

El estudio de nuevos compuestos que puedan ser utilizados como sensores moleculares es de
alta importancia en la actualidad, debido a que existen diferentes tipos de analitos y, de
acuerdo con su naturaleza, es crucial detectarlos, monitorearlos o inhibirlos. Entre estos
analitos, los sacaridos ocupan un lugar destacado debido a su papel fundamental en diversos
procesos biologicos y aplicaciones industriales. Su deteccion es especialmente relevante
porque concentraciones altas de azucares se relacionan con enfermedades como la diabetes
mellitus, resistencia a la insulina y otros trastornos metabolicos, ademds de influir en
procesos inflamatorios y alteraciones celulares. En este contexto, los sensores Opticos
representan una herramienta valiosa debido a su alta sensibilidad, rapidez de respuesta y
facilidad de interpretacion, ya que permiten detectar cambios colorimétricos o fluorescentes
derivados de la interaccion entre el sensor y el sacarido. Por ello, los sistemas basados en
acidos bordnicos acoplados a cromoéforos como el rojo de alizarina constituyen una

alternativa prometedora para la deteccion eficiente y selectiva de sacaridos.
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5. HIPOTESIS

Debido a la reactividad especifica de los acidos boronicos con los grupos dioles presentes en
los sacéridos, los acidos 4-fluorofenilboronico (AFFB), 4-yodofenilborénico (AYFB) y 1,4-
bencendiboronico (ABDB) formardn complejos tipo boronato estables con el rojo de
alizarina. Estos complejos funcionaran como sensores moleculares capaces de detectar de
manera selectiva fructosa, glucosa y galactosa mediante reacciones de desplazamiento,
generando cambios medibles que permitan su identificacion y diferenciacion (Esquema 15).
Se espera que tras la formacion del boronato entre los derivados de acido bordnico y el rojo
de alizarina, el compuesto tenga un cambio en la coloracion y una diferencia en la intensidad
de fluorescencia. Tras la adicion de fructosa, glucosa y galactosa se espera la disociacion del
boronato alizarina-acido bordnico y un restablecimiento de la banda de absorcion original
del rojo de alizarina, ademas un decremento en fluorescencia evidenciando una reversibilidad

en el sistema y de esta forma la deteccion de glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.

Cambio de coloracion Recuperacion de coloracion
Sacarido
HO—

/OH Ho\p HO\ /O— \ Ho— HO\ /o_ HO
O OX DO~ >

OH HO \O— \O— HO
Acido borénico Rojo Boronato Boronato Ror

de alizarina Ac. Borénico-Colorante Ac. Boronico-Sacarido 0jo

de alizarina

Esquema 15. Estrategia de deteccion de sacaridos a partir de boronatos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Obtener y estudiar sensores moleculares para la deteccion de sacaridos en medio acuoso,
generados mediante la condensacion reversible entre acidos borénicos y el colorante rojo de
alizarina, con el propdsito de evaluar su capacidad de reconocimiento molecular y su

respuesta espectroscopica frente a diferentes sacaridos.
6.2 Objetivos particulares

e Obtener los boronatos a partir de la reaccion entre los acidos 4-fluorofenilboronico,
4-yodofenilborénico y 1,4-bencendibordnico con rojo de alizarina en solucion
acuosa.

e Evaluar los boronatos obtenidos como sensores de sacaridos (fructosa, glucosa y
galactosa) mediante espectroscopia UV-Vis.

e Estudiar los cambios en las propiedades fotofisicas de los sistemas formados y

establecer la correlacion estructura—respuesta.

® Determinar las constantes de asociacion de los sistemas acido bordnico—colorante y

boronato—sacarido mediante espectroscopia UV-Vis y fluorescencia.
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7. INSTRUMENTACION

Los puntos de fusién fueron determinados en capilares abiertos en un equipo Buchi Melting

Point B-540.

Los productos fueron obtenidos en un reactor por calentamiento Monowave 50 marca Anton

Paar, utilizando tubos de 10 mL.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un equipo Nicolet 6700 FT-IR
ThermoScientific mediante la técnica de ATR, el anélisis de los espectros se realizo utilizando

el programa OMNIC 9.2.86.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, se obtuvieron en el equipo
Bruker Avance III HD 500 MHz utilizando DMSO-ds como disolvente. La escala de
desplazamientos (8) se presenta en partes por millon (ppm), el procesamiento de los espectros

se realiz6 utilizando el programa MestreNova version 12.0.0-20080.

Los anélisis por Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis) se realizaron en un equipo
Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de paso optico
y volumen méximo de 5 mL y como disolvente se utilizdo una solucion amortiguadora de
fosfatos de sodio y potasio a pH 7.4, los datos experimentales se analizaron utilizando el

software OriginPro 9.0.0 SR2b87.

Los andlisis por Espectroscopia de Emision se realizaron en un equipo de luminiscencia
PerkinElmer LS 55 utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico y volumen méaximo
de 5 mL, y como disolvente se utilizd una solucion amortiguadora de fosfatos de sodio y
potasio a pH 7.4, los datos experimentales se analizaron utilizando el software OriginPro

9.0.0 SR2b8&7.

Los calculos de las constantes de asociacion por espectroscopia de absorcion y emision se

llevaron a cabo utilizando el software Bindfit de la pagina http://supramolecular.org con la

optimizacion numérica Nelder-Mead. ¢V



http://supramolecular.org/
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8. REACTIVOS Y DISOLVENTES

Todos los reactivos y disolventes utilizados para el desarrollo de esta investigacion son
productos comercializados por Sigma-Aldrich a excepcion de la solucion amortiguadora de

fosfatos de sodio y potasio que fue adquirida con la empresa crisol.
Reactivos:

Nombre CA Estructura Molecular

g OH
Acido 4- /
fluorofenilborodnico 1765-93-1 F B
(AFFB) \O H
( OH
Acido 4- /
yodofenilborénico I B
5122-99-6 \
(AYFB) -
, HO
Acido 1,4- \ /OH
bencendiboronico Py /B B\
(ABDB) HO OH

OH
Rojo de alizarina
(ARS) 130-22-3
SOs” Na*
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Nombre

Fructosa

Galactosa

Glucosa

Sacarosa

Disolventes:
Nombre
Diclorometano
Hidroxido de sodio

Solucion
amortiguadora de
fosfatos de sodio y

potasio a pH 7.0

DMSO-d¢

CAS

57-48-7

59-23-4

50-99-7

57-50-1

CAS

75-09-2

1310-73-2

521231-1L9

2206-27-1

Estructura Molecular

CH,OH
H

OH
o CH,OH
OH

CH,OH

OH O oH
OH
OH

CH,OH
0
OH
OH OH
OH

CH,OH

O
o
OH OH
(6]
OH CH,0H
OH

OH

CH,OH

Estructura Molecular

CH,Cl,

NaOH
O 0
| |

Ho/|\o- Na* HO/|\0' -
07 Nat o- K*
I
PN
DsC CD;



https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/search/50-99-7?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=50-99-7&type=cas_number
https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/search/75-09-2?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=75-09-2&type=cas_number
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9. METODOLOGIA

Condiciones experimentales

Los estudios se realizaron utilizando rojo de alizarina como colorante base con grupos cis-
diol y tres 4cidos boronicos (AFFB, AYFB y ABDB). Las soluciones se prepararon en medio
acuoso empleando solucion amortiguadora de fosfatos de sodio y potasio ajustado a pH 7.4,
con el fin de mantener condiciones similares a un entorno fisiologico. Todos los experimentos
se llevaron a cabo a temperatura ambiente, utilizando celdas de cuarzo previamente limpiadas

para evitar interferencias Opticas.

Preparacion de soluciones

Se prepar6 una solucion madre de rojo de alizarina a 11073 M. A partir de esta, se tomaron
500 pL y se diluyeron con 1000 pL de solucion amortiguadora (pH 7.4), obteniendo un
volumen final de 1500 pL con una concentracion de 3.33x10~* M. Para los experimentos de
titulacion, se usaron soluciones de &cidos borénicos a 0.05 M y soluciones de sacaridos
galactosa, glucosa, fructosa y sacarosa a 4.66x107 M, todas preparadas en el mismo medio

acuoso.

Formacion del complejo acido boronico-rojo de alizarina

La estrategia de deteccion empleada se basa en un ensayo por desplazamiento (“displacement
assay”). Para formar el complejo sensor, se afadieron alicuotas de 10 puL de la solucion de
acido boronico a la solucion de rojo de alizarina, con agitacion suave durante un minuto
después de cada adicion para favorecer la condensacion entre el grupo bordnico y los grupos

cis-diol del colorante.

Las condiciones se calcularon para obtener una relacién estequiométrica 1:1 entre el
colorante y el acido boronico después de la primera adicion, permitiendo comparar de forma

equivalente el comportamiento de los tres acidos borénicos seleccionados.
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Experimento para la formacion del complejo acido bordonico-sacarido

Una vez formado el complejo boronato rojo de acido bordnico-alizarina, se evalud la
capacidad de los sacaridos para desplazar al colorante. Para ello se afiadieron alicuotas de 10
uL de las soluciones de galactosa, glucosa, fructosa y sacarosa. Estas moléculas compiten
con el rojo de alizarina por la formacion del éster de boro, generando un proceso de
disociacion parcial del complejo inicial. Este desplazamiento restaura la sefial Optica del
colorante libre y provoca cambios medibles en la absorcion y fluorescencia, lo que permite

cuantificar la afinidad relativa de cada sacérido frente al 4cido boronico correspondiente.
Analisis espectroscopico y calculo de constates de asociacion

Los cambios Opticos asociados a la formacion y disociacion de los complejos se analizaron
mediante espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia (Figura 22). Estas mediciones

permitieron:

e Cuantificar el cambio en la emision y absorcién de cada experimento para la
asociacion y disociacion de las especies involucradas.

e Determinar la constante de asociacion del complejo rojo de dcido borénico-alizarina
y acido boronico-sacarido por medio del software Bindfit.

e Comparar la selectividad del sistema frente a galactosa, glucosa, fructosa y sacarosa.
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Figura 22. Representacion de la estrategia implementada para el analisis de la deteccion

de sacaridos.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Analisis experimental de la deteccion de sacaridos por desplazamiento

entre acidos boronicos y rojo de alizarina

El estudio de las interacciones por medio de reacciones de condensacion entre los diferentes
acidos boronicos (AFFB, AYFB y ABDB) y rojo de alizarina (ARS) se llevo a cabo por
espectroscopia de emision y absorcion en medio acuoso en solucién amortiguadora a un pH

de 7.4 a temperatura ambiente.

X: F, I, B(OH),

X
O OH
OH
B SO3Na
HO” OH u

Esquema 16. Formacion de boronatos a partir de ARS con AFFB, AYFB y ABDB.

Una vez formado el complejo boronato entre el acido boronico y el rojo de alizarina en
solucién tampon de fosfato (pH 7.4), se evalud el mecanismo de deteccion basado en
desplazamiento competitivo mediante la adicién de diferentes monosacaridos. En este
sistema, el rojo de alizarina se encuentra inicialmente coordinado al acido boronico formando
el complejo boronato &cido bordnico—colorante, el cual presenta propiedades Opticas
caracteristicas que pueden ser monitoreadas mediante espectroscopia de absorcidon y

fluorescencia.

Al incorporar monosacaridos como fructosa, glucosa y galactosa al sistema, estos
compuestos compiten por el centro borénico debido a la presencia de grupos diol en su
estructura. Como resultado, se favorece la formacion del complejo boronato acido boroénico—
sacarido, desplazando al rojo de alizarina del complejo inicial. Este proceso genera la
liberacion del colorante en solucion, lo que se refleja en cambios en las sefales

espectroscopicas del sistema.
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La magnitud de estos cambios depende de la afinidad de cada sacarido por el acido borénico,
la cual estd relacionada con la cantidad y disposicion espacial de los grupos hidroxilo
presentes en su estructura. De esta manera, el sistema permite diferenciar entre distintos
monosacaridos a partir de las variaciones observadas en la intensidad de absorcion y

fluorescencia del colorante liberado. (Esquema 17).
HO
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Esquema 17. Representacion del sistema de deteccion por desplazamiento entre el sistema
acido bordnico-rojo de alizarina para el sensado de fructosa, glucosa y galactosa, la

interaccion ocurre en la orientacion cis de los dioles.

Este mecanismo de deteccion por desplazamiento reversible de asociacion y disociacion
entre el rojo de alizarina y el acido bordnico sugiere la deteccion de los azucares en solucion

debido a su alta disposicion de los grupos cis-diol presentes en los monosacaridos.
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10.2 Analisis de la interaccion entre acidos boronicos y rojo de alizarina

10.2.1 Analisis cualitativo para la interaccion del sistema AFFB-ARS

Se estudid el cambid cromatico progresivo bajo luz blanca (Figura 23) y luz ultravioleta a
onda larga (Figura 24), se observé el cambio de un color purpura caracteristico del rojo de
alizarina en solucién acuosa a pH de 7.4 hacia tonalidades de color anaranjado maés claras
conforme se incremento la concentracion del AFFB de uno a siete equivalentes, este cambio
visual indica la formacion gradual del complejo boronato y concuerda con los
desplazamientos hipsocromicos de las bandas de absorcion reportadas en la siguiente
seccion, la adicion de mas equivalentes en la solucion de siete equivalentes no mostrd mayor

cambio lo que sugiere también que el sistema alcanza un estado de equilibrio.

Figura 23. Fotografia que representa la formacion del boronato, se muestra el cambio de
color derivado de la interaccion de rojo de alizarina tras la adicion de 1 a 7 equivalentes del

acido 4-flurofenilbordnico en solucion amortiguadora a pH 7.4, a temperatura ambiente.
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Figura 24. Representacion fotografica de la formacion de boronato, se muestra el cambio
de fluorescencia del rojo de alizarina tras la adicion de 1 a 7 equivalentes 4cido 4-
flurofenilbordnico en soluciéon amortiguadora a pH 7.4, a temperatura ambiente bajo luz

ultravioleta a onda larga.

Al anadir los equivalentes del analito (sacaridos), se observd un cambio de color gradual
demostrando una reversibilidad en el sistema y la recuperacion de la coloracién purpura

(Figura 25), ademas del apagamiento de la fluorescencia (Figura 26).

a) b) c)

Figura 25. a) Rojo de alizarina, b) boronato AFFB-ARS y c¢) disociacion del boronato AFFB-

ARS bajo luz blanca, en solucién amortiguadora a pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Figura 26. a) Rojo de alizarina, b) boronato AFFB-ARS y c) disociacion del boronato AFFB-
ARS bajo luz ultravioleta a onda larga, en soluciéon amortiguadora a pH 7.4 a temperatura

ambiente.




RESULTADOS Y DISCUSION

10.2.2 Analisis cuantitativo de la formacion del boronato AFFB-ARS y su

interaccion con sacaridos

El espectro de absorcion de rojo de alizarina muestra una banda de absorcion en la longitud
de onda de 510 nm, atribuida a una transicion electronica m - ©*, esta transicién es
caracteristica de compuestos con sistemas conjugados, como ocurre en la estructura de la

antraquinona, que es base fundamental de las propiedades cromoforas de este compuesto.

:

A (ua))

o 300 400 490 o00 000 600 B50
A (nm)
Figura 27. Espectro de absorcion para rojo de alizarina (3.33 X 10™* M) en solucion

amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.

El hecho de que se observe una banda de absorcion alrededor de los 510 nm (color verde del
espectro visible) significa que la molécula absorbe luz en esa region y refleja su color

complementario, lo cual explica que el compuesto en solucion se percibe de un color purpura.

Por otra parte, los acidos boronicos (AFFB, AYFB y ABDB) no presentan alguna banda de

absorcion en la region de 200 a 800 nm y por lo tanto ningun color en solucién acuosa.
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Tras la adicion de un equivalente de AFFB a la solucion de rojo de alizarina se observa un
desplazamiento hipsocromico e hipocromico de la banda de absorcion de A=510 nm a 486

nm atribuido a la formacion del éster de boro (Figura 28).

2.5

—— Alizarina

—AFFB e

2.0

1.5

A(ua.)

1.0

0.5

Figura 28. Espectro de absorcion para rojo de alizarina (rojo) y el cambio tras la adicion de

un equivalente de AFFB (azul), en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.

Al continuar con la adicion progresiva de equivalentes de 4cido bordnico se sigue observando
el desplazamiento hacia menor longitud de onda (desplazamiento hipsocrémico) de la banda
de absorcion, pero ahora ademas se observa que aumenta su intensidad (desplazamiento
hipercromico), este comportamiento se observa hasta la adicion de siete equivalentes
evidenciando que el sistema ha llegado al equilibrio demostrado por un traslape de las bandas

de absorcion en 464 nm.
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Figura 29. Titulacion en UV-Vis para la formacion del boronato entre ARS
(3.33x107* M) y AFFB (2.331x1073 M) en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 a

temperatura ambiente.

Con los valores experimentales obtenidos para este sistema, se procedié al calculo de la
constante de asociacion por medio del método de optimizacion numerico Nelder-Mead con
ayuda del software bindfit de supramolecular.org, ¢V el ajuste de los datos proporcioné un
valor de K gociacisn = 4453 M~1 con un error asociado a £8%, la magnitud del valor de la
constante de asociacion sugiere que la formacion del complejo es estable, pero mantiene la
naturaleza reversible del sistema para aplicaciones como sensor de moléculas con grupos

diol.

La isoterma de enlace mostro un traslape de las bandas de absorcion en una concentracion de
2.331 X 1073 M, esto sugiere que la formacion del compuesto boronato Acido 4-
fluorofenilborénico-Rojo de alizarina ha alcanzado su limite maximo de formacion

reflejando que se ha establecido el equilibrio de la interaccion entre estos dos compuestos.
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Fitter: UV 1:1 Fit Summary Save Fits  Molefractions Details
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Figura 30. Calculo de K ¢,ciqcisn €mpleando el método de optimizacion Nelder-Mead

mediante Bindfit para la formacion del boronato AFFB-ARS. (¢

Una vez evaluada la interaccion con un equivalente de AFFB y ARS, se procedié a su
evaluacion para la deteccion de fructosa, galactosa y glucosa. Al obtener el boronato en una
relacion estequiométrica 1:1 en A= 486 nm se adicionaron alicuotas de 10 pL con una

concentracion de 4.62 x 1073 M para cada monosacérido.

—— Boronato

2.0 Fructosa (14 eq)
Fructosa (28 eq)
Fructosa (42 eq)
Fructosa (56 eq)
Fructosa (70 eq)
Fructosa (84 eq)
Fructosa (98 eq)
Fructosa (112 eq)
Fructosa (126 eq)
Fructosa (140 eq)

A (ua.)

00 500 500
A (nm)
Figura 31. Titulacion en UV-Vis para la disociacion del boronato AFFB-ARS

(3.33 X 10™* M), con fructosa (4.62 X 10~2 M) en solucién amortiguadora de fosfatos a

pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Figura 32. Titulacion en UV-Vis para la disociacion del boronato AFFB-ARS

(3.33 X 10™* M) con galactosa (6.93 X 10~2 M), en solucién acuosa amortiguadora de

A (u.a.)

fosfatos a pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Figura 33. Titulacion en UV-Vis para la disociacion del boronato AFFB - ARS

(3.33 X 10™* M), con glucosa (6.93 X 10™2 M) en solucién amortiguadora de fosfatos a

pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Al obtener las isotermas de enlace para la interaccion entre el boronato AFFB con ARS fue
posible calcular la constante de asociacion para estos sistemas con la ayuda de Bindfit
observandose una mayor constante de asociacion para fructosa Kyepcigeisn = 293 M™1 +
7% M1 | galactosa Kysocigeion = 35 £ 6% M~y glucosa Kygpciqeion = 10 M1 +
9% M1,

Al afiadir alicuotas de fructosa a la solucion con el boronato AFFB-ARS se observé un
desplazamiento batocromico y un aumento en la intensidad de la banda de absorcion
haciendo que la isoterma de enlace muestre un incremento en la absorbancia en funcion de
la concentracion (a), por otra parte, tras la adicion de glucosa y galactosa al sistema con el
boronato se continuo observando el desplazamiento batocrémico pero en este caso la banda
de absorcion mostré un desplazamiento hipocromico con un decremento en la intensidad de
la banda y una tendencia caracteristica en la isoterma de enlace al disminuir su valor en

absorbancia en funcion de la concentracion del monosacarido (Figura 34, by c).
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Figura 34. Isotermas de enlace para interaccion entre boronato AFFB-ARS y
monosacaridos: a) fructosa, b) galactosa, c¢) glucosa.
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El sistema también se estudid por espectroscopia de fluorescencia en donde se observo la
respuesta para la interaccion del rojo de alizarina y 4cido 4-flurofenilborénico. Para ello,
primero se obtuvo la banda de emision de rojo de alizarina, la muestra se irradio a una
longitud de onda de A= 490 nm en donde se observo una intensidad de 30 u.a. en una longitud
de onda de 623 nm, tras la adicion de hasta once equivalentes de acido boronico el sistema
mostré6 un comportamiento hipercromico en la banda emision hasta 525 u.a. y un

desplazamiento hipsocrémico a 609 nm.
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Acido 4-fluorofenilborénico (1 eq)
Acido 4-fluorofenilborénico (2 eq)
I —— Acido 4-fluorofenilborénico (3 eq)
Acido 4-fluorofenilborénico (4 eq)
{ Acido 4-fluorofenilborénico (5 eq)
400! 1= \ —— Acido 4-fluorofenilborénico (6 eq)
/ | A\ Acido 4-fluorofenilborénico (7 eq)
| Acido 4-fluorofenilborénico (8 eq)
\ Acido 4-fluorofenilborénico (9 eq)
= Acido 4-fluorofenilborénico (10 eq)
Acido 4-fluorofenilborénico (11 eq)

200 1l ' ‘
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Figura 35. Titulacion por espectroscopia de emision para la formacion del boronato entre
ARS (3.33 X 10™* M) y AFFB (3.63 x 1073 M), en solucién amortiguadora de fosfatos a

pH 7.4 a temperatura ambiente.

El calculo de la constante de asociacion por el software supramolecular.org mostr6 un valor
de Kysociacion = 5,271 M~ con un error relativo del 8 %, la isoterma de enlace mostrd un
aumento en la absorbancia en funcion del aumento de la concentracion, comportamiento
antes observado por espectroscopia de absorcion. Una vez evaluada la interaccion del acido
AFFB con ARS, se procedi6 a estudiar la interaccion con un equivalente de boronato con los
monosacaridos anteriormente estudiados por espectroscopia de absorcion (fructosa,

galactosa y glucosa) en una relacion estequiométrica de 1:14 respectivamente.
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Figura 36. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

AFFB-ARS (3.33 x 1

200,
180
160
140
120
100

80)

60|

40

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

20

0~* M) con fructosa (2.64 x 10™3 M) en solucién amortiguadora de

fosfatos a pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Figura 37. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

AFFB - ARS (3.33 x

10~* M) con galactosa (2.97 X 10~3 M) en solucién amortiguadora

de fosfatos a pH 7.4 a temperatura ambiente.
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Figura 38. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato
AFFB - ARS (3.33 X 10~* M) con glucosa (3.96 X 1073 M) en solucién amortiguadora de

fosfatos a pH 7.4 a temperatura ambiente.

Para este sistema de interaccidon se obtuvieron las constantes asociacion para los diferentes
sacaridos, para fructosa se obtuvo un valor de K¢ cigeisn = 100 + 3 % M~ | para galactosa

de Kysociacion = 32 M™1 + 4 % M~ y para glucosa de K socigeion = 15 M™1 £ 9% M1,
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Figura 39. Isotermas de enlace obtenidas por espectroscopia de emision para la interaccion

entre boronato AFFB-ARS y monosacaridos: a) fructosa, b) galactosa, ¢) glucosa.
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10.2.3 Analisis cuantitativo para la formacion del boronato AYFB-ARS y

su interaccion con sacaridos

Para el estudi6 del sistema de interaccion entre AYFB y ARS (formacion del boronato
AYFB-ARS) por medio de espectroscopia de UV-Vis, se utilizdé una mezcla de disolventes
DMSO/solucion amortiguadora de sodio y potasio en una relacion 2:1, respectivamente, con

la finalidad de aumentar la solubilidad del AYFB.

Se utiliz6 el mismo procedimiento experimental explicado anteriormente para el derivado de
AFFB. Al afiadir un equivalente del analito, la banda de absorcion mas intensa se desplazd
hacia una longitud de onda menor (desplazamiento hipsocromico), alrededor de 483 nm, y
también sufri6o una disminucion en la intensidad considerable (desplazamiento hipocromico)

(Figura 40).
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Figura 40. Espectro de absorcion para rojo de alizarina (rojo) (3.33 X 107* M) y la
adicion de un equivalente de AYFB (azul) (3.33 x 10~* M) en DMSO/solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.
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El corrimiento observado hacia el azul, junto con una disminucién en la intensidad de la
sefal, sugiere que el entorno electronico del cromoforo fue alterado como anteriormente
sucedié con el AFFB, pero en este caso hubo un desplazamiento de A=510 nm a 483 nm

sugiriendo una interaccion ligeramente mas intensa.

Durante la titulacion se observo un cambio notable en el espectro de absorcion del sistema a
medida que se incorporaban alicuotas del AYFB 2.31x1073M y se logr6 observar el traslape

de las bandas de absorcion en 464 nm tras la adicion de 10 equivalentes.
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Figura 41. Titulacion en UV-Vis para la formacion del boronato entre ARS
(3.33x107* M) y AYFB (3.33x10~3 M) en DMSO/solucién amortiguadora de fosfatos a
pH 7.4.
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Una vez obtenidos los valores experimentales se procedié a calcular la constante de
asociacion en un modelo de enlace 1:1 con ayuda de Bindfit, obteniendo un valor de la

constante de asociacion de kgsocigeion = 4,238 M~ con un error relativo del = 5%
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Back Next 001
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Figura 42. Calculo de K 5,ciqcisn €mpleando el método de optimizacion Nelder-Mead

mediante Bindfit para la formacion del boronato AYFB-ARS.

Al evaluar este sistema para la deteccion de fructosa, galactosa y glucosa se obtuvieron las
isotermas de enlace para la interaccion con AYFB-ARS, donde se observd un
comportamiento similar al visto anteriormente por la interaccion del boronato AFFB-ARS,
las isotermas para el calculo de la constante de asociacion para galactosa y glucosa mostraron
un comportamiento hipocromico en funcion del aumento de la concentracion de estos
monosacaridos, mientras que para fructosa se observé un comportamiento hipercrémico en
congruencia con el sistema anteriormente estudiado, los valores para la constante de
asociacion para el sistema utilizando fructuosa, galactosa y glucosa son K gpciqcion =
297 +10% M1, Kasociacion = 27 £ 4% M, Kasociacion =19 £ 7% M,

respectivamente (Figura 43).
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Figura 43. Isotermas de enlace obtenidas por espectroscopia de absorcion para la interaccion

entre boronato AFFB-ARS y monosacaridos: a) fructosa, b) galactosa, ¢) glucosa. ¢V
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El analisis por fluorescencia evidencié cambios hipercromicos en la banda de emision tras la

adicion de equivalentes del acido boronico en solucidon para la interaccion entre ARS 'y

AYFB en un sistema 1:1, posteriormente se calculd la constante de asociacion obteniendo

un valor de K,gociqcisn = 5,012 + 8% M~ (Figura 44).
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Figura 44. Titulacion por espectroscopia de emision para la formacion del boronato entre

ARS (3.33x107* M) y AYFB (2.97x1073 M), en DMSO/solucién amortiguadora de
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Figura 45. Calculo de K ¢,ciqcisn €mpleando el método de optimizacion Nelder-Mead

mediante Bindfit para la formacion del boronato AYFB-ARS. ¢V
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Se estudio este sistema para la interaccion entre los diferentes sacaridos en un modelo de

interaccion 1:14 respectivamente, en donde se observd un comportamiento similar para la

antes descrita con AFFB, obteniendo un valor de las constantes de asociacion para fructosa

de Kysociacion = 97 + 6% M™1, para galactosa de
glucosa de Kyoocigeisn = 19 M~ + 7% M1,

330

300

230

200

150

100

Intesidad de fluorescencia (u.a)

50

Kasociacion = 38 £ 4% M1 y para

—— Alizarina

—— Boronato

—— Fructosa (14 eq
—— Fructosa (28 eq
—— Fructosa (42 eq
—— Fructosa (56 eq
—— Fructosa (70 eq
—— Fructosa (84 eq
—— Fructosa (98 eq)
—— Fructosa (112 eq)
—— Fructosa (126 eq)
—— Fructosa (140 eq)

)
)
)
)
)
)

Figura 46. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

AYFB - ARS (3.33 X 10™* M) con fructosa (3.33 x 1073 M), en DMSO/solucién

amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 47. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

AYFB - ARS (3.33 x 10™* M) con galactosa (3.96 x 1073 M), en DMSO/solucién
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Figura 48. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

AYFB - ARS (3.33 x 107 M) con glucosa (4.66 X 1073 M), en DMSO/solucién

amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 49. Isotermas de enlace obtenidas por espectroscopia de emision para la interaccion

entre boronato AYFB-ARS y monosacéridos: a) fructosa, b) galactosa, c) glucosa. ¢!
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10.2.4 Analisis cuantitativo para la interaccion del sistema ABDB-ARS y su

interaccion con sacaridos

Se llevd a cabo el andlisis de interaccion entre el ARS y el compuesto ABDB para la
formacion del boronato, tras la adicion del primer equivalente de 4cido bordnico a la solucion
de rojo de alizarina se observé un desplazamiento hipsocromico de la banda de absorcion de

A=510 nm a 476 nm.
25

2.0

Rojo de alizarina S

1.9 1,4-Bencendiboronico

A(u.a.))

1.0

0.5

0. 700 500 500
A (nm)

Figura 50. Espectro de absorcion para rojo de alizarina (rojo) (3.33 X 10™* M) y un
equivalente de ABDB (azul) (3.33 X 10~* M), en solucion amortiguadora de fosfatos a pH
7.4.

Debido a que existe un pronunciado desplazamiento de la banda de absorcion al afiadir un
equivalente del 4cido diboronico, se planted afiadir alicuotas en menor concentracion del
compuesto 1,4-bencendibordnico para satisfacer de mejor manera la isoterma de enlace entre

la interaccion con rojo de alizarina.
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Figura 51. Titulacion en UV-Vis para la formacion del boronato entre rojo de alizarina
(3.33x107* M) y ABDB (6.62x10™* — 7.40x10~3 M), en solucién amortiguadora de
fosfatos a pH 7.4.

Al agregar alicuotas en concentraciones de 6.62x10™* M se observd un menor
desplazamiento de la banda de absorcion de 510 nm hasta 464 nm alcanzando el equilibrio
en esta longitud de onda, de esta forma se obtuvo un mejor calculo de la constante de
asociacion debido a que se logré minimizar la sobresaturacion del sistema y mejorar el

modelo de interaccidn entre estas dos especies.
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El calculo obtenido para la interaccion entre para la formacion del boronato en un modelo de
interaccion en relacion 1:2 fue para ky.; = 5,469 +9% M 'yk,., =2,822 +13% M1
Estos valores reflejan una afinidad moderadamente alta respecto a los diferentes acidos

bordnicos evaluados anteriormente, ademas de una segunda interaccion de menor fuerza

asociativa.
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Figura 52. Calculo de K ¢,ciqcisn €mpleando el método de optimizacion Nelder-Mead
mediante Bindfit en un modelo de interaccion 1:2 para la formacion del boronato ABDB-

ARS. ©D

Con la finalidad de evaluar su interaccion con los diferentes sacaridos y comparar su
reactividad con los sistemas antes estudiados, se llevaron a cabo experimentos de titulacion
por espectroscopia de absorcion. Tras la adicion de equivalentes de los diferentes sacaridos
al sistema se observd un desplazamiento hipocrémico y batocromico de la banda de

absorcion, evidenciando la recuperacion del rojo de alizarina en solucion.




RESULTADOS Y DISCUSION

1. — Boronato

— Fructosa (14 eq)
—— Fructosa (28 eq)
—— Fructosa (42 eq)
— Fructosa (56 eq)
—— Fructosa (70 eq)
— Fructosa (84 eq)

—~ —— Fructosa (98 eq)
© 1 —— Fructosa (112 eq)
=) ’ —— Fructosa (126 eq)
~ Fructosa (140 eq)
& Fructosa (154 eq)
S .
g
a o
o
2 o
b .

0.

0 \\

0. 00 500 500

% (nm)

Figura 53. Titulacion por espectroscopia de absorcion para la disociacion del boronato
ABDB - ARS (3.33 x 10™* M) con fructosa (3.66 X 1073 M), en solucién amortiguadora
de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 54. Titulacion por espectroscopia de absorcion para la disociacion del boronato
ABDB - ARS (3.33 X 10™* M) con galactosa (3.96 X 10™3 M), en solucién amortiguadora
de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 55. Titulacion por espectroscopia de absorcion para la disociacion del boronato
ABDB - ARS (3.33 x 10™* M) con glucosa (3.96 X 10~3 M), en solucién amortiguadora
de fosfatos a pH 7.4.

Los valores obtenidos para las constantes de asociacion por espectroscopia de absorcion
fueron los siguientes; para fructosa ki, = 147 +14% M1y k;, =78 + 7% M1,
para galactosa se obtuvieron los valores ky.; = 66 +20% M1y k,, =46 + 8% M1,
para glucosa se obtuvo ky.; = 17 +6% M1y k., =6 +14% ML
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Figura 56. Isotermas de enlace obtenidas por espectroscopia de absorcion para la

interaccion entre boronato ABDB-ARS y monosacaridos: a) fructosa, b) galactosa, c¢)

glucosa. ¢V
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El sistema también fue estudiado por espectroscopia de emision y tras la adicion de

equivalentes de los diferentes sacaridos se observd un comportamiento hipocromico de la

banda de emision de 622 nm.
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Figura 57. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato
ABDB - ARS (3.33 x 10™* M) con fructosa (4.66 X 10™3 M), en solucién amortiguadora
de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 58. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato

ABDB - ARS (3.33 X 10™* M) con galactosa (3.96 X 10™3 M), en solucién amortiguadora

de fosfatos a pH 7.4.
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Figura 59. Titulacion por espectroscopia de emision para la disociacion del boronato
ABDB - ARS (3.33 x 10™* M) con glucosa (3.96 X 10~3 M), en solucién amortiguadora
de fosfatos a pH 7.4.

Se obtuvieron las constantes de asociacion por espectroscopia de emision para fructosa
kigy= 107 +1% M1y ki, =19 +7 % M~ para galactosa se obtuvieron los valores
ki, =80 +4% M1y k;, =14 +18% M~ para glucosa se obtuvo k;.;, = 66 =+
2% Mty ki, =10 +14% M1,
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Figura 60. Isotermas de enlace obtenidas por espectroscopia de emision para la interaccion

entre boronato ABDB-ARS y monosacéridos: a) fructosa, b) galactosa, ¢) glucosa. ¢V
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10.3 Comparacion de las constantes de asociacion obtenidas

experimentalmente con valores reportados en la literatura

Con el fin de evaluar cuantitativamente la afinidad de los sistemas estudiados, se
determinaron las constantes de asociacion correspondientes a la formacion de los complejos
acido bordnico—rojo de alizarina y a la interaccién boronato—sacarido. Los valores obtenidos
experimentalmente mediante espectroscopia UV-Vis y fluorescencia se resumen en la Tabla
8, donde se muestran las constantes de asociacion para los sistemas AFFB-ARS, AYFB-ARS

y ABDB-ARS frente a diferentes monosacaridos (Tabla 8).

Tabla 8. Constantes de asociacion (K, ) obtenidas experimentalmente para los sistemas
acido bordnico-rojo de alizarina y boronato—sacéarido mediante espectroscopia UV-Vis y

fluorescencia en solucion amortiguadora de fosfatos de sodio y potasio a pH 7.4

K, Error
Sistema Técnica Interaccion Sacarido
k[m1 | (%]

7 -

AFFB-ARS UV-Vis oracion _ Kii=4453  +8%
boronato
¥ -

AFFB-ARS | Fluorescencia ormacion R Kiq1=5271 | £8 %
boronato

AFFB-ARS UV-Vis Boronato—sacarido = Fructosa = Ki.1=293 | +7%
Galactosa | Ki.1 =35 +6 %
Glucosa K1 =10 +9 %
AFFB-ARS | Fluorescencia | Boronato—sacarido | Fructosa | Ki.1 =100 @ +3 %
Galactosa = Ki.1 =32 +4 %

Glucosa Ky =15 +9 %

. .

AYFB-ARS UV-Vis ormacion . Kii=4238  +5%
boronato
. -

AYFB-ARS | Fluorescencia ormacion _ K =5012  +8%
boronato
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AYFB-ARS UV-Vis Boronato—sacarido | Fructosa = Ki.1 =297  £10%
Galactosa | Ki.1 =27 +4 %

Glucosa Ki1=19 +7 %

AYFB-ARS | Fluorescencia | Boronato—sacarido | Fructosa Ki1 =97 +6 %
Galactosa =~ Ki.1 =38 +4 %

Glucosa Ki1=19 +7 %

ABDB-ARS  UV-Vis F];’gzicalt(;n —  Kui=5469 9%
Kin=2822  £13%

ABDB-ARS  Fluorescencia Fl::?;::tin S Ki.1=6023  £7%
Kin=3145 =11 %

ABDB-ARS UV-Vis Boronato—sacarido | Fructosa = K1 =147  £14 %
Ki2=78 +7 %

Galactosa = Ki1=66 | +20%

Kio=46 | £8%

Glucosa Ki1=17 +6 %
Kix=6 | £14%

ABDB-ARS  Fluorescencia | Boronato—sacarido = Fructosa = K1 =107  +1 %
Kiz=19 | £7%

Galactosa = Kj.1 =80 +4 %
Kix=14 | £18%

Glucosa Ki:1=66 +2 %
Kix=10 | £14 %
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Los valores obtenidos experimentalmente en este trabajo (Tabla 8) fueron comparados con
los obtenidos previamente por Minami (Tabla 4). ©? En ambos casos se observa una
tendencia similar en la afinidad de los sacaridos hacia los sistemas basados en acidos
bordnicos y colorantes, donde la fructosa presenta las mayores constantes de asociacion,
seguida de galactosa y glucosa. Esta tendencia coincide con lo reportado en la Tabla 4 para

distintos colorantes, en los que también se observa una mayor interaccion con la fructosa.

Sin embargo, existen algunas diferencias relevantes entre los reportados en este trabajo y los
reportados por Minami, en la Tabla 4 se muestran las constantes de asociacion las cuales se
determinaron Unicamente mediante espectroscopia UV-Vis, mientras que en el presente
trabajo se emplearon tanto espectroscopia de absorcion como de fluorescencia, lo que
permitié una evaluacion mas completa del comportamiento de los sistemas. Asimismo, el
estudio reportado en la Tabla 4 analiza diferentes colorantes indicadores, mientras que en este
trabajo se utilizé especificamente el rojo de alizarina y se incluyd ademas el analisis de un
acido diborénico (ABDB). En el caso del rojo de alizarina, la literatura reporta un valor de

constante de asociacion con fructosa de aproximadamente K, = 560 = 71 M, 2

En los sistemas estudiados experimentalmente también se observa una mayor afinidad hacia
la fructosa. Por ejemplo, para el sistema AFFB-ARS determinado por UV-Vis se obtuvieron
valores de K, =293 M para fructosa. Al comparar los sistemas monoboronicos AFFB-ARS
y AYFB-ARS, se observa que el cambio del sustituyente en posicion “para” (F o I) no
produce variaciones significativas en las constantes de asociacion, ya que los valores se
mantienen en el mismo orden de magnitud. Esto sugiere que la interaccion con los sacaridos
depende principalmente de la formacion del éster boronico y de la disponibilidad de los

grupos cis-diol, mas que de los efectos electronicos del sustituyente.

Es importante considerar que en el estudio reportado en la literatura la constante de
asociacion para el sistema acido 3-nitrofenilboronico (3-NPBA)-rojo de alizarina (ARS) es
aproximadamente K, = 2.1x10° M, ©? mientras que en el presente trabajo se obtuvieron
valores mayores para la formacion del complejo 4cido borénico—ARS, del orden de 4.4x10?
M por UV-Vis y 5.3x10° M™" por fluorescencia (sistema AFFB-ARS). Esta diferencia puede

influir en los valores observados para la interaccion boronato—sacarido; en el estudio
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reportado, la menor estabilidad del complejo acido bordnico—colorante podria favorecer la
disociacion del colorante durante el proceso de desplazamiento, facilitando la formacion del
complejo acido borénico—sacérido y dando lugar a constantes de asociacion mas altas para
los sacaridos. En contraste, en el presente trabajo la mayor estabilidad del complejo acido
bordnico—colorante podria dificultar este proceso de desplazamiento, lo que se reflejaria en

valores menores de las constantes de asociacion para la interaccion con los sacaridos.
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10.4 Analisis de reactividad del boronato AFFB-ARS con sacarosa.

Diversos estudios han reportado bajas constantes de asociacion en los sistemas de interaccion
entre acidos boronicos y disacaridos como la sacarosa, lo cual se atribuye a la baja
accesibilidad estérica de los grupos hidroxilo en su estructura molecular. ®'*? En particular,
la sacarosa presenta un enlace glucosidico entre glucosa y fructosa, lo que limita la
disponibilidad de los grupos cis-diol para llevar a cabo la reaccion de condensacion y la
formacion del éster de boro. Esta caracteristica estructural esta directamente ligada a que los
valores de las constantes de asociacion se vean significativamente afectadas, en comparacion
con azucares como la fructosa o la galactosa en donde se ha reportado un mayor valor la
constante de asociacién derivado a una mayor disposicion de los grupos hidroxilo en su

estructura molecular.

Con el proposito de verificar experimentalmente la afinidad del sistema boronato—sacarosa
en este proyecto, se prepard una solucion de sacarosa a 0.7 M. Se prepar6é también una
solucion del boronato AFFB-ARS, manteniendo una relacion molar 14:1
(sacarosa:boronato). El medio de reaccion se ajustdé a un pH de 7.4 y tras la adicion de cada
alicuota de sacarosa se agité durante 5 minutos, a continuacion, se procedido a medir por
espectroscopia de absorcion registrando un desplazamiento batocrémico e hipocromico de

486 nm a 510 nm (banda de alizarina libre).
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Figura 61. Espectro de UV-Vis para la titulacion entre el boronato AFFB-ARS con

sacarosa en solucion amortiguadora de fosfatos a un pH de 7.4.

Al obtener los desplazamientos de la banda de absorcion registrada en 486 nm tras la adicion
de 490 equivalentes de sacarosa, se procedid a calcular la constante de asociacion con
supramolecular.org, obteniendo un valor de la constante de asociacion para este sistema de

1.34 M! con un error relativo de + 0.44%.
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Figura 62. Calculo de K ¢,ciqcisn €mpleando el método de optimizacion Nelder-Mead
mediante Bindfit en un modelo de interaccion 1:1 para la interaccion AFFB-ARS con

sacarosa. (1
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10.5 Analisis de selectividad del boronato AFFB-ARS con diferentes

sacaridos.

Debido a que los experimentos para el calculo de 1a K5 ¢iqcisn mOstraron una mayor afinidad
del sistema por fructosa, se plante6 un experimento de selectividad por competencia para
estudiar la interaccion del boronato AFFB-ARS con los demas sacaridos. Para ello, se
prepar6 una solucion del boronato con un equivalente de rojo de alizarina y un equivalente
de AFFB (Boronato B), que se us6 como referencia. A partir de esta solucion se afiadieron
los sacaridos fructosa (Fru), glucosa (Glu) y galactosa (Gal), de forma individual y en mezcla,
manteniendo constante la concentracion total de dioles en cada condicion. Los sacaridos se
dosificaron desde soluciones preparadas a 1 M en solucion amortiguadora de fosfatos a pH
7.4, y los cambios en la absortividad del sistema se estudiaron mediante espectroscopia de

absorcion (UV-Vis).

En presencia de glucosa (B+Glu), la variacion de sefial fue menor, concordando con una
interaccion poco favorecida. Con galactosa (B+Gal), la respuesta aumentd ligeramente
respecto a la glucosa, aunque permanecié por debajo de la inducida por la interaccion con

fructosa. En contraste, la fructosa (B+F) produjo el mayor incremento de sefal.

En las mezclas se mantuvo el mismo patron de competencia; en B+Glu+Gal la sefal quedo
en el intervalo bajo—medio, en B+F+Glu y B+F+QGal la respuesta estuvo dominada por la
fructosa, en B+F+Glu+Gal la sefial resulto practicamente equivalente a la de fructosa sola.
En conjunto, estos resultados confirman que el sistema AFFB-ARS exhibe una selectividad
marcada por fructosa, que se conserva aun en presencia simultanea de glucosa y galactosa en

el medio.
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m
-+G_f;ﬂ |B+F+Glu+Gal|

B+Glu+Gal

Absorbancia 510 nm (u.a.)

Figura 63. Experimento de selectividad por competencia entre el sistema boronato AFFB-
ARS (B) (510 nm) frente a glucosa (Glu), galactosa (Gal), fructosa (F) y sus mezclas en

solucidn.

El estudio de este complejo permite analizar la interaccion entre el acido borénico y el
colorante, asi como su influencia en el comportamiento del sistema frente a diferentes
sacaridos. La obtencion y caracterizacion del boronato AFFB-ARS aportan informacion
relevante sobre la formacion del complejo y sus propiedades, las cuales son fundamentales
para entender el mecanismo de deteccion basado en el desplazamiento del colorante. A
continuacion, se presentan los resultados correspondientes a la sintesis y caracterizacion de

este sistema.
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10.6 Sintesis del compuesto AFFB-ARS

El compuesto AFFB-ARS se sintetizd mediante la reaccion del rojo de alizarina (0.03 g,
8.76 x 107° mol) con un exceso de AFFB (0.0368 g, 2.62 X 10~* mol). La reaccion se
llevo a cabo en un reactor Monowave 50, bajo condiciones controladas de temperatura
(120 °C) durante 10 minutos. Como medio de reaccion se utilizoé una solucion amortiguadora

ajustando el pH a 7.4 mediante la adicion de NaOH.

Una vez finalizada la reaccion, el disolvente fue evaporado con la ayuda del rotavapor,
obteniéndose un so6lido color naranja 0.0534 g. El producto mostr6é alta solubilidad en
disolventes organicos como MeOH, cloroformo y acetona. Asimismo, presentd buena
solubilidad en agua, mientras que no fue soluble en diclorometano. Este tltimo disolvente se
empled para extraer el acido bordnico en exceso proveniente de los reactivos iniciales. Este
ultimo disolvente se empled para extraer el acido boronico en exceso, proveniente de los
reactivos iniciales. El punto de fusion del compuesto obtenido fue mayor a 345 °C y el

rendimiento fue del 83%.

F
0 OH Monowave 50 HO
. \
OH 10 min
O‘O — :
R soNa H20PH 74
HO OH I SOsNa

+2(H,0)

Esquema 18. Estrategia sintética para la obtencion del compuesto AFFB-Alizarina.
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10.7 Analisis de interaccion de AFFB-ARS por espectroscopia de infrarrojo

El andlisis por espectroscopia de infrarrojo para la formacion del compuesto AFFB-ARS
evidencidé cambios significativos en las sefiales correspondientes a los grupos funcionales

relacionados con la interaccionados para la formacion del boronato.

En 2025 se reportd por Brandan un estudio relacionado a las vibraciones caracteristicas de
rojo de alizarina mediante simulaciones por funcionales de la densidad B3LYP/6-311++G y
.y d . 1 (62) E 1 d. -b .7
su comparacion con datos experimentales. n el estudio se reporta una vibracién
especifica que es altamente importante para su analisis posterior en la interaccion propuesta
con el acido boronico mediante la formacion del éster de boro, esta vibracion es la

correspondientes al grupo y C-O (twisting) (Esquema 19).

O OH
v C-0
OH
I l SO;Na
O

Esquema 19. Vibracion reportada por Brandan para rojo de alizarina, y C-O (twisting).

Esta vibracion fue observada en el espectro obtenido experimentalmente para el rojo de
alizarina en 1328 c¢cm’!, lo que ayudé a poder monitorear y observar cambios en el

desplazamiento cuando se lleva a cabo la interaccion con el acido 4-flurofenilborénico.
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Tabla 9. Valores de IR correspondientes a vibraciones caracteristicas para rojo de alizarina

reportadas por Brandan y observadas en este trabajo.

Vibraciones reportadas = Vibraciones reportadas en
por Brandan (cm) 62 este trabajo (cm™)

vy C-O 1321 1328

Por otro lado, en 2013 se reportaron sefiales especificas para el AFFB por Proniewicz, ¢*

estas sefiales involucran una alta importancia para el estudio de la interaccion de los grupos
diol con el 4cido boronico, las cuales corresponden a sefiales relacionadas con el a&tomo de
boro como la vibracién B-C reportada de 1082-1103 cm y la vibracion por desdoblamiento

fuera del plano (out of plane) B-Ox reportada 590-613 cm™.

Tabla 10. Valores de IR correspondientes a vibraciones caracteristicas para AFFB

reportadas por Proniewicz y observadas en este trabajo. (%

Vibraciones reportadas = Vibraciones reportadas en

por Proniewicz (cm™) 63 este trabajo (cm™)
oop B-O2 631-590 631
B-O 1103-1082 1093

Estos estudios previamente reportados sirvieron para observar los cambios en los
desplazamientos de las sefiales observadas experimentalmente y compararlas tras la

formacion del boronato AFFB-ARS.

En el espectro IR del boronato se observaron cambios claros respecto a las bandas de las
materias primas, confirmando la formacion del anillo boronato heterociclico. En el acido
boronico libre, la banda asociada al enlace B—C se encontraba en 1048 cm™'; sin embargo, en
el boronato esta sefal aparecid desplazada hacia 1093 cm™'. De manera similar, la vibracion
de desdoblamiento fuera del plano del grupo B—O:, que en el dcido bordnico se observaba en

631 cm™, se desplaz6 a 595 cm™ en el producto.
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En el caso del rojo de alizarina, las vibraciones C—O que originalmente se registraban en

1257 em™ se desplazan a 1190 cm™ en el boronato. Asimismo, la banda de vibracion tipo

twisting y(C—-0), que en la alizarina libre se observaba en 1328 cm™, se desplaz6 a 1267 cm™!

tras la formacion del complejo. Estos desplazamientos en las bandas C-O y B—O: son

consistentes con la interaccion del diol y el acido boronico y la consecuente formacion del

boronato heterociclico

%T
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HO\
50- (e} o—B-

2
SO3Na
(0]

3500 3000

¥
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2500

-2
o]
=]
1190.34
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¥
0
595.67

2000 1500

cm-1

Figura 64. Espectros de IR para los compuestos a) AFFB, b) ARS, y c) AFFB-ARS.
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Tabla 11. Valores obtenidos experimentalmente para el AFFB, ARS y el boronato AFFB-

Grupos Acido 4- Rojo de Boronato
observados fluorofenilborodnico alizarina (cm™)
(cm™) (cm™)
B-C 1093 1048
B-0O; 631 595
C-O0 1257 1190
vy C-O 1328 1267

En la Tabla 10 se comparan las sefiales observadas para los compuestos AFFB, ARS y el

boronato obtenido, en donde se observan cambios significativos para los grupos funcionales

involucrados en la formacién del compuesto acido AFFB-ARS.
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10.8 Analisis de la interaccion AFFB-ARS por RMN de 'H

Con la finalidad de evidenciar la formacion del boronato heterociclico AFFB-ARS en
solucion, se llevéd a cabo la elucidacion por medio de espectroscopia de RMN de 'H. El
espectro del boronato AFFB-ARS presenta cinco sefiales correspondientes a los protones
aromaticos etiquetados como H-1, H-2, H-3, H-4 y H-5. En comparacién con los compuestos
de partida, se observa que las sefiales se desplazan a diferentes frecuencias después de la

formacion del boronato.

Los protones correspondientes a la parte del &cido AFFB mostraron desplazamientos a menor
frecuencia; especificamente, para el H-1 se observo un cambio en el desplazamiento de 6=
7.82 ppm con multiplicidad de dd a 7.42 ppm conservado la multiplicidad; de manera similar,
para el protén H-2 también se observo un cambio en el desplazamiento de 6= 7.14 ppm a
6.88 ppm con multiplicidad dd. La diferencia observada en el cambio de los desplazamientos
quimicos para H-1 y H-2 se atribuye a un mayor efecto de deslocalizacion electronica cuando

se forma el éster de boro provocando una mayor proteccion.

En la region correspondiente al sistema antraquinona del rojo de alizarina también se
observaron cambios en los desplazamientos quimicos tras la formacién del boronato. El
protoén H-3, que aparece como sefial simple (s), mostrd un ligero desplazamiento de 6 = 7.87
ppm a 6 = 7.89 ppm, es decir, hacia mayor frecuencia. Este comportamiento puede atribuirse
a su mayor proximidad al sitio de interaccion con el acido bordnico. La cercania de H-3 al
centro de interaccion favorece una ligera disminucion de la densidad electronica en su
entorno inmediato, lo que se traduce en un menor apantallamiento y, por tanto, en un
desplazamiento a mayor frecuencia este cambio no es tan pronunciado, probablemente
debido a la influencia de la deslocalizacion electronica del sistema antraquinona, la cual
modula el entorno electronico del proton y atentia el efecto esperado. Por su parte, los
protones H-4 y H-5, que se observan como sefiales multiples (m), y mostraron
desplazamientos hacia menor frecuencia después de la formacién del éster de boro. El protén
H-4 paso de 6 = 8.23 ppm a & = 8.12 ppm, mientras que H-5 se desplazd de 6 = 7.94 ppm a
0 ="7.77 ppm.
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Este comportamiento puede relacionarse con los cambios en la deslocalizacion electronica
del sistema antraquinona. La condensacion del grupo diol con el 4cido boronico modifica la
participacion de los &tomos de oxigeno en la conjugacion del anillo, alterando la distribucion
de densidad electronica a lo largo del sistema aromatico. Como consecuencia, en posiciones
mas alejadas del sitio de interaccion directa, como H-4 y H-5, se observa un ligero incremento
en la densidad electronica, lo que se traduce en mayor apantallamiento y en los
desplazamientos hacia menor frecuencia registrados experimentalmente. Ademas, las
integrales para este compuesto correlacionan para un sistema 1:2 respecto a la sefial simple s
de H-3 con los demas protones, evidenciando asi una interaccion de un equivalente de AFFB

con un equivalente de ARS (Figura 65).
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H para el boronato AFFB-ARS (500 MHz, DMSO-dg).
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales observadas para la formacion

del boronato AFFB-ARS y las materias primas.

Desplazamiento en RMN de 'H (ppm)

Compuesto
H-1 dd H-2 dd H-3 s H-4 m H-5m
Boronato 7.42 6.88 7.89 8.12 7.77
AFFB 7.82 7.14
ARS 7.87 8.23 7.94

En la figura 66 se muestra la comparacién de los espectros de RMN de 'H correspondientes
a ARS (a), AFFB (c) y al boronato AFFB-ARS (b) los cuales se obtuvieron utilizando
DMSO-ds como disolvente. En el espectro del compuesto AFFB-ARS se aprecia la
desaparicion de las sefiales correspondientes a los grupos —OH involucrados en la reaccion,
lo que constituye evidencia de la formacion del boronato. La ausencia de estas sefiales indica
que los protones del diol del rojo de alizarina y del grupo —B(OH). del acido bordnico

participaron en el proceso de esterificacion, dando lugar al heterociclo esperado.
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a) 5|, P 7.94 ppm
5\ ;’ ﬂ 3 'OJNE J‘
\I I
) VR | U ', k,.. ,,,,,,, R
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,4\ J ¢
(] | \ |
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! r il
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Figura 66. Comparacion de espectros de RMN de 'H correspondientes a a) ARS, b) AFFB-
ARS, y ¢) AFFB en DMSO-ds (500 MHz).
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11. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron y estudiaron sensores moleculares para la deteccion de
sacaridos en medio acuoso, generados mediante la condensacion reversible entre 4cidos
boronicos y el colorante rojo de alizarina. Se logro6 la formacion de los boronatos a partir de
la reaccion de los acidos 4-fluorofenilboronico, 4-yodofenilbordnico y 1,4-bencendiboronico
con rojo de alizarina en solucion acuosa. La formacion del complejo AFFB-ARS fue
confirmada mediante técnicas espectroscopicas como RMN e IR, mientras que los demas

sistemas fueron evaluados principalmente a través de espectroscopia UV-Vis y fluorescencia.

Los boronatos obtenidos fueron evaluados como sensores de sacéridos (fructosa, glucosa y
galactosa) mediante espectroscopia UV-Vis, observandose cambios en las propiedades
opticas asociados a la interaccion entre el grupo bordnico y los compuestos que contienen
grupos diol. El estudio de las propiedades fotofisicas permitié establecer una correlacion
entre la naturaleza de los sustituyentes presentes en los acidos borodnicos y la respuesta

espectroscopica del sistema.

Asimismo, mediante estudios de titulacion por espectroscopia UV-Vis y fluorescencia se
determinaron las constantes de asociacion para los sistemas acido boronico—colorante y
boronato—sacarido, lo que permiti6 evaluar la afinidad de interaccion con los diferentes
monosacaridos. En conjunto, los resultados obtenidos muestran que los sistemas
desarrollados presentan comportamiento reversible en solucion acuosa y evidencian

selectividad en la deteccion de sacéridos, particularmente hacia la fructosa.
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12. PERSPECTIVAS

Los sistemas de deteccion por desplazamientos han sido ampliamente estudiados en Quimica
Supramolecular debido a que actian como indicadores para la interaccion de sistemas en
especifico, sin embargo, actualmente existen barreras que limitan su aplicacion como
sensores moleculares debido a que su naturaleza involucra reacciones de competencia y la
facilidad para poder observar un cambio en funcidn de la interaccion presentada en el sistema
sin la necesidad de utilizar equipos sofisticados para su analisis. Por otro lado, uno de los
analitos que cobran mayor importancia para el estudio de este tipo de sistemas en solucion
acuosa son los metales de transicion, los cuales podrian interactuar mediante reacciones por
competencia entre boronatos formados a partir de 4cidos bordnicos y rojo de alizarina para
favorecer la disociacion entre el éster de boro y formar enlaces de coordinacion entre los
grupos -OH del colorante cambiando sus propiedades dpticas para su analisis cualitativo y

cuantitativo como sistemas de deteccion molecular (Esquema 20).

Acido boro6nico

Enlace dinamico covalente Cambio de color

(Sensor)
Q— O+

Colorante

HOL _OH

B
R: / ;
F, H, L Cl, CHj

_MFH»

gt %@Ofiéf

Acido boronico

Encendimiento de fluorescencia

Esquema 20. Propuesta de mecanismo para la deteccion de metales a partir de acidos

bordnicos y rojo de alizarina mediante sistemas de deteccion por desplazamiento.
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