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Resumen

En este trabajo se estudio la fotorreduccion de aza y di-azafluorenonas en presencia de N-
Fenilglicina, NPG y N-Acetiltriptofano, NAT mediante la técnica de laser flash fotolisis.
Como primer paso para develar el posible mecanismo de fotorreduccion antes mencionado,
se monitoreo las fotolisis estacionarias de las aza y di-azaflureononas en presencia de NPG
y NAT, ademas de obtener los valores de los rendimientos cuanticos de fotoconsumo. Con
esta informacion fue posible concluir que la primera etapa del mecanismo de
fotorreduccion ocurre desde el estado triplete excitado de los compuestos heterociclicos
estudiados.

La segunda etapa corresponde a la transferencia de electron fotoinducida, que posibilita la
formacion de un anion radical o un par ion radical en contacto con caracter de triplete o un
exciplejo de transferencia de carga. Esto quedaba en evidencia gracias a los espectros de
absorcion transientes en presencia de aminas como DABCO y TPA que, junto con los
parametros cinéticos como las constantes de apagamientos, tiempos de vida y constantes de
formacion, permiten asignar y caracterizar los transientes antes mencionados.

Por ultimo, la siguiente etapa de la fotorreduccion es la generacion del radical hidrogenado
de la aza y di-azafluorenona, junto con una etapa de descarboxilacion de la NPG y NAT, lo
cual generaria un radical que posiblemente reaccione con el radical hidrogenado o con
moléculas de la aza y di-azafluorenona respectiva en estado basal. La asignacion del radical
hidrogenado fue posible gracias a los espectros en presencia de TEA, amina donante de H-

a.



Summary

In this work, the photoreduction of aza and diazafluorenones in presence of N-
Phenylglycine, NPG and N-Acetyltryptophan, NAT was studied using the laser flash
photolysis technique.

As a first step to reveal the aforementioned possible photoreduction mechanism, the steady-
state photolysis of aza and diazafluorenones in the presence of NPG and NAT was
monitored, in addition to obtaining the values of photoconsumption quantum yields, with
this information it was possible to conclude that the first step stage of photoreduction
occurs from the excited triplet state of the heterocyclic compounds studied.

The second stage corresponds to the photoinduced electron transfer, which enables the
formation of a radical anion or a triplet state radical ion pair in contact or a charge transfer
exciplex, this was evident thanks to the transient absorption spectra in presence of amines
such as DABCO and TPA, which together with kinetic parameters such as quenching
constants, lifetimes, formation constants allowed to assign and characterize the
aforementioned transients.

Finally, the next stage of photoreduction is the generation of the hydrogenated radical of
aza and diazafluorenones, together with a decarboxylation stage of NPG and NAT, which
would generate a radical that possibly reacts with the hydrogenated radical or with
molecules of the aza and diazafluorenone respective in the basal state, the allocation of the
hydrogenated radical was possible thanks to the spectra in the presence of TEA, H-a donor

amine.



1. Introduccion

La fotoquimica es conocida por ser la disciplina que estudia las transformaciones quimicas
producidas por la absorcion de luz. Esta ciencia se rige por dos leyes fundamentales, la
primera ley de la fotoquimica o ley de Grotthus-Draper (1818)' establece que solo la luz
que es absorbida por una sustancia es capaz de producir una reaccion fotoquimica y la
segunda ley de Stark-Einstein (1905)* o ley de Fotoequivalencia plantea que, en la etapa
inicial de un proceso fotoquimico, una molécula es activada por la absorcion de un cuanto o

de un fotén de luz.

Este concepto de foton se establecid a principios del siglo XX, gracias a los estudios de
Max Planck y Albert Einstein, quienes plantearon que la radiacion no puede ser absorbida
ni emitida de forma continua, sino en determinados momentos y en pequefias cantidades
denominadas cuantos de energia o fotones. Un foton es una particula elemental responsable
de las manifestaciones cuanticas del fendmeno electromagnético, ademas de ser la particula
portadora de todas las formas de radiacion electromagnética (rayos gamma, rayos x, UV,
luz visible, luz infrarroja, microondas y ondas de radio) y presenta propiedades tanto de
particula como de onda (dualidad onda-corptsculo). Al actuar como particula, el foton
interactia con la materia para transferir una cierta cantidad de energia que se calcula a
partir de la expresion E= c/A, donde ¢ es la velocidad de la luz y A la longitud de onda.

Dicha energia sera el motor que posibilite los diversos fendmenos fotoquimicos.



Una reaccion fotoquimica tiene lugar cuando una molécula en estado basal es irradiada con
luz de una frecuencia correspondiente a la diferencia de energia entre el estado basal y el
estado excitado, de forma que puede absorber un cuanto de energia luminica, lo cual
produce una transicion electronica que posibilita que la molécula pase a un estado de mayor
energia o estado excitado. Esta transicion electronica ocurrird desde un orbital molecular de
baja energia hacia un orbital de mayor energia, estos orbitales son denominados HOMO
(high occupied molecular orbital) y LUMO (low unoccupied molecular orbital). Por lo
tanto, los electrones en el orbital HOMO pueden ser promovidos de su orbital si recibe la
suficiente energia, yendo al siguiente orbital (en la escala de energia), el cual seria el orbital
LUMO. La transferencia de un electron desde el orbital HOMO hacia el orbital LUMO
ocurrira si la luz utilizada para excitar la molécula tiene un fotén con la misma energia que

la transicion HOMO-LUMO.

En la mayoria de los casos, los orbitales antes mencionados estdn asociados a una parte
especifica de la molécula como los grupos funcionales, los cuales absorben radiacion UV (A
>200 nm), que permite la transicion electronica desde un orbital molecular ¢, n o w hasta un
orbital molecular antienlazante, generando de esta manera un méaximo de absorcion en un

rango espectral de 200-700 nm. A estos grupos quimicos se les denomina cromoforos.
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1.1 Estados excitados

Cuando una molécula absorbe un foton produce un estado electronicamente excitado, el
cual se genera por la promocién de un electron desde un orbital ocupado de baja energia
hacia un orbital desocupado de mayor energia, de esta manera se forma una especie que

tiene al menos dos electrones desapareados en distintos orbitales.

hv
— > T —_—
Singlet ground Singlet excited Triplet excited
state state state

1 Ty
Figura 1: Esquema representativo de los estados singulete y triplete excitado.

Si la especie excitada tiene los electrones desapareados con spines antiparalelos, se tratara
de un estado singulete excitado y si los electrones desapareados tienen spines paralelos se
tratara de un estado triplete excitado (Figura 1), el cual se caracteriza por ser mas estable
energéticamente que el singulete debido a la repulsion electrostatica de los electrones con el
mismo spin, disminuyendo asi su energia.® Para regresar al estado basal se requiere un
cambio de spin electronico, por esta razon el estado triplete presentara tiempos de vida
mucho mas largos que el estado singulete, los cuales van desde los microsegundos para el

triplete (10s) y los nanosegundos para el singulete (10°s).

A través del diagrama de Jablonsky-Perrin *° (Figura 2) es posible representar graficamente
los procesos fisicos involucrados en la excitacion y desactivacion de los estados excitados.

Donde los procesos fisicos son aquellos en que se producen cambios en los estados
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cuanticos de las moléculas sin alterar la estructura quimica, con el fin de alcanzar estados
energéticos mas estables. Son transiciones energéticas en las que se producen

interconversiones entre estados excitados o un estado excitado y el estado basal.

En funcién de si durante la desactivacion se emite radiacion electromagnética, los procesos
fotofisicos se caracterizan a su vez en procesos radiativos (se produce emision de radiacion
electromagnética desde el estado excitado para regresar al estado basal) o no radiativos
( conversiones entre estados sin emision de radiacion electromagnética) y los procesos
fotoquimicos hacen referencia a las transformaciones quimicas que puede experimentar una
molécula desde su estado excitado para dar lugar a estructuras mas estables con una

configuracion distinta al de partida.

Ed excited singlet states
- | vibrational
S,? ¢ r energy
0 }) 1 levels
E T
. A | i N i .
X — excited
i IsC triplet state
S, bR (~10710., 1085) P SEe
(1] 3
T 0888 P T
T E & 5 o 0
o —
m"rabs I__ E E-
c So)yo=
6 o—¢ 3~
. 2 ¢F 3
s ‘O fFa 2
0
| e il

ground state

Figura 2: Diagrama de Jablonski-Perrin.

El proceso de excitacion de una molécula comienza con la absorcion de un foton de luz en
el estado basal (Sy) formando de esta manera el estado singulete excitado (S;) el cual puede
decaer térmicamente o puede ocurrir una desactivacion de forma radiativa conocida como
fluorescencia (F). Este proceso de absorcion de luz permitird poblar niveles vibracionales

distintos al basal, los cuales se pueden desactivar por relajacion vibracional si los niveles
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vibracionales estan dentro de un mismo estado electronico o por conversion interna (IC), si
ocurre entre estados vibracionales isoenergéticos de diferentes estados energéticos con la
misma multiplicidad. Otra posibilidad es la inversion de spin de un electron desapareado,
formandose el triplete excitado (T;) a través de un proceso conocido como cruce de
sistemas (ISC), que corresponde a una transicion isoenergética entre dos estados
electronicos de diferente multiplicidad. El triplete puede decaer de forma térmica o de
forma radiativa por fosforescencia (P), ademas existe la posibilidad que el triplete de menor
energia (T) continie absorbiendo energia alcanzando un nuevo triplete excitado de mayor
energia (T,). Tanto los estados singuletes y tripletes excitados pueden ser desactivados o
apagados mediante la accion de una molécula denominada apagador, volviendo al estado
basal o puede ocurrir una fotorreaccion entre ambas especies, generando un fotoproducto

estable.

1.2 Procesos Fotoinducidos

Como se menciond con anterioridad los estados electronicamente excitados pueden seguir
diversas rutas de desactivacion para volver al estado basal, ya sea de forma radiativa
(Fluorescencia, Fosforescencia) o de forma no radiativa (Cruce entre sistemas, Conversion
interna), pero también estas especies excitadas pueden ser desactivadas mediante
interacciones con otras moléculas presentes en el medio como puede ser una transferencia
de energia, transferencia de electron o proton, formacion de exciplejos o excimeros y por

procesos de quenching o desactivacion del estado excitado.

Transferencia de energia: Proceso fotofisico donde un estado electronicamente excitado
transfiere su energia a otra especie en estado basal, propiciando la generacion de un estado
excitado del aceptor de energia con la consiguiente desactivacion del dador de energia.
Cabe destacar que este proceso puede seguir distintos mecanismos dependiendo del tipo de
interaccion que exista entre el dador y el aceptor de energia, estas interacciones pueden ser

de tipo couldmbicas o puede ocurrir un solapamiento de orbitales intermoleculares.’
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Las interacciones couldombicas corresponden a interacciones dipolo-dipolo de largo alcance
(mecanismo de Forster) *¥, que dependen del solapamiento entre los espectros de absorcion
y emision del dador y aceptor, de la distancia entre dador y aceptor (distancias menores a
100 A) y que permiten la transferencia de energia entre fluoréforos, mientras que el
solapamiento de los orbitales intermoleculares corresponde a interacciones de corto alcance
que permiten la transferencia de energia desde un estado triplete hacia un aceptor (°D* + A
— D + *A") y desde un estado singulete hacia un aceptor ('D* + A — D + 'A"), como
también puede ocurrir un intercambio de electrones (mecanismo de Dexter)'’ entre un

dador y aceptor cuando la distancia entre ambas especies es menor a 10A.

Se pueden diferenciar dos tipos
e Intramolecular: Dador y aceptor de energia estan separados por un espaciador

e Intermolecular: Dador y aceptor de energia son moléculas distintas.

Los procesos de transferencia de energia intramolecular ocurren en una escala de tiempo
muy corta, en cambio los procesos intermoleculares ocurren en escalas de tiempo mas
largas lo cual posibilita su deteccion y cuantificacion a través de un ajuste lineal del tipo

Stern-Volmer (Ec 1).

Transferencia de carga: Proceso no radiativo que dependera de los potenciales de oxidacion
de la especie excitada y del apagador que actuara como donor o aceptor de electrones, esto
llevara a la generacion de un par ion radical el cual puede conducir a la generacion de otros

productos.

En el siguiente diagrama (Figura 3) se puede representar el proceso de transferencia de
carga entre un triplete excitado que actuara como aceptor de electrones y un apagador que
actuara como dador de electrones, generando un cation radical del dador y un anion radical
del aceptor de electrones. Estas especies pueden seguir otras rutas de reaccidon o regenerar

las especies de partida mediante una retrotransferencia de electrones.
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triplete
A3 Q A- Q+

Figura 3: Diagrama del fenomeno de transferencia de carga o de electrones entre un

triplete excitado y una molécula que actua como dador de electrones.

Transferencia de proton: Las propiedades de acidez o basicidad de una molécula que
absorbe luz difieren en el estado basal y en un estado electronicamente excitado. Por
ejemplo, un grupo hidroxilo en un compuesto aromatico, tendrd un aumento en su caracter
acido al excitar la molécula, siendo el pK,  mucho menor que el pK, de la molécula en el
estado basal, en la misma linea, el pK," de un grupo aceptor de protones como un nitrogeno

en un compuesto heterociclico serd mucho mayor que el pK, en el estado basal.’

Por ultimo, existe un proceso intermolecular denominado apagamiento de los estados
excitados o quenching (Figura 4). Este consiste en el decaimiento (disminucion del tiempo
de vida) del estado excitado debido a la colision con otra molécula denominada apagador,
este mecanismo de desactivacion puede ser quimico, en donde el apagador reacciona con el
estado excitado formando una especie distinta a la de partida o puede ser fisico, en donde el
apagador desactivara al estado excitado mediante transferencia de energia, transferencia de
carga o por desactivacion de atomo pesado (decaimiento acelerado del estado excitado por
la colision con una molécula ( por ejemplo de solvente) que contiene un atomo pesado en
su estructura (tercera fila o superior de la tabla periddica)). El mecanismo de quenching

esta descrito de forma general en el siguiente esquema.
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K

AY ———= A lifetime of A™ without Q: «; ~ 1/k;
K
Q+A" —= A lifetime of A" with Q =15

Figura 4: Esquema representativo del proceso de apagamiento de estados excitados o

quenching.

Donde el decaimiento de la especie excitada A* descrito por una constante K¢ serda en
ausencia de apagador y el decaimiento en presencia de un apagador Q descrito por la
constante K,. La cinética de este proceso estard descrita por la ecuacion de Stern-Volmer

(Ec1)

l=l+kq[QJ (1)

T T,

Donde t y 71 son los tiempos de vida en presencia y ausencia del apagador y corresponden

al inverso de las constantes de decaimiento respectivas.

Esta expresion permitira obtener las constantes de apagamiento o desactivacion de las
especies excitadas, calculando el valor de la pendiente de un grafico del inverso del tiempo

de vida del estado excitado en presencia de apagador vs concentracion del apagador.
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1.3 Caracterizacion de estados excitados

Los estados excitados pueden ser caracterizados mediante técnicas espectroscopicas de
emision. Registrando los espectros de emision en estado estacionario de fluorescencia y
fosforescencia es posible obtener informacion correspondiente a su energia, rendimientos
cuanticos, presencia de excimeros (dimero de tiempo de vida corto que se forma por la
colision entre una molécula en estado excitado y una molécula idéntica en estado basal) y
exciplejos (complejo excitado formado por la colision entre una molécula en estado
excitado que actia como dador o aceptor de electrones con una molécula distinta en estado

basal).

Por otra parte es posible caracterizar los estados excitados utilizando una técnica de
absorcion de transientes conocida como laser flash fotolisis, esta metodologia permite
realizar estudios cualitativos y cuantitativos de estados excitados e intermediarios con
tiempos de vida de hasta 107'*s en procesos fotoquimicos, para ello se irradia el sistema a
estudiar con un pulso de luz de alta intensidad y corta duracion, generando de esta manera
una gran concentracion de intermediarios en un tiempo muy corto a partir de
concentraciones bajas de precursor, para luego seguir su variacion en el tiempo usando
algin método de deteccion adecuado, como espectrofotometria. En el caso de la
caracterizacion del estado excitado singulete, es necesario hacer uso de un ldser con
resolucion temporal en la escala de femtosegundos. Mientras que para caracterizar el estado
triplete basta con utilizar un laser con resolucion temporal de los nanosegundos, aunque
debido a la presencia de diversas especies transientes que se solapan espectralmente, no

siempre es facil realizar asignaciones inequivocas.

Para realizar una correcta identificacion del estado triplete, existen varias técnicas basadas
en la transferencia de energia intermolecular, entre ellas destacan la desactivacion con
oxigeno, O, o la desactivacion con beta caroteno, BC. Para el primer caso, el oxigeno es
capaz de interaccionar con el estado triplete excitado de una molécula por transferencia de
energia (Ec 2), disminuyendo el tiempo de vida del estado excitado e incluso impidiendo su

deteccion, esto se debe a que el oxigeno molecular presenta una distribucion electronica de
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triplete en su estado basal, por lo cual reaccionara eficientemente con los estados excitados
que presentan multiplicidad de spin de triplete. Cabe mencionar que el estado singulete
también puede interactuar con el oxigeno molecular mediante una transferencia de energia,
sin embargo, el proceso dependera directamente con el tiempo de vida del singulete, si es
demasiado corto puede volver al estado basal o cruzar al estado triplete, antes que ocurra
una colisién con moléculas de oxigeno molecular. Ambos casos descritos con anterioridad
corresponden a procesos de fotosensibilizacion de Tipo II," en donde se genera oxigeno
molecular singulete, esta especie es el estado excitado de menor energia del oxigeno
molecular y cumple un rol importantisimo en dareas de la foto-oxidacion, terapia

fotodinamica de cancer (PDT) y tratamientos de purificacion de aguas.'

‘M* 430, - M+ '0, )

Para el segundo caso, el beta caroteno presenta un maximo de absorcion triplete-triplete en
los 520 nm muy caracteristico," pero debido a que su rendimiento cuantico de cruce de
sistemas (®r=0,001) es practicamente nulo, la inica forma de que pueda alcanzar el estado
triplete *BC" es mediante la transferencia de energia intermolecular desde una molécula en

estado triplete con energia superior (Ec 3).

‘M* + BC— M +°BC 3)
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1.4 Azafluorenonas

Las aza y diazafluorenonas han recibido una considerable atencién en las ultimas décadas
debido a sus numerosas aplicaciones farmacoldgicas y tecnoldgicas.'*'® En general se ha
reportado que los derivados de azafluorenonas poseen actividad para inhibir la aldosa
reductasa,'” inhibicion de la trombina 'y son usados en diodos organicos de emision de luz
(OLED)." Por su parte los derivados de diazafluorenonas son utilizados como compuestos

transportadores de electrones, son buenos candidatos para pantallas planas y mas.”?'

1,8-Diazafluorenona 4,5-Diazafluorenona

a) )]

4-Azafluorenona

1,4-BenzoDiazafluorenona
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Figura 5: Compuestos heterociclicos a estudiar: a) 1,8-diazafluorenona; b) 4,5-

diazafluorenona; c) 1,4-benzodiazafluorenona y d) 4-azafluorenona.

Por ejemplo, la 1,8-diazafluorenona (figura 5, compuesto a) es utilizada en quimica forense
para la revelar huellas dactilares en materiales porosos, debido a que este compuesto
reacciona con algunos aminoacidos.'*** El uso de metanol aumenta la eficiencia de la
deteccion de huellas dactilares, debido a la formacion de un hemicetal con la 1,8-DAF ,esta
especie es mucho mas reactiva y, por tanto, mas sensible a los residuos de aminodcidos
como L-alanina.” El producto de reaccion (Figura 6) es de color rojo y presenta maximos
de absorcion entre los 450 nm y 560 nm, al irradiar dentro de ese rango de longitudes de

onda, el compuesto es fuertemente fluorescente y emite a los 572 nm.*
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Figura 6: Reaccion entre 1,8-DAF y L-alanina.

Algunos de los derivados del compuesto c¢) de la figura 5, han sido probados como
inhibidores de la a-glucosidasa para el tratamiento de las diabetes tipo II,"” mientras que
otros derivados muestran una excelente actividad inhibitoria de la topoisomerasa I y I1.%

Como otros compuestos heterociclicos que contienen un atomo de nitrogeno en su
estructura, las azafluorenonas han sido identificadas como productos naturales de diferentes
especies de plantas y su actividad biologica ha sido estudiada.’**® Una de la mas
importantes son las Oniquinas, las cuales poseen la base estructural del compuesto d) de la
figura 5. Sus derivados con sustituciones en el anillo aromatico muestran actividad
antimalérica, antimicrobiana, antifingica y anticancerigena.”>** Como también algunos de
sus derivados han sido mencionados como relajantes musculares con actividad
broncodilatadora para el tratamiento del asma.” Debido a la importancia bioldgica que
presentan los derivados de la 4-Azafluorenona se han propuesto diversos métodos de
sintesis estos ultimos afios, como por ejemplo, ciclaciones intramoleculares de Heck
(Figura 7) ,* ciclaciones intramoleculares de Friedel-Crafts,*’reacciones de Diels-Alders **

y reacciones de acoplamiento de Suzuki.”

OH R!
N R Pd(OAc), (3 mol%)
| — £
z . NaOAc (2.5 eq.
N” > Br O
R? DMF (3 mL)
100°C, 3 h
53-95%,

Figura 7: Sintesis de derivados de 4-Azafluorenona mediante ciclacién intramolecular de

Heck.

1.5 Caracteristicas fotoquimicas y fotofisicas

Respecto a la fotofisica de las azafluorenonas y diazafluorenonas hay reportes que indican

que los rendimientos cuéanticos de fluorescencia bordean los 107 en solventes polares y son
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mucho menores en solventes apolares y los rendimientos cuanticos de triplete van desde 1 a
0,1 en solventes no polares y polares.*** Estos altos rendimientos de triplete permitirian el
estudio de la aza (4-Aza) y las diazafluorenonas (1,8-DAF, 4,5-DAF y 1,4-BenzoDAF) por

absorcion triplete-triplete.

Sobre la fotoquimica del estado triplete de estos compuestos no existe mucha literatura al
respecto, solo cabe mencionar los trabajos realizados por el grupo de investigacion de
J.C.Netto Ferreira en el afio 2009 y 2015,**” quienes estudiaron la fotorreduccion de los
estados tripletes excitados de los compuestos 4,5-diazafluorenona y 1,4-
benzodiazafluorenona usando acetonitrilo como solvente, en presencia de donores de
electrones como DABCO, TEA y como donores de protones 2-propanol, 1,4-
ciclohexadieno, fenol y derivados de fenol. Para realizar estos estudios utilizaron la técnica
de laser flash fotolisis con un laser Nd-Yag con el generador del tercer armonico a 355 nm,
pudiendo identificar los estados excitados generados y los transientes generados en la foto
reaccion como son el estado triplete de las azafluorenonas estudiadas, los aniones radicales
y los radicales cetilos, ademds de reportar valores para los rendimientos cuanticos de
triplete de 0,28 y 0,41 para la 1,4-diazafluorenona y 4,5-diazafluorenona respectivamente,

con energias de triplete que estan entre las 50 y 55 kcal/mol.**

Todas las aza y diazafluorenonas de este estudio tienen cierta similitud estructural con
compuestos previamente estudiados,”™' como son las quinoxalin-2-onas y las
oxoisoaporfinas, las cuales poseen un grupo carbonilo conjugado con un grupo imino en
una estructura rigida y planar. En ambos casos la fotorreduccion de los estados tripletes
excitados con aminas ocurre a través un mecanismo (Figura 8) que sigue la siguiente
secuencia de eventos: 1) generacion del aniodn radical del compuesto debido a la abstraccion
de un electrén de la amina donora; 2) transferencia de un protoén desde el cation radical de
la amina hacia el 4&tomo de nitrégeno u oxigeno del compuesto estudiado, generando de esta
manera un radical hidrogenado y por ultimo, para el caso de los derivados de 3-metil
quinoxalin-2-onas y 3-esteril quinoxalin-2-ona se report6 la formacion de un fotoproducto
de anulacion con los radicales descarboxilados de la NPG y un fotoproducto de adicion con

50,51

el radical descarboxilado de la NAT en una reaccion radicalaria en cadena y para el
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caso de las oxoisoaporfinas ocurre una segunda transferencia de electron desde la amina

donora, lo cual origina un fotoproducto metaestable, el cual revierte a la oxoisoaporfina

original en la oscuridad o bajo la admision de O,.***

3 Ho Ho .
R N.__O R N.__O +
| = + PhNHCH,COO —— | ST+ PANHCH,CO0!
P N/ | L N’?\
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Figura 8: Mecanismo de reaccion propuesto para la fotorreduccion de 3-

metilquinoxalinonas en presencia de NPG.”!

Esta secuencia de reacciones debiese ocurrir entre los N acetil aminoacidos y las aza y
diazafluorenonas permitiendo la caracterizacion espectroscopica y cinética de las especies
transientes. La N-Fenilglicina, NPG, puede ser utilizada como modelo de aminoacido

5

reductor, su cation radical, NPG", absorbe a los 460 nm ** y se descarboxila con una

velocidad de 10% s',%* generando el radical a-aminoalquil PhNHCH," el cual es

5051 ademas esta

identificable espectroscopicamente debido a su absorcion en 300-320 nm ,
rapida descarboxilacion evitaria la retrotransferencia de electron una vez generado el anion
radical de la azafluorenona, AF*, esto permitiria otras rutas de reaccidon para este radical.
Esta misma situacion se esperaria con N-Acetiltriptéfano, NAT, este N-acetil aminoacido
ha sido utilizado en estudios anteriores, en donde es posible observar un comportamiento
similar a lo visto en fotorreacciones con NPG, una vez generado el catién radical de la

NAT, NAT este se descarboxila y forma productos de adiciéon con la molécula en estudio,

ademas del dimero del cation radical de la NAT.>

El uso de estos N-acetil aminoacidos, NPG y NAT (Figura 9), como fotorreductores se
debe a que este conjunto de moléculas son el mejor modelo de residuos de aminoécidos en
proteinas, ya que el uso de los aminodcidos o sus esteres derivados estd excluido debido a
la reaccion que ocurre entre el a-NH del aminoacido y las azafluorenonas que generan

bases de Schiff, 422567
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Figura 9: N-acetil aminoacidos utilizados como fotorreductores: A) N-fenilglicina y B) N-

acetiltriptofano.

Las propiedades de las enzimas inhibidoras de varios de los derivados de aza y
diazafluorenonas muestran que la interaccion con residuos de aminodcidos que son
potencialmente reductores en proteinas puede tener interés desde el punto de vista de la
quimica medicinal. % Sin embargo, no hay literatura respecto de la quimica de los
radicales de estos compuestos. Por tanto, el siguiente trabajo experimental tendra como
finalidad caracterizar e identificar cinética y espectroscopicamente las especies transientes
generadas durante la fotorreaccion entre aza y diazafluorenonas y N acetil aminoacidos
como NPG y NAT. Para ello se compararan los espectros de absorcion transiente obtenidos
mediante la técnica de laser flash fotolisis, esta comparacion serd entre espectros realizados
en presencia de aminas cuyas propiedades quimicas permitan generar una especie transiente
en especifico, como son los aniones radicales y los radicales hidrogenados de las
azafluorenonas, y los espectros resultantes de la fotorreaccion entre los N-Acetil-

aminoacidos y los compuestos heterociclicos a estudiar.

Para identificar y caracterizar los aniones radicales es muy comun utilizar una amina no
donora de hidrogeno alfa como 1,4-Diazabiciclo[2,2,2]octano, mas conocido como

DABCO (Figura 10), la cual permite obtener los aniones radicales respectivos debido a la
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transferencia de electron desde DABCO hacia el estado triplete de la molécula en estudio.
El par ion radical obtenido revierte a los sustratos via retrotransferencia de electron. Otra
opcion muy viable es la utilizacion de Trifenilamina, TPA, la cual no presenta H-a, por
tanto, la fotorreaccion solo conducira a la formacion del anidn radical y el cation radical
respectivos (par ion radical). Ademads, hay reportes que sefialan que el cation radical de la
TPA, TPA absorbe en los 650 nm, ® por tanto, si las distribuciones espectrales estan lo
suficiente separadas es posible identificar el par ion radical generado por la transferencia de

electron entre TPA y el triplete excitado.

Para la identificacion del radical hidrogenado se utiliza una amina donora de H-a como es
la Trietilamina, TEA, el cation radical de la trietilamina presenta caracter acido (pK, =
5,7),% por tanto una vez generado el par ion radical debido a la transferencia de electron
desde la amina hacia un triplete excitado, serd posible la protonacion del anion radical
permitiendo la obtencion de un radical hidrogenado. Este protén puede localizarse tanto en
el atomo de nitrégeno de la azafluorenona, como se reportd para el caso de la

50,51

quinoxalinonas o en el atomo de oxigeno del grupo carbonilo de la azafluorenona,

formando un radical cetilo.**

/R\\N/\\

N
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Figura 10: Aminas utilizadas para generar los aniones radicales y radicales hidrogenados
de las aza y diazafluorenonas: A) 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano (DABCO); B)
Trifenilamina (TPA) y C) Trietilamina (TEA).

2. Hipotesis

Debido a la similitud estructural de las aza y diazafluorenonas con compuestos imino ceto
conjugados como las quinoxalin-2-onas y las oxoisoaporfinas, los cuales fotorreducian en
presencia de aminas y N-acetil aminoécidos siguiendo un mecanismo de transferencia de
electron-proton-electron, en donde se genera un par ion radical, seguido se forma un radical
hidrogenado y por Gltimo, puede ocurrir una segunda transferencia de electron o también la
adicion de algun radical generado durante la fotorreduccion, formado de esta manera un
fotoproducto estable. Por tanto, se espera que los compuestos a estudiar sigan un
mecanismo de fotorreduccion similar a lo visto para las quinoxalin-2-onas y las

oxoisoaporfinas, lo cual posibilitaria la caracterizacion de los transientes.

2.2 Objetivo general

Caracterizar e identificar cinética y espectroscopicamente las especies transientes generadas
en la fotorreduccion de compuestos heterociclicos denominados aza (4-Azafluorenona) y
diazafluorenonas (1,8-Diazafluorenona, 4,5-Diazafluorenona y 1,4-Benzodiazafluorenona)

con aminas y N-acetil triptofano y N-fenilglicina usando la técnica de laser flash fotolisis.

2.3 Objetivos especificos

1. Identificar los tripletes excitados.
2. Identificar los aniones radicales de estas especies en presencia de 1,4-biazabiciclo
[2,2,2] octano, TPA y trietilamina.

3. Identificar los intermediarios transientes en presencia de NPG y NAT.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Reactivos

Acetonitrilo (Merck) grado HPLC y se utiliz6 tal como fue recibido. La 4,5-azafluorenona
y la 1,4-benzodiazafluorenona (Aldrich) fueron recristalizadas en metanol antes de su uso,
la 1,8-diazafluorenona y la 4-azafluorenona (Sigma-Aldrich y Aldrich respectivamente)

fueron usadas tal como se recibieron.

La N-Fenilglicina (Aldrich, 97%) se recristalizo dos veces en agua antes de su uso, N-
Acetil triptéfano (Sigma-Aldrich, > 99%), Trifenilamina (Sigma-Aldrich, 98%),
Trietilamina (Sigma-Aldrich, >99,5%) y 1,4-Diazabiciclo [2,2,2]octano (Aldrich, 98%)
fueron usados tal como se recibieron. En todos los experimentos se usaron soluciones

frescas preparadas justo antes de usar.

3.2 Fotolisis Estacionaria

Las fotolisis estacionarias se realizaron en un espectrofotometro de arreglo de diodos UV-
visible 8453 Agilent que permite seguir la evolucion espectral durante la fotolisis. Para ello
se irradiaron soluciones de las azafluorenonas en presencia de NPG y NAT usando
acetonitrilo como solvente y se procuré que en toda las fotolisis hubiese un exceso de la

amina y que la absorbancia de los sustratos estuviese en un rango de absorbancia entre 0,7-

1.

Para la irradiacion se us6é un LED de diodo de 365 nm M365LP1 con una fuente de poder
DC4100 y controlador LED de cuatro canales DC4014 de Thorlabs.

3.3 Rendimientos cuanticos de fotoconsumo

Los rendimientos cuanticos de fotoconsumo de los sustratos en presencia de NPG y NAT
fueron medidos usando Aberchrome 540 como actinometro, utilizando el mismo equipo

descrito anteriormente.
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Para ello se irradiaron soluciones del sustrato en presencia de amina con distintas relaciones
molares entre ambos compuestos [Azafluorenona/Amina] procurando que la absorbancia de
las azafluorenonas estuviese entre 0.2-0.5 en las longitudes de onda monitoreadas y para
cuantificar el valor del rendimiento cuédntico de fotoconsumo se utiliz6 la siguiente

expresion (Ec 4).

dA
| IJ [ €365 @
pe— I (1_107\(365”)

o

Donde dA/dt es la velocidad inicial de consumo de los sustratos; €54 €s el coeficiente de
absortividad molar en 365 nm y I, es el flujo de fotones (Einstein s'), el cual depende de
la potencia del LED utilizado para irradiar los sustratos, este pardmetro fue previamente

calibrado usando Aberchrome 540 en las mismas condiciones antes expuestas.

3.4 Caracterizacion de los transientes
3.4.1 Laser flash fotolisis

El equipo de laser flash fotolisis esta provisto de un Q-Switched Nd: YAG laser con el
generador del segundo y tercer armoénico emitiendo a 355 nm y la potencia del laser fue
atenuada a aproximadamente 15mJ/pulso usando ldminas de vidrio. Las sefiales producidas
son capturadas por un fotomultiplicador Hamamatsu 928 en un osciloscopio Lecroy
WaveSurfer de 600 MHz. El software escrito en lenguaje grafico de National Instrument
LabViews 8.0 controla el laser, el monocromador y los shutters. Los datos obtenidos se

introducen en un programa, escrito en Igor Pro 6.3, para realizar su posterior tratamiento.

Se prepararon soluciones de 3ml de los sustratos en una celda de cuarzo, con una
absorbancia de 0.3-0.5 a la longitud de onda de excitacion del laser (355nm) y fueron
purgadas durante 20 minutos con Argén para eliminar el oxigeno del medio. Luego, se
agrega una alicuota de la amina pura o de una solucion de esta a través de un septa usando

una jeringa Hamilton para la obtencion y caracterizacion de los espectros de absorcion de
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los transientes y para la realizacion de los experimentos de apagamiento de los estados

excitados.

Alternativamente se utilizdo una celda de flujo, provista de una bomba peristéltica, que
permite renovar continuamente la muestra en la celda y posibilita la obtencion de los
espectros de absorcion transiente en presencia de los aminoacidos, NPG y NAT vy la

caracterizacion cinética de los aniones radicales con TPA.

Los espectros de absorcion de las especies transientes se obtuvieron barriendo desde los
300 nm hasta los 700 nm (limite instrumental), tomando la densidad optica (AOD) a un
tiempo determinado después del pulso de excitacion y graficando AOD vs A. De este modo

se puede seguir el curso de la reaccion en el orden de los microsegundos.

3.5 Desactivacion de los estados excitados

El tiempo de vida de los transientes, 1, se midi6 a distintas concentraciones de apagador, a
una longitud de onda predeterminada y de la pendiente de las gréaficas 1/t vs [Apagador] se

obtuvo la constante de apagamiento bimolecular (k).

1_1
;—T0+kql Q| (1)

Donde 1/1° es la constante de la velocidad de decaimiento del triplete en ausencia de

apagador; 1/ t es el inverso del tiempo de vida del triplete en presencia de diferentes

concentraciones de apagador [Q], y kyes la constante cinética bimolecular de desactivacion

0 apagamiento.
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4. Resultados y Discusion
4.1 Fotolisis estacionaria

La Azafluorenona (4-Aza) y las Diazafluorenonas (1,8-DAF, 4,5-DAF y 1,4-BenzoDAF)
estudiadas son fotoestables en soluciones aireadas con oxigeno molecular, sin embargo, en
soluciones saturadas con argon y en presencia de aminas como la NPG y NAT ocurre una
rapida fotorreaccion con cambios espectrales significativos. En gran parte de los casos se
observan puntos isobésticos durante las fotdlisis estacionarias que sugeririan la formacion
de un solo fotoproducto o una mezcla en una relacion molar constante.

La ausencia de fotoconsumo en soluciones saturadas con oxigeno sugiere la posibilidad de

que las fotorreacciones ocurran desde el estado triplete excitado de las azafluorenonas.

0,15

0,10

L

0,05

0,00 4 [ ]

Abs
i
[

T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

[NPG]/[Azafluorenona]

0,5 -

0,0

T
250 300

L) ]
350 400 450 500 550 600 650
Wavelength/nm

Figura 11: Fotolisis de 1,4-BenzoDAF 0.12 mM en presencia de NPG 0,34mM realizada

durante 60 minutos. El inserto muestra el efecto de la concentracion de [NPG] en el

rendimiento cuantico de fotoconsumo.
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En la mayoria de fotolisis estudiadas en presencia de NPG y NAT, solo es posible observar
un consumo de la Aza o Diazafluorenona estudiada, sin embargo, hay casos como el de la
1,4-BenzoDAF en presencia de NPG (Figura 11), en donde aparece una banda de absorcion
entre los 350 nm y 370 nm, un consumo en el maximo de 390 nm y un punto isobéstico en
los 380 nm. Esta situacion es similar a la ocurrido entre 4,5-DAF y NPG (Figura 12), en
donde existe un consumo casi total de la banda en 340 nm, la aparicion de una pequefia
banda en 450 nm y un punto isobéstico en 400 nm. En ambos casos posiblemente exista la

formacion de un fotoproducto estable generado durante la fotorreduccion.
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Figura 12: Fotolisis de 4,5-DAF 0,71 mM en presencia de NPG 2,3 mM realizada durante

60 minutos.
Los rendimientos cuanticos de fotoconsumo fueron obtenidos determinando las velocidades

iniciales de fotoconsumo, usando Aberchrome 540 como actindmetro.” Los valores

obtenidos se resumen en la tabla 1,
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Tabla 1: Rendimientos cuanticos de fotoconsumo, @,

] NPG NAT
1,8-DAF - 0,13
4,5-DAF 0,5 1

> -1
1,4-BenzoDAF 0.18 0,04

En el caso de la fotolisis entre 1,8-DAF y NPG, apenas comenzada la medicién, aparece
una banda de absorcion en los 430 nm, la cual interfiere en la obtencion de las velocidades
iniciales del consumo de 1,8-DAF en los 381 nm (maximo en donde se monitoreo la

fotolisis), por tanto, no fue posible obtener el rendimiento cuantico de fotoconsumo.

Para los demas casos, se observod una fuerte dependencia del fotoconsumo inicial con la
concentracion de NPG y NAT como se ve en el inserto de la figura 9, hasta llegar a un
plateau cuando la relaciéon molar entre DAF/ amina es mayor o igual a 10. Los valores de
rendimiento cuantico de fotoconsumo obtenidos y los cambios espectrales observados
durante las fotolisis estacionarias darian cuenta de una posible reaccion entre las DAF y
algiin radical generado de los N-acetil aminoéacidos. Los posibles intermediarios de estas
fotorreacciones se caracterizaran mediante laser flash fotolisis, sin embargo, los valores de
rendimiento cuantico de fotoconsumo mayores a 1, para las fotorreacciones de 4-AF y los
N-acetil aminoacido, pueden ser explicados mediante una reaccion radicalaria en cadena,
como se ha reportado en estudios anteriores y con estructuras quimicas similares, en donde,

los radicales generados de la NPG y NAT reaccionan con el sustrato en el estado basal.*
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4.2 Espectros de absorcion transiente
4.2.1 Absorcion triplete-triplete

Los espectros de absorcion triplete-triplete determinados en acetonitrilo como solvente
decaen con cinética de primer orden y con tiempos de vida de 10 a 15 ps, estos tiempos de
vida disminuyen considerablemente al admitir oxigeno molecular al sistema. Ademas,
existe transferencia de energia entre los tripletes de las DAF y B-caroteno, esto se refleja en
la generacion de la banda en los 520 nm caracteristica del triplete excitado del B-caroteno,

lo cual implicaria la transferencia de energia entre las especies antes mencionadas.

Estos resultados permiten asignar inequivocamente los espectros de absorcion triplete-

triplete observados en la Figura 13, *DAF*,
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Figura 13: Espectros de absorcion transiente para 4,5-Diazafluorenona, 1A; 1,8-

Diazafluorenona, 1B; 4-Azafluorenona, 1C y 1,4-Benzodiazafluorenona, 1D.
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4.2.2 Desactivacion de los estados tripletes excitados

Tabla 2: Constantes de apagamiento de *DAF* por diversas aminas en acetonitrilo

- o

6,57+021 7,05+022 16,0+0,98 8,14+0,31 6,28+0,21
1,28+0,04 325+0,09 14,0+082 4,57+0,16 3,07+0,22
228+0,06 1,87+0,08 589+0,17 3,93+0,12 1,28+0,02
426+034 503+0,19 1,49+061 637+0,26 6,09+0,23

Para todas las azafluorenonas estudiadas se observdé un comportamiento del tipo Stern-

Volmer en donde los tiempos de vida de los tripletes excitados disminuyen a medida que

aumenta la concentracion de amina.

Estas constantes pueden ser atribuidas a la transferencia de electron fotoinducida desde la
amina hacia el estado triplete de azafluorenona, *DAF*, aunque no se puede descartar el
apagamiento del estado excitado por una transferencia de hidrogeno desde las aminas

donoras de H-a como TEA, NPG y NAT. Estos valores son proximos al limite difusional.

No se observa dependencia entre el valor de la constante de apagamiento y el potencial
redox de las aminas (0.84, 0.89 y 1,23 V vs electrodo normal de hidrégeno para DABCO™,
NPG,” y NAT ®) y la 1,8-DAF presenta los valores mas altos de constante de apagamiento

lo cual tendria relacidon con su capacidad oxidante.
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4.2.3 Generacion de los aniones radicales con DABCO y TPA

Para la generacion de los aniones radicales se utilizaron aminas no donoras de H-a como

son DABCO y Trifenilamina (TPA).
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Figura 14: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 1,8-DAF en
ausencia de amina. Inserto grafico de Stern-Volmer para el apagamiento de la 1,8-DAF en
presencia de DABCO. Panel B) Espectro de absorcion transiente de la 1,8-DAF en
presencia de DABCO 1.28mM
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Como se observa en la figura 14, en presencia de una concentracion 1,28 mM de DABCO
ocurre un cambio espectral considerable en los 550 nm, este fendmeno ocurre con todas la
azafluorenonas estudiadas, lo cual indicaria que la banda de absorcion observada a dicha
longitud de onda, puede ser asignada a la generacion del anion radical de la azafluorenona,
DAF* debido a la transferencia fotoinducida de un electron desde DABCO hacia el estado
triplete excitado de la azafluorenona (Ec 5) y decae de forma monoexponencial con tiempo
de vida de 10 ps, ademads es posible observar una pequefio hombro a una longitud de onda
de 450 nm, cuya absorcién corresponde a la formacion del cation radical de DABCO,

DABCO™.%

SDAF* + DABCO — DAF" + DABCO"  (ker) (5)

Un comportamiento similar se observa en la fotorreaccion de las azafluorenonas con TPA,
en donde se genera una banda de absorciéon en los 550 nm y otra en los 650 nm. En el caso
de 4-AF y TPA visto en la figura 15, la banda de absorcién en 550 nm se atribuye a la
formacion del anion radical 4-AF* y la banda de absorcion a una longitud de onda de 650
nm corresponde al cation radical de la Trifenilamina, TPA** ,* el aumento de la absorcion
en la banda entre los 320 y 350 nm, puede deberse a la dimerizacion del cation radical de la
TPA o a la reacciéon entre TPA*" y TPA en estado basal, * por tanto, los resultados

espectrales de esta fotorreaccion permiten estudiar el par ion radical generado por la

transferencia de electron entre la amina y la azafluorenona.
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Figura 15: Panel A) Contiene el espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 4-
AF en ausencia de TPA Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de TPA

0,4mM.

Como es posible observar las bandas de absorcion atribuibles al anion radical de la
azafluorenona (550 nm) y el catién radical de la TPA (650 nm), se pueden estimar las
constantes de formacion de ambas especies transientes a distintas concentraciones de TPA,
En la figura 16 es posible observar la dependencia de las trazas cinéticas de formacion del
anion radical de la 4,5-DAF en 550 nm con la concentracion de TPA, a partir de estas
trazas cinéticas es posible obtener los tiempos de vida de formacion del transiente haciendo
un ajuste monoexponencial y mediante un grafico del inverso del tiempo de vida vs la
concentracion de TPA, es posible obtener las constantes de formacion, las cuales se

resumen en la tabla 3.
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Figura 16: Trazas cinéticas de formacion del anion radical de 4,5-DAF en funcion de la

concentracion de TPA. Inserto grafico del inverso del tiempo de vida vs concentracion de

TPA.

Tabla 3: Constantes de formacion de las especies observadas en 550 nm y 650 nm a

distintas concentraciones de TPA.

1.8 +£0.06 1.57 +0.06
1.26 +0.03 1.17 £ 0.03
1.37+0.04 1.37 +0.06

39



En el caso de la 1,8-DAF, los valores obtenidos para las constantes de formacion a
longitudes de onda de 550 nm y 650 nm, coinciden con la constante de apagamiento, esto
indicaria que la primera etapa de la fotorreaccion corresponde a una transferencia de

electron fotoinducida entre el estado triplete de la 1,8-DAF y la TPA (Ec 6).

Las especies generadas en 550 nm y 650 nm, anion radical de la azafluorenona y el cation
radical de la TPA respectivamente, decaen de forma monoexponencial y con tiempos de
vida similares que van disminuyendo a medida que aumenta la concentracion de amina, lo
cual implicaria que el par ion radical generado esta en contacto y decae dentro de la caja del

solvente. (Ec 7)

’1.8-DAF* + TPA — °[1.8-DAF" eee TPA*]  (kgr) (6)

3[1.8-DAF" eee TPA*] — 1,8-DAF + TPA (7)

Este comportamiento también se observa en el caso de la 4,5-DAF y la 4-AF, en donde
ambas especies decaen en paralelo y de manera monoexponencial dando cuenta de un par
ion radical en contacto y que decae en la caja del solvente. Esta situacion observada para
las tres DAF estudiadas puede atribuirse a la capacidad de ciertas aminas aromaticas a
formar exciplejos,” ™ lo cual posibilitaria la interaccion entre el par ion radical y su

consecuente decaimiento en paralelo.

Para la 1.4-BenzoDAF no fue posible estimar la constante de formacion en 550 nm debido

a la superposicion espectral de mas una especie transiente.
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4.2.4 Reaccion con TEA

Se realizo el estudio de la fotorreaccion de estas azafluorenonas con TEA, esta tltima es
una amina donora de H-a, por tanto, seria posible observar el anion radical y el radical

hidrogenado de la azafluorenona.

Los espectros de absorcion de los transientes obtenidos a distintas concentraciones de
amina para la 1,4-BenzoDAF se muestran en la figura 17. En el panel A se puede observar
el triplete excitado de la diazafluorenona respectiva, mientras que en los paneles siguientes
es posible distinguir un comportamiento similar a lo observado en presencia de DABCO y
TPA, en donde a una longitud de onda de 550 nm aproximadamente, absorbe el anion
radical de la 1,4-BenzoDAF, 1,4-BenzoDAF*", pero ademas es posible asignar una segunda
banda en 420 nm que podria atribuirse a la formacion del radical hidrogenado de la
diazafluorenona, DAFHe generado posiblemente por la desprotonacion del cation radical
de la TEA, esta especie transiente presenta caracter acido (pK, = 5,7),* 1o cual permitiria la
transferencia de proton desde el cation radical de la TEA, TEA®" hacia el anion radical de la

diazafluorenona, DAF*".
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Figura 17: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 1,4-BenzoDAF
en ausencia de TEA. Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de TEA
0,4mM Panel C) Espectro de absorcion transiente en presencia de TEA 0,99mM y Panel D)

Espectro de absorcion transiente en presencia de TEA 2.10mM.

Un comportamiento similar se observa con las otras azafluorenonas estudiadas, en la region

de 550-580 nm se observa la absorcion del anion radical de la respectiva azafluorenona,

DAF* originada por la transferencia fotoinducida de un electron y alrededor de los 420 nm

es posible ver otro cambio espectral que puede ser atribuido a la generacion del radical
hidrogenado, DAFHe, originado por la transferencia de un protéon un H-a del cation radical

de la TEA, TEA® hacia el anion radical de la azafluorenona (Ec 8).

‘[DAF*” eee TEA*] — DAFHe + TEA-He ®)
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Figura 18: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 4,5-DAF en
ausencia de amina. Panel B) Espectro de absorcidn transiente en presencia de DABCO 0.75
mM Panel C) Espectro de absorcion transiente en presencia de TPA 0.38 mM y Panel D)

Espectro de absorcion transiente en presencia de TEA 2.32 mM.

A modo de resumen, en la figura 18, es posible observar los cambios espectrales generados
al agregar aminas como DABCO, TPA y TEA, a partir de estos resultados es posible
concluir que el anion radical DAF* absorbe en la zona de 550-580 nm, especie generada
por la transferencia de electron desde las aminas al triplete excitado y es posible asignar el
radical hidrogenado en los 420 nm debido a la transferencia de un proton del cation radical
de la TEA, TEA® hacia el anidn radical DAF® , estas conclusiones son importantes, pues
permitiran entender mejor los espectros de absorcion transiente obtenidos en presencia de

los N-acetil aminodacidos y realizar las asignaciones correspondientes.
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4.2.5 Reaccion con N-Fenilglicina, NPG.

La reaccion entre la 1.8-DAF y NPG es el caso en donde se pueden observar todas especies
transientes esperadas, el triplete excitado (Panel A), el anion radical de la azafluorenona
(520 nm) y el radical hidrogenado de la azafluorenona (420 nm) como se observa en la

figura 19.
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Figura 19: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 1.8-DAF en
ausencia de NPG. Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0.15 mM
Panel C) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0.49 mM y Panel D)

Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0.85 mM
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En la figura 19 se pueden distinguir cambios espectrales similares a lo visto con TEA, sin
embargo, en este caso particular se puede establecer que al inicio de la reaccion se genera
una especie que absorbe alrededor de los 520 nm y a medida que avanza la fotorreaccion se
observa una segunda especie (40 pus después del disparo del laser) que absorbe en los 420
nm, mientras que la especie que absorbe en los 520 nm se va consumiendo, esto se
confirma al analizar los tiempos de vida de formacion de la especie en 420 nm y los
tiempos de decaimiento de la banda en 520 nm, los cuales coinciden y son del orden de los

40 ps.

La especie observada en 520 nm se forma con una constante de velocidad igual a 7x10° M-
's, este valor coincide con lo obtenido para la desactivacion del estado triplete, lo cual
indicaria que esa especie excitada observada a dicha longitud de onda puede ser atribuida a
la formacion del anidn radical de la azafluorenona 1.8-DAF® (Ec 9), ademas posiblemente
exista contribucion de otra especie transiente de la NPG generada en la fotorreduccion,
como es el cation radical de la NPG, el cual absorbe entre los 440 y 480 nm.>*>* La
absorcion de la especie que se observa en los 420 nm, la cual crece a medida que se
consume la especie monitoreada en 520 nm, puede ser asignada al radical hidrogenado de
la azafluorenona 1.8-DAFH" (Ec 11), el cual se forma con una constante de velocidad igual

a 1,35x10°M's™.

El radical PANHCH,e, el cual se genera por la descarboxilacion del cation radical de la
NPG, NPG™ que absorbe en los 320 nm,” no puede ser observado con facilidad en los
espectros, debido a la banda de absorcion que ya presenta el espectro de triplete excitado
en esa zona, sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de NPG, las trazas
cinéticas en los 320 nm exhiben una dependencia con este cambio de concentracion,
indicando la presencia de una especie distinta al triplete y que posiblemente corresponda al
radical PANHCH,* (Ec 10), el cual podria reaccionar con el radical hidrogenado de la

azafluorenona para generar un fotoproducto estable (Ec 12).

3].8-DAF* + NPG — [1.8-DAF]™ + NPG* (9)
NPG*™ — PhNHCH,' + CO, + H* (10)
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[1.8-DAF] "+ H"— 1.8-DAFH" (11)

1.8-DAFH* + PhNHCH,® — Productos (12)

Para la reaccion entre la 4,5-DAF y NPG, el tinico cambio espectral observado ocurre en la
region de los 420 nm como se ve en la figura 20, lo cual indicaria la generacion del radical
hidrogenado cuyo tiempo de vida de formacion es de 2 ps y decae monoexponencialmente
con tiempos de vida de 70 ps. En la figura 21, se pueden observar las trazas cinéticas a la
longitud de onda antes mencionada, la dependencia entre la concentracion de NPG y la
formacion de una especie a dicha longitud de onda, permite asignarla dicha especie al

radical hidrogenado de la 4,5-DAF, 4,5-DAFH".
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Figura 20: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 4.5-DAF en
ausencia de NPG. Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0.14 mM

y Panel C) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0.51 mM.

La traza cinética obtenida a 320 nm decae biexponencialmente con tiempos de vida de 6 pus
y 36 ps, indicando la posible presencia de otra especie transiente distinta al triplete, ademas
a concentraciones altas de NPG se observa una pequefia traza cinética de formacion con un
tiempo de 1 ps aproximadamente, asignable a la presencia del radical PANHCH,* en esta
zona (Ec 14), el cual posiblemente pueda reaccionar con el radical hidrogenado como se ha

visto en otros estudios realizados con este aminoacido.>*""°
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Figura 21: Panel A) y Panel B) Trazas cinéticas de 4.5-DAF a 320 nm y 420 nm en
presencia de NPG 0, 0.055, 0.201, 0.365 y 0,625 mM (negro, celeste, rojo, verde y azul

respectivamente).

Sin embargo, no es posible observar la banda caracteristica del anion radical (con absorcion
en los 550 nm aproximadamente), por tanto, posiblemente se genere el radical hidrogenado
por una transferencia de hidrogeno directa desde la NPG hacia el estado triplete de la

azafluorenona.
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Este comportamiento se replica en el caso de la reaccion entre NPG y la 1,4-BenzoDAF,
figura 20, en donde se observa una banda de absorcion entre 350 nm y 500 nm, la cual
decae de forma biexponencial con tiempos de vida del orden de los 2 us y 50 us, sefialando
la presencia de al menos dos especies transientes que absorben en esta zona, siendo una de
estas el radical hidrogenado de la azafluorenona y donde no es posible asignar la banda

correspondiente a la generacion del anion radical de la 1,4-BenzoDAF.
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Figura 22: Panel A) Espectro de absorcion transiente de 1,4-BenzoDAF en ausencia de

amina y Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 0,4 mM.
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La resultados obtenidos para estas dos azafluorenonas, que no permiten detectar la banda
correspondiente al anion radical de la azafluorenona, podrian explicarse mediante la
formacion de un par ion radical en contacto o un exciplejo de trasferencia de carga con
caracter de triplete (Ec 13) ,” esto se corrobora al analizar los tiempos de vida de los
transientes generados en presencia de NPG, los cuales viven mucho mas que el triplete (6
us en ausencia de amina, 70 us en presencia de NPG en el caso de la 4,5-DAF), por tanto,
este par ion radical o exciplejo, se protonaria rapidamente generando el radical hidrogenado

(Ec 15) que es detectable y observable en los espectros de absorcion transiente obtenidos.

34.5-DAF* + NPG — °[4.5-DAF" eee NPG"*]/°[4,5-DAF" eee NPG’'] (13)
NPG"™ — PhNHCH,' + CO, + H" (14)

3[4.5-DAF" eee NPG"]/[4,5-DAF®> eee NPG*"] — 4.5-DAFH’ (15)

Para la reaccion entre 4-AF y NPG no se observan cambios espectrales (Figura 23) que
puedan ser asignados a la formacion del anidon radical o del radical hidrogenado de la
azafluorenona, pero si es posible ver una pequeia banda en los 360 nm, la cual se forma a
tiempos cortos y decae de forma biexponencial con una fuerte dependencia con la
concentracion de NPG, ademas se observa un aumento en la absorcion en la banda en 320
nm, lo cual indicaria la presencia del radical descarboxilado de la NPG, PhNHCH,* tal

como se ha explicado en los casos anteriores.

El hecho de no poder detectar los transientes correspondientes al anion radical y el radical
hidrogenado puede deberse a una desactivacion del estado triplete de la 4-AF por otras vias,
como la generacion de un excimero de la azafluorenona o a la generacion de una especie
distinta a las ya mencionadas, la evidencia experimental exhibe la presencia del radical
PhNHCHo,e, el cual puede interactuar con la azafluorenona en estado basal o en estado
triplete, posibilitando la formacién de una nueva especie con absorcion en la zona de los

360 nm y que depende de la concentracion de NPG.
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Figura 23: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de 4-AF en ausencia

de NPG y Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NPG 2 mM.
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4.2.6 Reaccion con N-Acetiltriptofano, NAT

Para la fotorreaccion de la 1.8-DAF con NAT se observa un comportamiento similar al
descrito con NPG, los resultados mostrados en la figura 24 permiten concluir que a una
longitud de onda de 500 nm se observa una especie generada a tiempos cortos que puede
ser asignada al anion radical de la azafluorenona [1.8-DAF]™ (Ec 16), en esa misma region
es posible que ademéas absorba el radical desprotonado del NAT, [NAT-H]® , El cation
radical de la NAT, NAT™ debiese presentar un pK, similar al reportado para el triptéfano
(4.3),” por tanto, es muy probable que ceda un protéon que luego interactiie con el anion
radical de la azafluorenona [1.8-DAF]™ , la presencia de estas especies se confirma con la
traza cinética a 500 nm, la cual decae de forma biexponencial con tiempos de vida del
orden de los 40 us y 7 ps, lo cual indicaria la presencia de al menos dos especies que
absorben en esa zona, siendo uno de ellos el ya mencionado anion radical, el cual se forma
con una constante de velocidad similar a la constante de apagamiento y la otra especie
corresponderia al radical desprotonado de la NAT, [NAT-H]" (Ec 17), el cual absorbe en

los 510 nm.*
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Figura 24: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de la 1.8-DAF en
ausencia de NAT. Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NAT 0.44 mM

y Panel C) Espectro de absorcion transiente en presencia de NAT 1.78 mM.

Entre 420 nm y 450 nm se observa otro cambio espectral a tiempos largos, el cual de
acuerdo al analisis de los experimentos realizados con aminas, puede ser atribuido al radical
hidrogenado de la azafluorenona 1.8-DAFH® (Ec 18), el cual decac de forma
monoexponencial con tiempos de vida de 20 us y se genera de forma muy rapida con
tiempo de vida de 1us, ademas las trazas cinéticas a esa longitud de onda presentan

dependencia con la concentracion de NAT, lo cual indicaria que existe interaccion entre

algin H-a del NAT y el anion radical de la 1,8-DAF.
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Por ultimo, en 320 nm es posible observar que a medida que aumenta la concentracion de
NAT, habria contribucion de alguna especie distinta a las ya mencionadas, esta
posiblemente corresponda al radical descarboxilado de NAT, [NAT-CO;]* (Ec 19), el cual
puede reaccionar con el radical hidrogenado de la 1,8-DAF, 1.8-DAFH" o con 1,8-DAF en

estado basal para formar un fotoproducto estable (Ec 20).

’1.8-DAF* + NAT — [1.8-DAF]* + NAT" (16)
NAT™ — [NAT-H]" + H" (17)
[1.8-DAF] "+ NAT"™ — 1.8-DAFH" + [NAT-H]* (18)
NAT™ — [NAT-CO,]" + CO,+H" (19)
1.8-DAFH® + [NAT-CO,]" — Productos (20)

El comportamiento observado corresponde con la reaccion entre NAT y 4,5-DAF, en la
figura 25 podemos ver que aproximadamente en 500 nm y 420 nm hay bandas de absorcion
de especies generadas durante la fotorreduccion, las cuales corresponderian al anion
radical, 4.5-DAF* ( Ec 21) y al radical hidrogenado 4,5-DAFH" ( Ec 23) respectivamente,
en el caso de la banda en 500 nm, esta decae de manera biexponencial con tiempos de 1 pus
y 20 ps, por tanto al igual que lo observado con la 1.8-DAF se puede establecer la presencia
de al menos dos especies transientes donde una de ellas seria el anion radical y otra el
radical NAT desprotonado, [NAT-H]*. El aumento en la absorcion de la banda en 330 nm
puede ser atribuida al radical descarboxilado de la NAT, [NAT-CO:]* ( Ec 22) o a la
dimerizacion de este N-acetil aminoacido, por tanto, al igual que el caso anterior existe la
posibilidad de una reaccion de adicion entre el radical hidrogenado de la diazafluorenona,

4,5-DAF* y el radical descarboxilado de la NAT, [NAT-CO.]" (Ec 25).
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34.5-DAF* + NAT — [4.5-DAF]™ + NAT" (21

NAT™ — [NAT-H]" + H" (22)
[4.5-DAF] "+ NAT"™ — 4.5-DAFH" + [NAT-H]* (23)
NAT™ — [NAT-CO,]" + CO,+H" (24)
4.5-DAFH"* + [NAT-CO,]* — Productos (25)
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Figura 25: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de 4.5-DAF en
ausencia de NAT y Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NAT 0.81

mM.
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Para la fotorreaccion entre 1,4-BenzoDAF y NAT, ocurre una situacion distinta a la
observada en los casos anteriores. En el espectro de absorcion transiente (Figura 26) en
presencia de este N-acetil aminoacido se observa una banda ancha entre los 370 y 480 nm,
con maximos en 420 y 460 nm, los cuales decaen biexponencialmente con tiempos de vida
similares del orden de los 2 pus y 35 us, esto indicaria que la especie que absorbe en esta
zona del espectro corresponde al radical hidrogenado de la diazafluorenona estudiada,

ademas no es posible observar la banda caracteristica del anion radical en los 550 nm.
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Figura 26: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete de 1,4-BenzoDAF en
ausencia de NAT y Panel B) Espectro de absorcion transiente en presencia de NAT 0.79

mM.
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Por ultimo, en la fotorreaccion de 4-AF y NAT es posible observar un comportamiento
similar a lo visto con 4,5-DAF y el N-acetil aminodcido antes mencionado, en el espectro
de la figura 27 podemos ver bandas generadas a tiempos cortos en 500 nm y 430 nm, que
pueden ser atribuidas al anidon radical y al radical hidrogenado respectivamente, sin
embargo, las especies observadas a dichas longitudes de onda decaen de forma
biexponencial con tiempos de vida similares, por tanto, ambas bandas corresponderian a la

misma especie.

En la zona de los 310-350 nm se observa un aumento en la absorcion, lo cual puede ser

atribuido a la formacion del radical descarboxilado de la NAT, [NAT-CO,]"(Ec 27) o ala

dimerizacion del NAT,
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Figura 27: Panel A) Espectro de absorcion transiente triplete-triplete en ausencia de amina

y Panel B) Espectro de absorcidn transiente en presencia de NAT 2 mM.

Los tiempos de vida determinados en las bandas de 430 nm y 500 nm son del orden de los 3
usy 22 ps, lo cual indicaria una situacion similar a lo descrito en la fotorreaccion entre 1,4-
BenzoDAF y NAT, en donde no es posible la deteccion del anion radical (550 nm), pero es
posible asignar el radical hidrogenado 4-AFH®, por tanto, las azafluorenonas antes
mencionadas fotorreducen en presencia de NAT posiblemente mediante un mecanismo en
donde se forme un par ion radical en contacto o un exciplejo de trasferencia de carga con
caracter de triplete (Ec 26), luego ocurra una rapida protonacion del atomo de Nitrogeno u
Oxigeno de las DAF (Ec 28), ademéas posiblemente ocurra una reaccion de adicion entre

algun radical del NAT y DAF en estado basal o con el radical hidrogenado 4-AFH" (Ec 29)

34-AF* + NAT — *[4-AF" eee NAT"']/°[4-AF° eee NAT"'] (26)
NAT* — [NAT-CO,]* + CO, + H* 27)

[4-AF" eee NAT ] [4-AF" eee NAT*] —> 4-AFH (28)
4-AFH® + [NAT-CO,]" — Productos (29)
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Con los resultados obtenidos es posible plantear dos posibles mecanismos de
fotorreduccion de las DAF en presencia de NPG y NAT, en algunos casos como por
ejemplo el de la 1,8-DAF en presencia de ambos N-acetil aminoacidos, la fotorreaccion
sigue la siguiente secuencia de reacciones: a) excitacion de la DAF para la generacion del
triplete excitado de la DAF, b) formacion del anion radical de la DAF y el cation radical
respectivo de la amina (par ion radical separado por solvente), ¢) descarboxilacion del N-
acetil aminoacido para dar lugar a un radical que posiblemente interactiie con la DAF en
estado excitado o en estado basal y d) protonacion del anion radical para dar forma al

radical hidrogenado de la DAF.

DAF + hv — 'DAF* — *DAF* a)
DAF* + NPG — DAF ™ + NPG™ b)
NPG"™ — PhNHCH,' + CO, + H* ©)
DAF ™+ H'— DAFH’ d)

El otro posible mecanismo comienza con a) la generacion del triplete excitado b) formacion
de un par ion radical en contacto con caracter de triplete o un exciplejo de transferencia de
carga con caracter de triplete ¢) descarboxilacion del N-acetil aminoacido y d) rapida

protonacion con formacion del radical hidrogenado.

DAF + hv — 'DAF* — *DAF* a)
DAF* + NAT — 3[DAF" eee NAT"'|°[DAF®> eee NAT*] b)
NAT* — [NAT-CO,]’ + CO, + H" D)

SIDAF* eee NAT | [DAF® eee NAT*'] - DAFH’ d)
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5. Conclusiones

La evidencia experimental obtenida permite establecer las siguientes conclusiones al

trabajo realizado.

Fue posible identificar y caracterizar los estados tripletes excitados de las aza y
diazafluorenonas estudiadas, obteniendo sus tiempos de vida y las constantes de
apagamientos bimoleculares en presencia de diversas aminas.

Fue posible identificar y caracterizar los aniones radicales y radicales hidrogenados
de las aza y diazafluorenonas en presencia de DABCO, TPA y TEA, atribuyendo
las absorciones observadas en los espectros a las respectivas especies transientes
antes mencionadas.

Se pudo establecer dos posibles mecanismos de fotorreduccion de la aza y
diazafluorenonas en presencia de NPG y NAT, dependientes de la estructura de la
aza o diazafluorenona analizada, por ejemplo, la 1,8-DAF fotorreduce en presencia
de los N acetil aminoacidos utilizados mediante la siguiente secuencia de eventos:
formacion de un par ion radical debido a la transferencia de carga, separacion
difusional del par ion radical, generacion del radical hidrogenado debido a la
protonacion del anion radical, en cambio, la 1,4-BenzoDAF fotorreduce siguiendo
otro posible mecanismo: generacioén de un par ion radical en contacto o exciplejo de
transferencia de carga con caricter de triplete y la consiguiente protonacion desde el

cation radical hacia el anidn radical para formar el radical hidrogenado.
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