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OBJETIVOS

General

Obtener una biblioteca combinatoria de 16 materiales fluorescentes mediante el anclaje
covalente de dos bicromoforos de pireno, (tthalpy)Hs y (tthalmpy)Hs, a resinas
Merrifield y Wang funcionalizadas con espaciadores de tipo alquildiamina y evaluar sus

propiedades de deteccion de Pb?*, Cd?* y Hg?" en agua.

Particulares

e Modificar las resinas Merrifield y Wang con diferentes espaciadores de tipo
alquildiamina (1,2-diaminoetano, 1,4-diaminobutano, 1,6-diaminohexano y 1,8-
diaminooctano) y caracterizarlas por espectroscopia de infrarrojo, Raman y

fluorescencia.

e Inmovilizar a los quimiosensores (tthalpy)Hs y (tthalmpy)Hs en las resinas
modificadas y caracterizar los materiales obtenidos por espectroscopia de infrarrojo

y fluorescencia.

e Evaluar la capacidad de los materiales finales de actuar como sensores fluorescentes
de Pb?*, Cd?*y Hg?* en agua.

Xi



RESUMEN

En el presente trabajo se obtuvo una biblioteca quimica de 16 materiales fluorescentes,
[1(m,w)(a-d)(x,y)], mediante el anclaje covalente de dos bicromdforos de pireno,
(tthalpy)Hs, (1py, X) y (tthalmpy)Has, (Impy, y), a resinas poliméricas Merrifield (1m) y
Wang (1w) modificadas con diferentes espaciadores de tipo alquildiamina: 1,2-
diaminoetano (a), 1,4-diaminobutano (b), 1,6-diaminohexano (c) y 1,8-diaminooctano
(d). Se llevé a cabo la caracterizacion de los materiales en cada una de las etapas de sintesis
por diferentes técnicas espectroscopicas (infrarrojo, Raman y fluorescencia). Se encontro6
que los espectros de fluorescencia de la mayoria de los materiales muestran una banda
ancha, bien definida, localizada entre 400 y 500 nm, caracteristica de excimeros de pireno.
Los materiales derivados de la resina Wang mostraron intensidades de emision mas altas
que los derivados de la resina de Merrifield, lo que se atribuy6 a una mayor
funcionalizacion de los sitios activos con los quimiosensores fluorescentes. Se estudio el
efecto del pH sobre la intensidad de emision de los materiales. Se encontraron perfiles de
Ir vs pH similares a los reportados para los quimiosensores 1py y 1mpy libres en solucion
acuosa, los cuales al variar el pH cambian su estado de protonacion y su conformacion.
Esto indica que los quimiosensores conservan sus propiedades acido-base y su flexibilidad
después del anclaje en las resinas. Se estudiaron las propiedades de deteccion de Pb?*,
Cd** y Hg?* en agua de los materiales [1(m,w)(a-d)(x,y)]. Dentro del conjunto de
materiales, las resinas 1w(a-c)x se distinguieron por responder de forma selectiva a Pb?*
con un aumento en la intensidad de emision. Mas importante adn, la resina 1wax mantuvo
la respuesta de encendido de la fluorescencia por coordinacion a Pb?* incluso en presencia
de Hg?* y Cd?*. Para el sistema 1wax-Pb, se determinaron el limite de deteccion y el
porcentaje de sorcion en 29.6 uM y 80.3%, respectivamente. La resina lwax muestra una
alta estabilidad y capacidad de regeneracion hasta en diez ciclos repetidos sorcion-
desorcion de Pb?*. Estos resultados indican el potencial de aplicacion de la resina 1wax
como un sensor fluorescente selectivo para Pb?* y como un material eficaz para la

separacion de trazas de iones metalicos en agua contaminada por metales pesados.
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ABSTRACT

In the present work a chemical library of 16 fluorescent materials was obtained,
[1(m,w)(a-d)(x,y)], by covalent anchoring of two pyrene bichromophores (tthalpy)Ha,
(1py, x) and (tthalmpy)Ha, (Impy, y), to Merrifield (1m) and Wang (1w) resins modified
with different spacers of the alkyldiamine type: 1,2-diaminoethane (a), 1,4-diaminobutane
(b), 1,6-diaminohexane (c) and 1,8-diaminooctane (d). The characterization of the
materials in each of the synthesis steps was carried out by different spectroscopic
techniques (infrared, Raman and fluorescence). It was found that the fluorescence spectra
of the most of the materials show a broad and well defined band, located between 400 and
500 nm, characteristic of pyrene excimers. The materials derived from the Wang resin
showed higher emission intensities than those derived from the Merrifield resin, which
was attributed to a greater functionalization of the active sites with the fluorescent
chemosensors. The effect of pH on the emission intensity of the materials was studied. It
was found that the profiles of Ir vs pH are similar to those reported for free 1py and 1mpy
chemosensors in aqueous solution, which change the protonation state and its
conformation when the pH varies. This indicates that the chemosensors retain their acid-
base properties and their flexibility after anchoring in the resins. The detection properties
of Pb?*, Cd?* and Hg?* in water of the materials [1(m,w)(a-d)(x, y)] were studied. The set
of final materials 1w(a-c)x were distinguished by selectively responding to Pb?* with an
increase in the emission intensity. More importantly, 1wax resin maintained the
fluorescence response toward Pb?* even in the presence of Hg?* and Cd?*. For 1wax-Pb
system, the detection limit and sorption percentage were determined in 29.6 uM and
80.3% respectively. The 1wax resin shows a high stability and regeneration capacity even
after 10 repeated cycles sorption-desorption of Pb2*. These results indicate the application
potential of the 1wax resin as a selective fluorescent sensor for Pb?* and as an effective

material for the separation of traces of metal ions in water contaminated by heavy metals.
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1. INTRODUCCION

Los cationes metalicos tienen un papel fundamental en los seres vivos. Algunos iones, como
sodio, potasio, calcio y magnesio, son importantes para procesos biologicos vitales como son la
contraccion muscular, la transmision de impulsos nerviosos, regulacion de la actividad celular,
entre otros. Existe un conjunto de metales que se encuentran dentro del grupo de los elementos
de transicion y que son esenciales para la vida, estos son: cobre, hierro y niquel. No obstante,
estos elementos se han definido como peligrosos debido a que su presencia por encima del nivel
normal produce severos efectos toxicos en los seres vivos. Por otro lado, iones tales como
plomo, mercurio y cadmio no tienen funcién bioldgica y son altamente toxicos para los
organismos, por lo que es necesario detectar oportunamente su presencia en el medio

ambiente. 123

En la actualidad, la exposicion a elementos metélicos se produce de forma especifica en la
actividad laboral, como ha sucedido a lo largo de la historia, pero ademas la poblacion general
entra en contacto con ellos a través del agua, los alimentos y el ambiente, donde su presencia se
ha incrementado por la intervencion de la actividad industrial sobre los ciclos hidrogeoldgicos.
S1En el estado de Sonora, México, la industria minera es una de las actividades econémicas
fundamentales y por ello existe un gran riesgo de que se presente este tipo de contaminacion
ambiental. Estudios recientes demuestran que existe una contaminacion considerable del Rio
San Pedro, que se encuentra dentro del area de la explotacion minera de cobre en Cananea,
Sonora. Se han detectado altas concentraciones de metales (Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb'y Zn) en las
aguas superficiales. Ademas se han detectado metales (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb 'y Zn) en
aguas residuales procedentes de la ciudad de Cananea, pero en concentraciones mas bajas a las
detectadas en el Rio San Pedro.l®! Otro caso de contaminacion por la actividad minera se
presenta en la ciudad de Nacozari de Garcia, Sonora, en la cual, se detectaron concentraciones
bajas de metales como Cr, Mn, Ni, Zn As, Se, Mo, Ba y Pb, asi como concentraciones altas de
Ag, Cuy Hg.l"]



La peligrosidad de los metales pesados reside en que no pueden ser degradados y tienden a
bioacumularse provocando efectos toxicos y carcinogénicos en humanos incluso en pequefas
concentraciones.® °1 Dentro de los metales pesados mas conocidos por su tendencia a causar
serios problemas medioambientales se encuentran el mercurio (Hg), el plomo (Pb), el cadmio
(Cd) y el talio (TI). En particular, los iones de plomo contaminan el medio ambiente y causan
serios problemas para la salud humana y la ecologia, ya que la mayoria de las 300 millones de
toneladas de este metal pesado extraido hasta la fecha siguen circulando en el suelo y las aguas

subterraneas.10-13

Por todo lo anteriormente expuesto, es clara la importancia de detectar metales tdxicos, ain
en concentraciones bajas, para evaluar riesgos a la salud y para el monitoreo ambiental.
Actualmente existen una gran cantidad de métodos analiticos con los cuales se puede llevar a
cabo la deteccion de cationes metalicos, entre los que se encuentran la fotometria de flama, la
espectroscopia de absorcion atomica, el analisis de activacion de neutrones, etc. Las desventajas
de estos métodos son que requieren de técnicas sofisticadas y que utilizan instrumentos muy
caros. Es por lo tanto de gran importancia el desarrollo de nuevas técnicas de deteccion de
metales con alta especificidad y sensibilidad, ademas de que sean rapidas, que permitan
mediciones en tiempo real y que requieran equipo de bajo costo.[4]

La fluorescencia es una técnica analitica que cumple con las caracteristicas necesarias para
ser aplicada en la deteccidn y cuantificacion de metales. La unidén de metales especificos a
receptores fluorescentes provoca cambios en los espectros de emision de la molécula, mismos
que pueden correlacionarse de forma cuantitativa con la concentracién de dichos analitos. A la
fecha, se han reportado una gran diversidad de sensores moleculares fluorescentes de metales
(quimiosensores fluorescentes), muchos de los cuales actian en agua y pueden ser aplicados en

medios biolégicos o medioambientales.® 152

Después de la sintesis de un quimiosensor, el siguiente paso hacia la fabricacion de un
dispositivo sensor es generalmente la incorporacion de la molécula a un soporte sélido

(inmovilizacion del sistema). Un gran nimero de materiales han sido utilizados como soporte



solido de quimiosensores, tales como resinas poliméricas, particulas de silice, superficies de
vidrio y oro, etc.?%2°! |a inmovilizacion de los receptores ofrece varias ventajas: 1) incrementa
la estabilidad del sistema, 2) permite la realizacion de lecturas continuas, con un menor consumo

de reactivo y 3) permite adecuar el sensor al medio en el que se van a realizar las mediciones.!?!]

En 2011, nuestro grupo de investigacion en quimica supramolecular (QS) del Departamento
de Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora (DIPM-UNISON)
reportd la sintesis de dos nuevos quimiosensores aciclicos biscromoforicos, derivados de TTHA,
funcionalizados con grupos pireno: (tthalpy)Ha (1py) y (tthalmpy)Hs (Impy) (Esquema 1).3%
Estos compuestos son solubles en agua y presentan una intensa emision de fluorescencia en
solucion con bandas caracteristicas tanto de pireno monomeérico (entre 375 y 395 nm) como de
excimeros de pireno (a 488 nm). Los espectros de fluorescencia de 1lpy y 1mpy son

dependientes del pH y sensibles a la presencia de cationes metalicos.

En un estudio reciente®! encontramos que los quimiosensores 1py y 1mpy en solucion
acuosa (pH 7.9, MOPS) responden a la presencia de metales tales como Cu?*, Ni?*, Zn?*, Mn?*,
Hg?*, Pb?" y Cd?* con cambios en las intensidades de emision de las bandas de monémero (Iv)
y de excimero (Ig). La mayoria de los iones estudiados actian como desactivadores de la emisién
de fluorescencia de los quimiosensores en todo el intervalo de longitudes de onda. Las
excepciones son Zn?*, que causa un cambio radiométrico en la fluorescencia en ambos
quimiosensores (disminucion de la intensidad del excimero y aumento de la emision de
mondmero) y Cd?*, que produce el mismo tipo de respuesta, pero solo en la fluorescencia de
1mpy. Este altimo resultado es de relevancia debido a que hay pocos sensores fluorescentes
radiométricos de Cd?* que acttian en medio acuoso, entre los cuales se encuentra un derivado de

EDTA-bisnaftaleno reportado previamente por nuestro grupo.?l
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Con el fin de optimizar la respuesta obtenida en solucion y desarrollar materiales
fluorescentes sensores de metales, en el presente trabajo se plantea inmovilizar a los
quimiosensores 1py y 1mpy en soportes solidos y estudiar su modo de respuesta hacia los
cationes metalicos altamente toxicos Hg?*, Pb?* y Cd?*. Se utilizaran como soportes resinas
Merrifield y Wang modificadas con distintos espaciadores de tipo alquildiamina para preparar
una biblioteca de 16 materiales sensores [1(m,w)(a-d)(X,y)] (Esquema I). Se espera que los
nuevos materiales actien con un alto nivel de sensitividad y selectividad para la deteccion y

cuantificacion de cationes metalicos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Inmovilizacion de Quimiosensores Fluorescentes

Las resinas poliméricas han sido ampliamente utilizadas como material de soporte en la
sintesis organica en fase solida (SOFS). La resina Merrifield, formada de poliestireno
clorometilado entrecruzado con divinilbenceno (DVB), es de las mas utilizadas. El grupo
clorometil es el sitio reactivo del polimero y es el que encamina el tipo de reaccion que se llevara
a cabo. La resina Merrifield se ha mantenido como estandar para SOFS, debido a que los grupos
clorometil pueden ser facilmente cambiados por grupos aminometil con rendimientos altos.® 3
Con el transcurso de los afios se han hecho modificaciones a la resina Merrifield, las cuales le
confieren propiedades distintas. Otras resinas utilizadas en la SOFS son: Jandalel, Wang,

Tentagel y Poliacrilamidas.

Las resinas poliméricas han sido utilizadas para la inmovilizacion o anclaje de receptores
quimicos. Esto debido a su disponibilidad, bajo costo, buenas caracteristicas fisicas (rigidez,
estabilidad a medio 4cido y basico) y su baja reactividad ante una diversa gama de reactivos o

catalizadores.

En la literatura se encuentra reportada la inmovilizacion de varios quimiosensores en resinas
poliméricas:® 3431 Santacruz Ortega et al.®*l reportaron la sintesis de una biblioteca
combinatoria derivada de EDTA como unidad receptora y el grupo naftalen-sulfénico como la
unidad fluoréfora. Los compuestos fueron inmovilizados en una variedad de resinas poliméricas
a través de distintos espaciadores tipo alquildiamina y se evaluaron para la deteccion de iones
metalicos. Los autores demostraron que la naturaleza de la resina, la longitud del espaciador y
la posicién de los grupos sustituyentes en el fluoréforo son determinantes para la respuesta
fluorescente de sus materiales sensores. En particular se report6 que el compuesto derivado de
la resina Argopore y la unidad fluorescente 1-aminonaftaleno-4-sulfénico (Figura 1-Mai)

demostrd ser dosimetro para iones Cu?*.



Rivero et al.%! reportaron una biblioteca combinatoria derivada de 1,4,10,13- tetraoxa-7,15-
diaza-ciclooctadecano con grupos dansil como unidad fluor6fora (Figura 1-M32). Los
compuestos fueron inmovilizados en varias resinas poliméricas y se evalud su capacidad de
deteccion de metales alcalinos y alcalinotérreos. Los autores destacan a los quimiosensores que
fueron anclados en la resina PS-trisamina, debido a que muestran un aumento importante de la
intensidad de fluorescencia al coordinarse a los iones estudiados. La mejor respuesta la
observaron con el ion Mg?*, con un aumento de 200 veces de la intensidad de fluorescencia

respecto a la intensidad del quimiosensor libre de metal.

Por otro lado, Nath et al.*®! reportaron un quimiosensor de metales alcalinos con disefio
similar al de Rivero. El compuesto esta constituido de un receptor tipo aza-corona como unidad
ionofora y una unidad de pireno como fluoréforo, anclado en las resinas Merrifield y Tentagel
(Figura 1-Ms). El compuesto Ms resulté ser reusable y selectivo a K¥, con un aumento de
intensidad de la fluorescencia.

Otra estrategia de disefio para el desarrollo de materiales sensores de iones metalicos es la
inmovilizacion de péptidos en resinas poliméricas. Joshi et al.*! en la que reportaron, la
inmovilizacion de un péptido unido a un grupo dansil (dansyl-Cys-Gly-Gly-His-Pro-Gly-Glu)
en la resina Tentagel (Figura 1-Ma). Los autores encontraron selectividad del material a los

iones Cu®*y Zn?*,

Pina-Luis et al.*® reportaron la sintesis e inmovilizacion en la resina Merrifield de un sensor
quimico derivado de alquil-bis-0-aminobenzamidas como unidad quelante y al grupo dansilo
como unidad fluorescente (Figura 1-Ms). Se llevaron a cabo estudios de reconocimiento hacia
diferentes cationes metalicos y se encontré una mayor sensibilidad hacia el ion Mg?* con un
mayor aumento en la fluorescencia. Los autores destacaron que el mecanismo de respuesta del
quimionsensor hacia los metales es de tipo PET (photoinduced electron transfer). En otro trabajo
realizado por Pina-Luis et al.®! se reportaron la inmovilizacion del flavenol morina en la resina
Merrifield (Figura 1-Ms) y se describieron las propiedades del material en la deteccion y

absorcion de iones metalicos tales como Cu?*, Pb?*, Zn?" y Cd?*. Los autores encontraron que



los iones Cu?* y Pb?* apagan la fluorescencia, mientras que los iones Zn?* y Cd?* incrementan

la intensidad de emision. La mayor sensibilidad encontrada fue hacia el ion Zn?*.

Mello et al.®* reportaron la construccion de una biblioteca combinatoria derivada de un sensor
quimico de tipo poliarilpiridinas (Figura 1-Mpv). La resina utilizada como soporte sélido fue
argogel. Los autores encontraron una selectividad hacia el ion Hg?* con la aparicién de la banda

de emision de excimero.

Aguilar-Martinez et al.*9l reportaron la sintesis de una biblioteca combinatoria derivada de
distintas diaminas soportadas en las resinas Merrifield y Wang. Los autores llevaron a cabo
estudios de deteccion fluorescente hacia iones de metales alcalinos (Li*, Na™ y K*) y encontraron
que la emision de los materiales derivados de la resina Merrifield aumentaba con la
coordinacion. Se encontrd una correlacion entre el aumento de intensidad y el incremento del
tamafio del ion metélico. En particular, las resinas quelantes derivadas de la 1,2-fenilendiamina
soportada tanto en Merrifield como en Wang (Figura 1-Ms) mostraron ser sensores adecuados

para Li* y K¥, respectivamente.

2.2 Fundamentos de las Técnicas de Caracterizacion

2.2.1 Prueba Colorimétrica Kaiser

Esta prueba colorimétrica es la mas utilizada para determinar la presencia o ausencia de
grupos aminos libres ya que es rapida y sencilla. Una coloracion amarilla indica la ausencia de
aminas primarias (prueba negativa) y una coloracion azul (prueba positiva) indica la presencia

de aminas primarias.[*!l
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Figura 1. Quimiosensores dirigidos a iones metalicos, inmovilizados en resinas poliméricas.



2.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo

La moderna espectroscopia en el infrarrojo es una herramienta versatil que se aplica a la
determinacion cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo. Gracias a esta
técnica podemos identificar un compuesto e investigar la composicion de la muestra, mediante

la identificacion de grupos funcionales.?!

La region del infrarrojo del espectro abarca la radiacion con nimeros de onda comprendidos
entre 12,800 y 10 cm™, que corresponden a longitudes de onda de 0.78 a 1.00 um. Tanto desde
el punto de vista de las aplicaciones como de la instrumentacion, el espectro de infrarrojo se
divide en tres regiones denominadas infrarrojo cercano, mediano y lejano. La region del
infrarrojo mediano la mas utilizada que se extiende entre 670 y 4,000 cm™ (2.5y 14.9 um), la
cual es util para la investigacion estructural de compuestos moleculares, principalmente

compuestos organicos y de especies bioquimicas.

La radiacion en el infrarrojo no lo es suficientemente energeética para producir la clase de
transiciones electronicas que se dan cuando la radiacion es ultravioleta, visible y de rayos X. La
absorcién de radiacién en el infrarrojo se limita asi, en gran parte, a especies moleculares para
las cuales existen pequefas diferencias de energia entre los distintos estados vibracionales y

rotacionales.!?!

Tipos de vibraciones moleculares. Las posiciones relativas de los &tomos en una molécula
no son exactamente fijas, sino que fluctian continuamente como consecuencia de una multitud
de tipos de vibraciones y rotaciones diferentes alrededor de los enlaces en la molécula. Puede
distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de tension y de reflexion. Una vibracion de
tension supone un cambio continuo en la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace
entre dos 4tomos. Las vibraciones de flexion se caracterizan por un cambio en el angulo entre
dos enlaces y son de cuatro tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsion. Los distintos tipos de

vibraciones se representan esquematicamente en la Figura 2.[4?]
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Simétrica Asimétrica

a) Vibraciones de tension

SO S

Balanceo en el plano Tijereteo en el plano
- Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

b) Vibraciones de flexion

Figura 2 Tipos de vibraciones moleculares. (+) Indica un movimiento del plano de la pagina hacia arriba;
(-) indica un movimiento del plano de la pagina hacia abajo.
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2.2.3 Espectroscopia de Raman

Los espectros Raman se obtienen al irradiar una muestra con una fuente potente de rayos
laser de radiacion monocromatica visible o infrarroja. Durante el proceso se registra el espectro
de la radiacion dispersada a un cierto &ngulo, casi siempre 90°, con ayuda de un espectrometro
apropiado. (42

En la Figura 3, la muestra es irradiada con un haz monocromatico de energia #vex. Como la
longitud de onda de la excitacion esta muy lejos de una banda de absorcion, se puede considerar
que la excitacién afecta un estado virtual del nivel energético j, indicado mediante la linea
discontinua de la Figura 3a. Una molécula en el nivel vibracional fundamental (v=0) puede
absorber un foton de energia Avex y volver a emitir un foton de energia h(vex - w), como se ilustra
a la izquierda en la Figura 3a. Cuando la radiacion difundida es de frecuencia mas baja que la
radiacion de excitacion se denomina difusion de Stokes. Las moléculas en un estado
vibracionalmente excitado (v=1) pueden difundir también radiacion de manera ineléstica y
producir una sefial Raman de energia h(vex + w). La radiacion difundida de una frecuencia mas

alta que la radiacion de la fuente se llama difusion anti-stokes. 421

Asimismo, la dispersion elastica también se presenta con emision de un foton de la misma
energia que el foton de excitacion, ivex. La radiacion difundida de la misma frecuencia que la
fuente recibe el nombre de difusién de Rayleigh. Los desplazamientos de la frecuencia de la
radiacion difundida en forma inelastica (vex+ w) - vex= WY (Vex- W) - vex= - w corresponden a
la frecuencia de vibracion, w. El espectro Raman simplificado que corresponde a las

transiciones mostradas se muestran en la Figura 3b. (42
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2.2.4 Espectroscopia de Fluorescencia

La fotoluminiscencia comprende basicamente dos tipos de fendmenos: la fluorescencia y la
fosforescencia. En ambos casos, las moléculas de analito son fotoexcitadas para dar especies

cuyo espectro de emision suministra informacion para el analisis cualitativo y cuantitativo.“?l

La absorcion de un foton del rango ultravioleta o visible promueve un electron desde un
estado fundamental a un estado excitado con la conservacion de la orientacion del espin. Por
ejemplo, cuando un par de electrones ocupan el minimo estado basal electronico, los cuales
tienen espines opuestos (apareados) (Figura 4a), se dice que estan en un estado singulete
fundamental. La absorcion de un foton promueve uno de los electrones a un estado singulete
excitado (Figura 4b). La emision de un foton desde un estado singulete excitado al estado
singulete fundamental se le conoce como fluorescencia. El tiempo de vida del electrén en el
estado singulete excitado es de 10°-10® s, por consiguiente, la fluorescencia decrece
rdpidamente después de que la fuente de la excitacion es retirada. En algunos casos un estado
singulete excitado es transformado a un estado triplete excitado (Figura 4c) en donde el espin
del electron invierte su orientacion y queda desapareado con el electron del estado fundamental.
La emision entre un estado triplete excitado y un estado singulete fundamental se le Ilama
fosforescencia. El tiempo de vida de la fosforescencia es de 10%-10* s, por lo que la
fosforescencia puede continuar durante algin tiempo después de que se retira la fuente de la

excitacion.

v t
TV 1 1

a) Estado singulete b) Estado singulete c) Estado triplete
fundamental excitado excitado

Figura 4. Representacion esquematica de los distintos estados, donde las flechas representan la
orientacion del espin.
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En la Figura 5 se muestra el diagrama parcial de niveles de energia para una molécula
fotoluminiscente. La linea horizontal gruesa que se encuentra en la parte inferior de la figura
representa la energia del estado fundamental de la molécula, que normalmente es un estado
singulete y se designa So, Las lineas gruesas superiores son los niveles de energia de los estados
vibracionales fundamentales de los tres estados electrénicos excitados: singuletes primero (S1)
y segundo (Sz) y triplete primero (T1). A cada uno de los cuatro estados electronicos estan
asociados numerosos niveles de energia vibracionales, los cuales se representan por las lineas
delgadas.?

La absorcion de un fotdn de energia correcta excita la molécula a uno de los estados
electrénicos excitados y ésta puede volver a su estado fundamental mediante una combinacion
de varios procesos, entre los que se encuentran la fluorescencia y la fosforescencia (lineas rectas
verticales sélidas y segmentadas de la Figura 5), que conllevan la emision de un foton de

radiacion.

Otros procesos de desactivacion son los no-radiactivos. Entre los que se encuentran la
relajacion vibracional, conversion interna y el cruzamiento entre sistemas. Mediante la
relajacion vibracional una molécula puede caer a cualquiera de los diversos niveles

vibracionales como consecuencia de colisiones entre las moléculas de especies excitadas.*]

El camino mas propicio hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el tiempo de vida
del estado excitado. Por ello, si la desactivacion por fluorescencia es mas rapida que los procesos

no radiantes, se observa tal emision.

La fotoluminiscencia estd limitada a un nimero relativamente pequefio de sistemas que
incorporan caracteristicas estructurales adecuadas, o bien que se encuentran en un medio
propicio, que hacen que la velocidad de los procesos de relajacion o desactivacion no radiantes

se reduzcan hasta el punto en el que la emision puede competir cinéticamente con ellos.
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Los espectros fotoluminiscentes son de dos tipos: espectros de excitacion y emision.
Espectros de excitacion. Se obtiene midiendo la intensidad luminiscente a una longitud de
onda fija mientras se varia la longitud de onda de excitacion.

Espectros de emision. Se obtienen irradiando a una longitud de onda fija mientras se registra

la intensidad de la emision como funcion de la longitud de onda.[*?]
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos

Para la realizacion del trabajo de tesis se sintetizaron los quimiosensores 1py y 1mpy de
acuerdo a la metodologia reportada por Pérez-Gonzalez et al.% La pureza de los compuestos
fue verificada por *H RMN.

Los reactivos que se utilizaron para la modificacion de las resinas, el anclaje de los
quimiosensores y los estudios de coordinacion metalica y fluorescencia a diferente pH se
enlistan a continuacion. Todos estan disponibles comercialmente y fueron utilizados tal como

se recibieron del proveedor.

e Resina Merrifield-Cl (1.5 mmol/g; 2%-divinilbenceno), marca Aldrich
e Resina Wang-ClI (1.5 mmol/g; 1%-divinilbenceno), marca Aldrich
e 1,2-diaminoetano, marca Sigma 99%
e 1,4-diaminobutano, marca Aldrich 99%
¢ 1,6-diaminohexano, marca Aldrich 99%
¢ 1,8-diaminooctano, marca Aldrich 98%
e N,N’-diisopropilcarbodiimida, marca Sigma 99%
¢ 1-hidroxibenzotriazol, marca Aldrich 97%
¢ N,N-dimetilformamida, marca Aldrich
o Sales metalicas:
- PbCl2, marca Aldrich 99%
- CdClz, marca Aldrich 99%
- HgCl2, marca Baker Analyzed, Grado Analitico.
e Buffer MOPS (4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico), pH 7.9, marca Aldrich.
e Hidroxido de sodio (NaOH), marca JT Baker.
e Cloruro de sodio (NaCl), marca Merck.
e Acido Clorhidrico (HCI), marca Merck
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3.2 Metodologia

3.2.1 Sintesis de los Materiales [1(m,w)(a-d)(x,y)]

3.2.1.1 Modificacion de la Resinas Merrifield y Wang. Para la modificacion de las resinas
Merrifield y Wang 1(m,w) con los diferentes espaciadores (1,2-diaminoetano (a), 1,4-
diaminobutano (b), 1,6-diaminohexano (c) y 1,8-diaminooctano (d)) se utiliz6 la metodologia
reportada por Rivero et al.*® En un vial se suspendieron 0.250 g de resina Merrifield (1m)
(cargado: 1.5 mmol/g, 0.375 mmol, 1 eq) en 15 mL de dimetilformamida (DMF) y se
mantuvieron en agitacion mecénica por 30 min para la expansion de la resina en el solvente.
Posteriormente, se agregaron 4 eq. de KoCOzy 4 eq. de la alquildiamina a reaccionar (el exceso
de estos reactivos es en relacion al nimero de mmoles de residuos -cloro presentes en la resina)
y el sistema se mantuvo en agitacion mecanica por 72 h a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, la suspension se filtrd para separar la resina del DMF y se realizaron repetidos
lavados con DMF (4 x 15 mL), H20 (3 x 15 mL) y acetona (3 x 15 mL) con el fin de eliminar
los reactivos que no hubieran reaccionado. Finalmente, la resina modificada se secé a vacio por
10 h. En el caso de la resina Wang (1w), la modificacion se realiz6 siguiendo la misma
metodologia utilizada con la resina Merrifield a partir de 0.600 g de resina (1.5 mmol/g, 0.900
mmol, 1 eq). Las resinas modificadas con los espaciadores alquildiamina, tanto Merrifield como
Wang [1(m,w)(a-d)], fueron caracterizadas por espectroscopia de Raman, infrarrojo y
fluorescencia. El porcentaje de sustitucion de cloro de las resinas modificadas fue determinado
mediante la técnica de esfera Unica por espectroscopia de Raman, monitoreando las sefiales
pertenecientes a los enlaces C-Cl y -CH; del grupo CH2-Cl (Merrifield: C—Cl a 677 cm™' y -
CH>-Cl a 1263 cm™!; Wang: 666 y 1264 cm™).

3.2.1.2 Inmovilizacion de los Quimiosensores 1py o 1Impy en las Resinas Modificadas.
La inmovilizacion (o anclaje covalente) de los ligantes 1py y 1mpy se llevo a cabo mediante la
formacion de enlaces amida entre los grupos funcionales —NH de las resinas modificadas y los
grupos —COOH de los receptores (Esquema ). La reaccién fue asistida con los reactivos

acoplantes DIC y HOB, los cuales son ampliamente utilizados para la formacion de amidas a
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partir de acidos carboxilicos con una alta eficiencia.l**! En un vial se suspendieron 0.100 g de
resina modificada [1(m,w)(a-d)] (cargado: 1.5 mmol/g, 1 eq) en 15 mL de dimetilformamida
(DMF) y se mantuvieron en agitacion mecanica por 30 min para la expansion en el solvente.
Posteriormente, se agregaron 1.1 eq. del quimiosensor (1py 0 1mpy) y 4 eq. de cada uno de los
reactivos acoplantes DIC (0.103 mL) y HOBt (0.090 g). El sistema se mantuvo en agitacion
mecénica por una semana a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la suspension se
filtré para separar la resina del DMF vy se realizaron repetidos lavados con DMF (4 x 15 mL),
H>0 (3 x 15 mL) y acetona (3 x 15 mL) para remover los reactivos que no hayan reaccionado.
Finalmente, los materiales obtenidos se secaron a vacio por 10 h. Los productos finales fueron

caracterizados por infrarrojo y fluorescencia.

3.2.2 Medicién de la Fluorescencia a Diferente pH de los Materiales [1(m,w)(a-d)(x,y)]

Para llevar a cabo este estudio se obtuvieron los espectros de emision utilizando un sistema
de flujo. En una micro celda de flujo marca Hellma QS de una capacidad de 8 pL se colocaron
alrededor de 0.025 g del material a estudiar. Con la ayuda de una bomba peristaltica se hizo
pasar una solucion de NaOH/NaCl 0.01M, a la cual, mediante adicion de HCI 0.01M se le fue

ajustando el pH. La solucion de pH ajustado se hizo pasar 3 min antes de cada toma de lectura.

3.2.3 Estudios de Coordinacion Metalica de los Materiales [1(m,w)(a-d)(X,y)]

Para estudiar los cambios espectrales provocados por la complejacion metélica, se procedio
a obtener los espectros de emision de los materiales después de haber sido puestos en contacto
con soluciones acuosas de los iones metalicos en estudio (Pb?*, Cd*" y Hg?"). Para ello, en un
vial se colocaron alrededor de 0.03 g (0.045 mmol, 1 eq) del material a estudiar y se adicion0 el
volumen apropiado de la solucién 0.01 M del metal a coordinar para lograr una relacion de 2.1
eq respecto al cargado de la resina. Las soluciones metélicas se prepararon en buffer MOPS
0.01 M (pH 7.9 para las soluciones de CdCl,y HgCl.y pH 5 para la solucion de PbCl,). La
suspension se mantuvo en agitacion mecanica por 48 h. Pasado este tiempo la suspension se
filtré y se lavd con agua deionizada (3 x 15mL). Finalmente, los materiales obtenidos se secaron

a vacio por 24 h. Los productos finales fueron empaquetados en una micro celda de flujo marca
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Hellma QS de una capacidad de 8 L y se obtuvieron los espectros de emision en sélido. Todos
los experimentos y las mediciones se realizaron por triplicado a 25°C.

3.2.3.1 Estudios de Competencia Metélica con las Resinas 1w(a-c)x (Pruebas Binarias y
Ternarias). De todos los derivados de las resinas Merrifield y Wang estudiados en este trabajo,
destacaron las resinas 1w(a-C)x por presentar una respuesta selectiva al ion Pb?* con un aumento
en la intensidad de fluorescencia. Para investigar la selectividad al ion Pb?* de estos materiales
en presencia de los iones competidores Hg?* y Cd?* se realizaron pruebas de competencia
binarias y terciarias. Para las pruebas binarias, se hicieron dos tipos de experimentos (tipo-A'y
tipo-B), en los cuales se varié la secuencia en que se tratd a la resina con los metales. El
experimento tipo-A consistié en primero poner al material fluorescente en contacto con el Pb?*
y posteriormente, tratarlo con el cation competidor. En el experimento tipo-B, primero se puso
el material fluorescente en contacto con el ion metalico competidor (Cd?* o Hg?) y
posteriormente, se trato con el cation de interés. Adicionalmente, cada una de las resinas 1w(a-
C)x se tratd de manera independiente con Pb?*, Cd?* y Hg?*, para ser utilizadas como referencia
del lote correspondiente. Es importante sefialar que en cada una de las etapas del experimento
los materiales fueron tratados de acuerdo al protocolo que se describe en la seccién anterior
(3.2.3), con una relacion molar de 9 eq de metal con respecto al cargado de la resina. Esto Gltimo
para asegurar la total coordinacion de los sitios activos de la resina a los iones metéalicos.

Ademas, las mediciones en estos experimentos fueron realizados por duplicado.

Para las pruebas ternarias se realizaron dos tipos de experimentos (tipo-1 y tipo-2), en los
cuales se vario la secuencia en que se trat6 a la resina con los metales. En el experimento tipo-
1 la resina se trato primero con Hg, enseguida con Cd y finalmente con Pb (Hg, Hg-Cd y Hg-
Cd-Pb). En el experimento tipo-2 la secuencia fue: Cd, Cd-Hg y Cd-Hg-Pb. De manera
adicional, el material 1wax se tratd exclusivamente con Pb?* para ser utilizado como referencia
en estas pruebas. En cada una de las etapas el material fluorescente se tratd de acuerdo al
protocolo establecido, con una relacién molar de 9 eq de metal con respecto al cargado de la

resina, y los experimentos se realizaron por duplicado.
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3.2.4 Determinacion del Limite de Deteccion y Porcentaje de Sorcion de Pb?* de la resina
1lwax.

3.2.4.1 Limite de Deteccion. Para la determinacion del limite de deteccion (DL) de Pb?* de
la resina 1wax, se construyd una curva de calibracion con las intensidades de fluorescencia de
la resina tratada con diferentes concentraciones del metal. Para ello, cinco muestras estandar del
material 1wax fueron tratadas con concentraciones crecientes de Pb?* (0 uM, 750 uM, 1500 puM,
2200 pM, 3000 pM). En cada vial de trabajo, se colocaron alrededor de 0.03 g (0.045 mmol, 1
eq) de 1wax y se adiciond el volumen apropiado de una solucién 0.01 M de PbCl2 (pH 5, buffer
MOPS) para cada muestra. La suspension se mantuvo en agitacion mecanica por 48 h. Pasado
este tiempo la suspension se filtro y se lavé con agua deionizada (3 x 15mL). Finalmente, los
materiales obtenidos se secaron a vacio por 24 h. Los productos finales fueron empaquetados
en la celda de flujo y se obtuvieron los espectros de emision en sélido. Los experimentos se
realizaron por duplicado y los promedios de las intensidades de fluorescencia se graficaron

frente a la concentracion de Pb?*. El DL fue calculado con la siguiente ecuacion: [° 4546l

DL=30/m 1)

donde o es la desviacion estandar de 10 mediciones del blanco (1wax libre de ion Pb) y mes la

pendiente de la grafica intensidad fluorescencia vs concentracion del metal.

3.2.4.2 Porcentaje de Sorcion. Para la determinacion del porcentaje de sorcion de Pb?* (%
de sorcion) de la resina 1wax se utiliz6 la técnica de columna. En una columna de vidrio (0.5
cm x 10 cm) se colocaron 0.02 gr del material 1wax se fijaron con una pequefia cantidad de
algodon. Se paso una solucion estandar de PbCl2 (20 ml, 9 ppm, pH 5, buffer MOPS) a través
de la columna usando una bomba peristaltica a una velocidad de flujo de 1.2 mL/min. Después
de pasar la solucion estandar del metal a través de la columna, se recolecto y se determind la
concentracion final de Pb?®* mediante espectroscopia de absorcion atdmica. Los experimentos

se realizaron por triplicado. El % de sorcion se calculé con la siguiente ecuacion:

% de sorcion = [(Ci—Cs) / Ci] - 100 (2)

22



donde Ci es la concentracion inicial de Pb?" en la solucién estandar (en ppm) y Cr es la

concentracion final después de la sorcion.

La estabilidad y la capacidad de regeneracién de 1wax despues de diez ciclos repetidos de
sorcion-desorcion de iones Pb?* se determinaron siguiendo la técnica de columna descrita
anteriormente. Después de cada ciclo de sorcion, la columna se lavo con 5 ml de HNOs al 1%
y 5 ml de agua desionizada para la regeneracion de la resina. A cada ciclo se le determind el %

de sorcion.

3.2.5 Especificaciones en las Técnicas de Caracterizacion y Equipo Analitico Utilizado

3.2.5.1 Prueba Colorimétrica Kaiser. Para realizar este ensayo se colocd una pequefia
cantidad de las resinas modificadas dentro de un mini-tubo de ensayo, después se agregd una
gota de los reactivos fenol, piridina y ninhidrina a cada muestra, posteriormente, las muestras
se calentaron en bafio maria por 10 minutos, pasado el tiempo los ensayos fueron observados en
el microscopio. En paralelo al ensayo se realizé un control el cual contiene la resina nativa sin

modificar.

3.2.5.2 Espectroscopia de Infrarrojo. Para obtener los espectros de infrarrojo de las resinas,
se prepararon pastillas de KBr y fueron obtenidos en un espectrometro FT-IR Perkin-Elmer
Modelo GX y de manera directa de las resinas por un espectrometro UATR Perkin-Elmer

spectrum Two.

3.2.5.3 Espectroscopia de Raman. Los espectros de Raman fueron obtenidos en Horiba

Scientific LabRam HR Evolution microscopio Raman usando un laser a 632.8 nm.
3.2.5.4 Espectroscopia de Fluorescencia. Para este trabajo los espectros de emision y de

excitacion se obtuvieron en un espectrofotometro de Luminiscencia marca Perkin-Elmer,

modelo LS50. Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura controlada de 25 °C. Las
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imagenes de epifluorescencia se obtuvieron con un microscopio utilizando una lampara de luz
blanca Olympus U-MNU?2 y un set de filtros de 365 nm.

3.2.5.5 Espectrometria de Absorcion Atomica. Para los estudios de sorcion, la
cuantificacion de iones plomo de los eluyentes, se realizaron en un espectrometro de absorcion
atdmica, Perkin Elmer Analyst 400. Las mediciones se llevaron a cabo en una llama de

aire/acetileno. Todas las mediciones se realizaron a 25 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo una biblioteca quimica de 16 materiales fluorescentes a partir de la inmovilizacién
de los dos quimiosensores biscromoforicos 1py y 1mpy en las resinas poliméricas Merrifield y
Wang modificadas con diferentes espaciadores de tipo alquildiamina. En las siguientes
secciones se muestran los resultados de la caracterizacion de los materiales, asi como de las

pruebas de coordinacion metélica y los estudios de competencia.

4.1 Caracterizacion Espectroscopica de los Materiales
4.1.1 Resinas Modificadas con los Espaciadores Alquildiaminas: [1(m,w)(a-d)]

La modificacién de las resinas con los espaciadores se confirmd con la ayuda de la prueba
colorimétrica Kaiser, espectroscopia de infrarrojo, Raman y fluorescencia. Con la ayuda de estas
técnicas se pudo confirmar que los grupos —Cl de las resinas nativas fueron sustituidos por los

grupos —NH: de las alquildiaminas.

A todas las resinas modificadas con los espaciadores se les realiz6 la prueba colorimétrica
Kaiser, la cual nos aporta evidencia cualitativa de la presencia de grupos amino terminales en
las resinas.[* Las resinas modificadas se tifieron de color azul, teniendo asi una prueba positiva
a la presencia de grupos amino. Como control se realizo la prueba Kaiser a las resinas Merrifield
y Wang sin modificar, las cuales dieron resultado negativo (las resinas se tifieron de amarillo).
Lo anterior indica que se llevé a cabo satisfactoriamente la adicion de las alquildiaminas como

espaciadores.

En la Figura 6 se muestran los espectros de infrarrojo de la resina Merrifield y de las resinas
modificadas con las diferentes alquildiaminas [1m(a-d)]. La evidencia de que la reaccion se
llevo a cabo es la aparicion de una nueva banda vibracional alrededor de los 3300 cm™ la cual
pertenece al grupo NH de amina secundaria, asi como la desaparicion de la banda 874 cm™

perteneciente al enlace C-CI.[*" #81 De igual manera se realizo el analisis para la modificacion
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Figura 6. Espectros de infrarrojo de la resina Merrifield 1m y las resinas modificadas con los
espaciadores tipo alquildiamina 1m(a-d).
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de la resina Wang. En este caso, se observa la aparicion de la banda a 3350 cm™ perteneciente
al grupo NH de amina secundaria, y la desaparicion de la banda a 668 cm™ perteneciente al C-
Cl (Ver Figura A1, en Anexos).

En la Figura 7 se muestran los espectros de Raman de la resina Merrifield y las resinas
modificadas con los espaciadores [1m(a-d)], en donde se puede apreciar la desaparicion de las
sefiales a 677 y 1263 cm™ pertenecientes al estiramiento C-Cl y flexion -CHz del grupo CH,-ClI
respectivamente. Los espectros de Raman de las resinas modificadas a partir de la resina Wang
se encuentra en la seccion de Anexos (Figura A2). En dichos espectros se puede observar la
desaparicion de las sefiales a 666 y 1264 cm™, que corresponden al estiramiento C-Cl y flexion

-CH> del grupo CHa-Cl respectivamente.

Con la ayuda de la técnica de espectroscopia de Raman y el método de esfera Unica se puede
obtener de manera cuantitativa el porcentaje de sustitucion de cloro de las resinas Merrifield y
Wang.[*% %% para ello, se obtuvieron los espectros de Raman de 5 esferas o pellets, seleccionadas
de manera aleatoria, de cada resina modificada. Los espectros se promediaron y se monitored la
sefial perteneciente al enlace C-Cl como sefial de referencia (Merrifield: 677 cm™ y Wang: 666
cm™). La intensidad de dicha sefial se compard con la correspondiente a la resina nativa (a la
cual se le asigno el 100%) y la disminucion observada se considerd proporcional a la sustitucién
del grupo —CI por el grupo -NH.. En la Tabla 1 de presentan los porcentajes de sustitucion de
residuos cloro de las resinas modificadas.

La unién de los espaciadores a las resinas Merrifield y Wang provoco disminucién en la

intensidad de fluorescencia de los materiales, sin cambios significativos en las longitudes de
onda méximas (ver Figuras 8-11y Tabla 2).

27



1800 1600 1400 1200 1000 800 600

I T U T I
C-Cl est.
677 cm’”

4.8 _— 1m "‘CH2 flex.
1263 cm™

3.2
16
0.0}
4.8
3.2
16|
0.0
4.8
3.2
16|
0.0}
48|
32
16|
0.0}
4.8
3.2
16|
0.0 F— , -+ , ,

1800 1600 1400 1200 1000 800 _ 600

Desplazamiento Raman (cm'l)

T

| "_r LF Lp Lg/
(EOUUOVR EODURON RN | SOUOOOR OO

% Intensidad (Raman)

= I I = =

Figura 7. Espectros de Raman de 1m y 1m(a-d). *banda perteneciente a la flexién -CH, corresponde al
grupo CH»-Cl.

28



Tabla 1. Porcentajes de sustitucion de residuos Cl en las resinas
obtenidos por espectroscopia de Raman (esfera Unica).

_ Conversion _ Conversion
Resina Resina
(%) (%)
1m 0 1w 0
1ma 99 1lwa 97
1mb 99 1wb 97
Imc 97 lwc 96

1md 98 lwd 97




Tabla 2. Datos espectroscopicos de las resinas Merrifield y Wang 1(m,w), resinas
modificadas son los espaciadores tipo alquildiamina [1(m,w)(a-d)] y de los materiales finales
fluorescentes [1(m,w)(a-d)(x,y)].

. Amax (M) ab . Amax (NM) a
Resina Excitacion  Emision Ir Resina Excitacion Emision Ir
1m 340 405 1 1w 389 448 1
1ma 337 406 0.68 (0.18) lwa 392 457 0.64
1mb 339 402 0.77 (0.85) 1wb 390 449 0.71
imc 338 405 0.48 (0.92) lwc 390 448 0.85
1md 337 402 0.60 (0.88) 1wd 388 448 0.75
Imax 393 450° 0.31 1wax 398 483 1.28
1mbx 397 469° 0.09 1wbx 399 479 151
1mcex 383 414 0.33 1wcex 387 410 1.21
Imdx 389 425°¢ 0.23 Iwdx 395 479 1.16
1may 391 482° 0.04 lway 383 491 0.82
1mby 391 500°¢ 0.03 1wby 385 491 1.33
1mcy 387 418 0.43 lwcey 380 421 1.25
1mdy 337 485 0.06 1wdy 387 490 0.57

2 g = Intensidad de emision de la resina modificada / Intesidad de emision de la Resina sin
modificar 1m o 1w.
® En paréntesis: Intensidad relativa de la resina modificada utilizada para la inmovilizacion de

1mpy.
¢La longitud maxima de emision se tomo a partir del punto medio de la parabola (vértice).
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Figura 10. Espectros de fluorescencia (excitacion y emision) en solido de los materiales: 1w, 1w(a-d) y
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Figura 11. Espectros de fluorescencia (excitacion y emision) en sélido de los materiales: 1w, 1w(a-d) y
1w(a-d)y.
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4.1.2 Resinas Funcionalizadas con los Quimiosensores 1py y Impy: [1(m,w)(a-d)(x,y)]

Como parte de la caracterizacion de los nuevos materiales sensores se obtuvieron los
espectros de fluorescencia (excitacion y emision) e infrarrojo. Cuando se inmovilizan los
quimiosensores 1py y 1mpy los cambios espectroscdpicos de la resina son muy notables tanto
en intensidad de fluorescencia como en los valores de Amax. A continuacion, se describen los
cambios espectrales detalladamente. En la primera seccion se hablara de los materiales
derivados de la resina Merrifield y posteriormente, de los materiales derivados de la resina

Wang.

4.1.2.1. Caracterizacion de los Materiales Derivados de la Resina 1m: [1m(a-d)(x,y)].

En la Figura 12 se muestran los espectros de infrarrojo de las resinas Merrifield modificadas
con los espaciadores alquildiaminas [1m(a-d)] y con el anclaje del quimiosensor 1mpy [1m(a-
d)y]. Cuando se comparan los espectros de las resinas modificadas con los espaciadores y las
resinas con el anclaje de 1mpy, se observa un ensanchamiento y desplazamiento de la banda
vibracional perteneciente al grupo NH de amida (aprox. 3300 cm™), asi como la aparicion de
las bandas del grupo carbonilo (aprox.1600 cm™) de los grupos acidos carboxilicos presentes en
la estructura del quimiosensor. En la seccion de Anexos Figura A3, se muestran los espectros

de infrarrojo de los materiales obtenidos a partir de la resina Merrifield y el quimiosensor 1py.

En las Figuras 8 y 9 se muestran los espectros de fluorescencia de la resina Merrifield sin
modificar (1m), de las resinas modificadas con los espaciadores tipo alquildiamina [1m(a-d)] y
de los materiales finales obtenidos después de la inmovilizacion de los quimiosensores 1py y
1mpy [Im(a-d)(x,y)]. En la Tabla 2 se resumen las longitudes de onda maximas (Amax) de

excitacion y emision encontradas en los nuevos materiales.
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Figura 12. Espectros de infrarrojo de las resinas Merrifield modificadas con los espaciadores
alquildiaminas [1m(a-d)] y con el anclaje del quimiosensor 1mpy [1m(a-d)y]. Arriba se muestra el
espectro de infrarrojo del quimiosensor 1mpy para comparacion.
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En todos los casos, la unién de los espaciadores a la resina provoco una disminucion de la
intensidad de fluorescencia y pequefios desplazamientos en las Amax de excitacion y emision
(AA=x 1-3 nm), sin cambios significativos en la forma de las bandas. Por otro lado, la
inmovilizacion de los quimiosensores en las resinas modificadas provoco un apagamiento de la
fluorescencia asi como desplazamiento en las Amax, tanto de excitacion como de emision, hacia
longitudes de onda mayores (AA= 45-58 nm para excitacion y AA=19-90 nm para emisién). En
cuanto a la forma de los espectros de emision, la incorporacion de los ligantes 1py y 1mpy en
las resinas modificadas [1m(a-d)] provocaron un ensanchamiento de dichas bandas, a excepcion
del material 1mcy, el cual mostré solo una banda de emision estrecha con una Amax de 418 nm.
Dichos corrimientos indican la presencia de los quimiosensores inmovilizados en las resinas y
tanto la forma como Amax de emision observadas pueden ser atribuidas a la fluorescencia de

excimero de pireno.*%

4.1.2.2 Caracterizacion de los Materiales Derivados de la Resina 1w: [1w(a-d)(x,y)].

Con la ayuda de la espectroscopia de infrarrojo se pudo confirmar la presencia de los
quimiosensores 1py y 1mpy en las resinas Wang modificadas. En la Figura 13 se muestran los
espectros de infrarrojo de las resinas Wang modificadas con los distintos espaciadores y los de
las resinas después del anclaje del quimiosensor 1py. La aparicion de una banda ancha alrededor
de los 1648 cm se atribuye al estiramiento del carbonilo (C=0) presente en los grupos acidos
carboxilicos del quimiosensor. También se observa un ensanchamiento de la banda 3394 cm™
perteneciente al grupo NH de amida. Estos datos confirman que el quimiosensor 1py fue
inmovilizado satisfactoriamente. En la Figura A4 en la seccién de Anexos se muestran los

espectros de infrarrojo de los materiales obtenidos a partir de la resina Wang y el quimiosensor
Impy.
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Figura 13. Espectros de infrarrojo de las resinas Wang modificadas con los espaciadores alquildiaminas
[1w(a-d)] y con el anclaje del quimiosensor 1py [1m(a-d)x]. Arriba se muestra el espectro de infrarrojo
del quimiosensor 1py para comparacion.
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En las Figuras 10 y 11 se muestran los espectros de fluorescencia de las resinas 1w, 1w(a-d)
y 1w(a-d)(x,y) y en la Tabla 2 se resumen las longitudes de onda m&ximas (Amax) de excitacion

y emision encontradas en los nuevos materiales.

De igual manera que para la resina 1m, la unién de los espaciadores en la resina 1w provocé
una disminucion de la intensidad de fluorescencia. En cambio, a diferencia de lo observado con
los materiales basados en la resina Merrifield, la inmovilizacidn de los quimiosensores en las
resinas Wang modificadas 1w(a-d) provoc6é un aumento en la intensidad de fluorescencia (a
excepcién del material 1wdy, el cual presentd menos intensidad de fluorescencia que la resina
1wd).

Por otro lado, la inmovilizacion de los quimiosensores en las resinas Wang modificadas con
los espaciadores diaminoetano, diaminobutano y diaminooctano 1w(a, b, d) causd un
corrimiento de la Amax de emision a longitudes de onda mayores (AA= 36-42 nm). La forma y
posicion de la banda coincide con lo reportado para la emision de excimeros de pireno. En el
caso de los materiales 1wcx y lwcy, los espectros de emision presentaron caracteristicas
distintas al resto de los materiales derivados de la resina Wang. EI material 1wcy present6 una
banda ancha de emision a 457 nm, desplazada al rojo solo 9 nm respecto a la banda de emision
de la resina precursora 1wc, y una banda adicional angosta a 421 nm. Por otra parte, el material
lwex presentd una banda de emision muy aguda con Amax @ 410 nm (lo cual representa un
corrimiento al azul de 38 nm con respecto a 1wc) y hombros a 431y 460 nm. Las intensidades
relativas de estas tres bandas de emision coinciden con lo reportado para pireno monomérico,?

%91 10 cual es una evidencia de la union del receptor a la resina modificada.
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4.2 Fluorescencia de Esfera Unica de los Materiales (Epifluorescencia)

La imagen de epifluorescencia es una herramienta util que nos permiten estudiar con mas
detalles y precision la fluorescencia emitida por moléculas, la localizacién y distribucion de
partes especificas de un sistema mediante algin método de tincidn o utilizacién de sondas
marcadas, asi como las concentraciones e interacciones de analitos de interés en un sistema de
estudio. Esto debido a los altos niveles de sensibilidad, especificidad y resolucion microscopica
que ofrece la técnica. En materia de sensores, esta técnica nos brinda informacion en el
seguimiento de reacciones, identificacion de interacciones, asi como en la cuantificacion de
analitos por parte de moléculas fluorescentes. [22:38-37. 51 En el caso de los materiales preparados
en este trabajo, la aplicacion de la técnica de epifluorescencia nos permitio: 1) reafirmar las
modificaciones hechas a las resinas en cada etapa del proceso, mediante la observacion de los
cambios en las imagenes; 2) constatar cambios en la morfologia de las esferas, después de los
tratamientos a que se sometieron para su modificacion y 3) comparar las imégenes de

epifluorescencia de cada material con su respectivo espectro de emision.

En las Figuras 14 y 15 se muestran las imagenes de epifluorescencia de todos los materiales
preparados en este trabajo, asi como de las resinas nativas Merrifield y Wang. Como puede
apreciarse, los materiales finales mantienen su morfologia aun después del tratamiento a las que
fueron expuestos para su modificacion. En general, puede afirmarse que las imagenes muestran
cambios en la intensidad de emisidn y en el color de la luz emitida por las resinas, después de
la modificacion con las diferentes alquildiaminas y con la inmovilizacion de los quimiosensores
1py y 1mpy. En algunos casos, dichos cambios se correlacionan estrechamente con lo
observado en los espectros de emision de los materiales, tanto en intensidad como en el
corrimiento de la Amax de emision. Tal es el caso de los materiales Imax y 1mbx, los cuales en
las imagenes de epifluorescencia se muestran mas brillantes que los materiales analogos 1may
y Imby. Dicha propiedad se pone también de manifiesto en los correspondientes espectros de

emision (ver Figuras 8 y 9y Tabla 2). Otro ejemplo es el material
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Figura 14. Imégenes de epifluorescencia de Merrifield 1m, resina modificada con los espaciadores

[1m(a-d)] y las resinas con los quimiosensores [1m(a-d)(x,y)].
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Figura 15. Imégenes de epifluorescencia de Wang 1w, resina modificada con los espaciadores [1w(a-

d)] vy las resinas con los quimiosensores [1w(a-d)(x,y)]-
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lwcx, el cual en la imagen se observa de color azul, en contraste con el resto de materiales
derivados de la resina Wang que emiten luz verde. Dicha propiedad coincide con las

caracteristicas del espectro de emision de 1wcx, tal como se discute en la seccion anterior.

Por otro lado, al comparar las imagenes de epifluorescencia de los materiales derivados de la
resina Wang 1w(a-d)(x,y) se observa que presentan mayor intensidad de fluorescencia que los
materiales derivados de la resina Merrifield 1m(a-d)(X,y). Esto es acorde con las caracteristicas

de los espectros de emision de dichos materiales (ver Figuras 10y 11y Tabla 2).

La mayor intensidad de fluorescencia de los materiales derivados de la resina Wang puede
deberse a dos factores: 1) La resina Wang tiene el linker méas largo que la resina Merrifield
(Figura A5, Anexos), por lo cual el grupo funcional —Cl esta mas alejado de la matriz polimérica,
facilitando asi la modificacion con las alquildiaminas y el anclaje de los quimiosensores; 2) El
grado de entrecruzamiento- divinilbenceno, es menor en la resina Wang que en la resina
Merrifield (1% y 2% respectivamente), lo que permite un mayor grado de hinchamiento por el

solvente y una mayor difusion de los reactivos dentro de la resina polimérica.[5?

4.3 Estudio del Efecto del pH sobre las Propiedades Fluorescentes de los Materiales

Se obtuvieron los espectros de emision a diferente pH de los nuevos materiales [1(m,w)(a-
d)(x,y)]. En general, a pH alto los materiales presentan una alta intensidad de fluorescenciay al

disminuir el pH la intensidad de fluorescencia disminuye (excepto los casos 1wcx y 1way).

En las Figuras 16 y 17 se grafican los perfiles de intensidad de emision vs pH, tanto de los
nuevos materiales como de los quimiosensores libres. A pesar de que los datos correspondientes
a los materiales sélidos presentan dispersion, en dichas graficas se puede apreciar que los
perfiles de intensidad son similares al del quimiosensor libre correspondiente. La variacion de
la fluorescencia en funcion del pH de los receptores 1py y 1mpy en solucidn esta relacionada

con cambios conformacionales inducidos por la protonacion-desprotonacion de la cadena
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Figura 16. Perfiles de intensidad de fluorescencia a diferente pH de los materiales 1max (Aem= 468nm)
Imbx (Aem= 467nmM) 1mcX (Aem= 447nm) 1mdx (Aem= 474nm) (A) y 1may (Aem= 449nm) 1mby (Aem=
471nm) 1mcy (Aem= 418nm) 1mdy (Aem= 462nm) (B). Las intensidades son normalizadas al valor del pH
méaximo en cada medicién. T= 25°C. Arriba se muestran los perfiles de intensidad de emision de
excimero vs pH de los ligantes en solucion (1py Aem= 488nm, [1x10° M] y 1mpy Aem= 475nm, [5x10~
M]), asi como la distribucion de especies obtenida por potenciometria para comparacion. B%
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Figura 17. Perfiles de intensidad de fluorescencia a diferente pH de los materiales 1wax (Aem= 479nm)
Iwbx (Aem= 469nm) IwcX (Aem= 412nm) 1wdx (Aem= 468nm) (A) y 1way (hem= 482nm) 1wby (Aem=
480nm) 1wcy (Aem= 420nm) 1wdy (Aem= 485nm) (B). Las intensidades son normalizadas al valor del pH
méaximo en cada medicién. T= 25°C. Arriba se muestran los perfiles de intensidad de emisién de
excimero vs pH de los ligantes en solucion (1py Aem= 488nm, [1x10° M] y 1mpy Aem= 475nm, [5x10~
M]), asi como la distribucion de especies obtenida por potenciometria para comparacion. %
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TTHA.BY Esto indica que los quimiosensores 1py y 1mpy conservan su flexibilidad después

del anclaje en las resinas y presentan los mismos cambios conformacionales con la protonacion.

Dentro del grupo de materiales derivados de la resina Wang, los materiales 1wcx y 1way
mostraron perfiles de intensidad vs pH inversos a los ligantes correspondiente en solucion. A
pH alto la intensidad de fluorescencia es baja y conforme el pH disminuye la intensidad de
fluorescencia aumenta gradualmente. Dicha respuesta fue observada hasta por tres mediciones.
El comportamiento de la fluorescencia de los materiales 1wcx y 1way puede explicarse si se
considera que el proceso de PET domina sobre otros mecanismos posibles, como el descrito en
el parrafo anterior para los ligantes en solucién: A pH alto, los nitrdgenos amina estan totalmente
desprotonados y el proceso PET esté activo (PET-ON). Al excitar al fluoréforo, un electrén del
orbital molecular més alto ocupado (HOMO) del donador (en este caso los nitrégenos amina)
se promueve al orbital molecular mas bajo desocupado (LUMO) del aceptor (en este caso los
grupos pireno excitados), lo que apaga la fluorescencia parcialmente. A pH bajo, los nitrégenos
amina estan protonados y el proceso PET se desactiva (PET-OFF), lo que enciende la
fluorescencia. Tras la protonacion, el potencial redox del donador se incrementa, de modo que
el HOMO correspondiente se hace mas bajo en energia que el del fluor6foro, en consecuencia,

el PET ya no es posible y se suprime la amortizacion de la fluorescencia.* 18 261

4.4 Efecto de Coordinacidn Metélica en los Espectros de Emisién

Uno de los objetivos de este trabajo es estudiar el efecto de la coordinacion metélica en la
fluorescencia de los nuevos materiales con el propoésito de evaluarlos como sensores. Los
metales seleccionados para el estudio fueron Pb?*, Cd?* y Hg?*, debido a su toxicidad y efecto
adverso en la salud humana. El procedimiento consistié en poner en contacto a las resinas con
soluciones acuosas de los metales bajo condiciones controladas de pH, temperatura y tiempo
(ver seccion 3.2.3), para posteriormente, adquirir sus espectros de fluorescencia. En todos los
casos se utilizd como blanco la resina libre de metal. A continuacion, se describen los resultados

de este estudio.
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4.4.1 Coordinacion Metélica de los Materiales Derivados de la Resina Merrifield

4.4.1.1 Materiales 1m(a-d)x. En la Figura 18 se muestran los espectros de emision de
fluorescencia de los materiales 1m(a-d)x, después de haber sido tratados con los iones Pb?",
Cd?*y Hg?*. Dentro de este grupo de materiales destaca la resina 1max, debido a que los iones
Pb** y Hg? provocan un aumento en la intensidad de fluorescencia, junto con un
desplazamiento de la banda de emisién hacia el azul de aproximadamente 12 nm. En la Figura
19 se muestra un grafico de barras con los cambios en intensidad de fluorescencia (expresados
en /1o, donde lo e I son la intensidad de emision de la resina antes y después de haber sido tratada
con el metal) de los materiales causados por la coordinacion metélica. Los incrementos en la
intensidad de emision del material Imax por efecto de los iones Pb?* y Hg?* fueron de 1.40 y
1.25, respectivamente. En la Tabla 3 se tabulan los valores de /1o para todos los materiales 1m(a-

d)x con los distintos iones metalicos.

4.4.1.2 Materiales 1m(a-d)y. En la Figura 20 se muestran los espectros de fluorescencia de
los materiales 1m(a-d)y en forma libre y en la presencia de los iones metalicos. En la mayoria
de este grupo de materiales, la complejacién de los metales provoca un aumento moderado o
una disminuciéon de la intensidad de fluorescencia. Sin embargo, el material 1mdy destaca, ya
que presentd incrementos significativos en la intensidad de fluorescencia por efecto de la
coordinacion a Pb?*, Cd?* y Hg?*. Los espectros de los complejos 1mdy-Pb y 1mdy-Hg muestran
picos intensos de monémero de pireno entre 350 y 450 nm, y una banda ancha caracteristica de
excimero de pireno a 480 nm. Los valores de 1/lo medidos a la longitud de onda de emision de
excimero (480 nm) son de 7.13 y 4.02, para Pb?* y Hg?* respectivamente. En el caso de 1mdy-
Cd los espectros muestran predominantemente emision de excimero, con un valor de 1/1,=1.90
a 480 nm. (Ver Tabla 3y Figura 21).

En general, los materiales derivados de la resina Merrifield no presentaron una respuesta
selectiva a un cation metalico especifico, ni se observa una tendencia definida en el cambio de
intensidad al variar la longitud del grupo espaciador. Sin embargo, es importante sefialar que

del grupo de materiales 1m(a-d)y, la resina 1mdy es la que Unica que mostrd incrementos
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Figura 18. Espectros de fluorescencia (emision) en sélido de los materiales 1m(a-d)x antes y después
de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (2.1 eq.). T=25°C. (hexc= 393, 397, 383
y 389 nm para 1max, 1mbx, Imcx y 1mdx respectivamente). Las intensidades estan normalizadas a la
maxima intensidad de la resina sin metal. Cada espectro es el resultado del promedio de tres mediciones.
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Figura 19. Cambios en la intensidad de fluorescencia (I/1o) de los materiales 1m(a-d)x antes y después
de haber sido tratados con los iones metélicos Pb?*, Cd?" y Hg?* (2.1 eq.) T= 25°C. (Aem= 470, 472, 410
y 473 nm para 1max, 1mbx, 1mcx y 1mdx, respectivamente). Las intensidades estan normalizadas a la
maxima intensidad de la resina sin metal. Las intensidades son presentadas como la media + la desviacion
estandar de tres experimentos.
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Tabla 3. Intensidades relativas de fluorescencia (I/lo) de los materiales [1(m,w)(a-d)(X,y)]

después de la coordinacion de los iones Pb?*, Cd*" y Hg?*. 2P

) lon Metalico . lon Metalico
Material Dz Cqz Ho? Material PpZ* Cdz Ho?
Imax 1.40 0.98 1.25 1wax 1.32 0.71 0.64
1mbx 0.80 0.61 0.55 1wbx 1.19 0.78 0.34
1mcex 0.94 0.82 0.80 1wex 1.28 0.81 0.94
Imdx 0.41 0.19 0.31 1wdx 0.31 0.92 0.72
1may 0.94 1.04 1.18 1lway 0.90 1.02 0.87
1mby 0.89 0.58 0.67 1wby 0.45 0.90 0.91
1mcy 0.77 0.96 0.71 lwcy 0.87 0.94 0.79
1mdy 7.13 1.90 4.02 1wdy 0.88 1.00 0.52

2 1o e | son las intensidades de emision del material antes y después de haber sido tratado con el

metal.

b_as intensidades se midieron a la longitud de onda maxima de emisidn de la resina correspondiente
antes del contacto con los metales.
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Figura 20. Espectros de fluorescencia (emision) en sélido de los materiales 1m(a-d)y antes y después
de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (2.1 eq.). T=25 °C. (hexc = 391 nm para
1may y 1mby, 387 nm para 1mcy y 337 nm para 1mdy). Los espectros de emisién de 1mdy y 1mdy-Cd,
la intensidad se aument6 x5. Las intensidades estan normalizadas a la maxima intensidad de la resina sin
metal. Cada espectro es el resultado del promedio de tres mediciones.
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Figura 21. Cambios en la intensidad de fluorescencia (I/1,) de los materiales 1m(a-d)y antes y después
de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (2.1 eq.) T= 25 °C. (em= 466, 493,
418 y 489 nm para 1may, 1mby, Imcy y 1mdy, respectivamente). Las intensidades estdn normalizadas
a la maxima intensidad de la resina sin metal. Las intensidades son presentadas como la media * la
desviacidn estandar de tres experimentos.
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significativos en la intensidad de emision al coordinar a los tres iones metalicos estudiados. Esto
puede atribuirse a que el material 1mdy contiene el espaciador diamina mas largo (1,8-
diaminooctano), el cual mantiene a mayor distancia al quimiosensor de la matriz polimerica.

Este factor parece favorecer la coordinacion de los metales al ligante.

4.4.2 Coordinacion Metélica de los Materiales Derivados de la Resina Wang

4.4.2.1 Materiales 1w(a-d)x. En la Figura 22 se muestran los espectros obtenidos de los
materiales 1w(a-d)x después del tratamiento con los tres iones metélicos. Dentro de este grupo,
sobresalen los materiales 1w(a-c)x por presentar un incremento selectivo de la intensidad de
emision por coordinacion a Pb?* y una disminucion de la misma por efecto de Cd?* y Hg?*. Esta
respuesta selectiva no la presento el material 1wdx, ya que los tres metales estudiados causaron
amortizacion de la fluorescencia. En el caso del material 1wax, la coordinacion con Cd?*
provoco un desplazamiento batocrémico de aprox. ~20 nm de la banda de emisién de excimero,

lo que es indicativo de un cambio en la orientacion relativa de los pirenos al unirse al metal.

En la Figura 23 se muestran los valores de I/1o para los materiales 1w(a-d)x antes y después
de la coordinacion de los iones Pb?*, Cd?* y Hg?*. Como se menciond anteriormente los
materiales 1wax, 1wbx y lwcx sobresalen por un aumento selectivo de la intensidad de
fluorescencia por efecto de la coordinacion a Pb?* teniendo valores de 1/1o de 1.32, 1.19 y 1.28

respectivamente (ver Tabla 3).

4.4.2.2 Materiales 1w(a-d)y. En la Figura 24 se grafican los espectros de fluorescencia de
los materiales 1w(a-d)y, antes y después de haber sido puestos en contacto con los iones
metalicos en estudio. Los espectros muestran una banda ancha bien definida caracteristica de
excimeros de pireno, con maximo a aproximadamente 500 nm para las resinas 1w(a,b,d)y y a
475 nm para la resina 1w(a-d)y. En este grupo de materiales, el tratamiento con los iones
metalicos provocd cambios menos marcados en la intensidad de fluorescencia, respecto a los
observados con los materiales [1w(a-d)x], sin selectividad de ningun tipo. Los valores de I/l se

encuentran en el rango de 0.8 a 0.9, lo que puede indicar que estos materiales derivados de la
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Figura 22. Espectros de fluorescencia (emision) en solido de los materiales 1w(a-d)x antes y después de
haber sido tratados con los iones metélicos Pb?*, Cd?" y Hg?* (2.1 eq.). T= 25 °C. (hexc = 398, 399, 387
y 395 nm para 1wax, 1wbx, 1wcx y 1wdx, respectivamente). Las intensidades estan normalizadas a la
maxima intensidad de la resina sin metal. Cada espectro es el resultado del promedio de tres mediciones.
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Figura 23. Cambios en la intensidad de fluorescencia (/1) de los materiales 1w(a-d)x antes y después
de haber sido tratados con los iones metélicos Pb?*, Cd*" y Hg?* (2.1 eq.). T= 25 °C. (Aem= 471, 460, 412
y 487 nm para 1wax, 1wbx, 1wcx y 1wdx, respectivamente). Las intensidades estan normalizadas a la
maxima intensidad de la resina sin metal. Las intensidades son presentadas como la media + la desviacion
estandar de tres experimentos.
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Figura 24. Espectros de fluorescencia (emision) en sélido de los materiales 1w(a-d)y antes y después de
haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (2.1 eq.). T=25 °C. (hexc = 383, 385, 380
y 387 nm para 1way, 1wby, 1wcy y 1wdy, respectivamente). Las intensidades estan normalizadas a la
maxima intensidad de la resina sin metal. Cada espectro es el resultado del promedio de tres mediciones.
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resina Wang y el ligante Impy son poco sensibles a la presencia de los iones metélicos de
estudio. No obstante, el ion Pb?* provocoé una disminucion significativa de la fluorescencia del
material 1wby (I/lo= 0.45) y, en el caso del material 1wdy, el ion Hg?* provoco una disminucion

la fluorescencia con valor de I/lo=0.52 (Ver Tabla 3 y Figura 25).

En general, se puede decir que los materiales derivados al ligante 1py presentan mayores
cambios en la fluorescencia por efecto de la coordinacion metélica que los derivados de 1mpy.
Ademas, en ambos grupos de materiales, no se observo una tendencia definida en el cambio de
intensidad provocada por los iones metalicos al variar la longitud del grupo espaciador. Sin
embargo, se destaca la respuesta selectiva de encendido de los materiales 1w(a-c)x por

coordinacion a Pb?*,

4.5 Estudios de Competencia Metélica de los Materiales 1w(a-c)x.

De todos los materiales derivados de las resinas Merrifield y Wang estudiados, destacan los
materiales 1w(a-c)x, los cuales presentaron una respuesta selectiva al ion Pb?*, debido a que
este ion fue el Gnico que provocd un aumento en la intensidad de fluorescencia en comparacion

a los iones Hg?"y Cd?*, los cuales apagaron la intensidad de fluorescencia.

Para investigar la selectividad de los materiales 1w(a-c)x al ion Pb?*, frente a los iones
competidores Hg?* y Cd?*, se realizaron dos tipos de experimentos independientes de
competitividad metalica (experimentos tipo-A y tipo-B, ver seccion 3.2.3.1 en Experimental).
El experimento tipo-A consistié en primero poner al material fluorescente en contacto con el
Pb?* y posteriormente, tratarlo con el cation competidor. En el experimento tipo-B, primero se
puso el material fluorescente en contacto con el ion metalico competidor (Cd?* o Hg®") y
posteriormente, se trato con el cation de interés. Adicionalmente, cada una de las resinas 1w(a-
c)x se tratd de manera independiente con Pb?*, Cd?* y Hg?*, para ser utilizadas como referencia

del lote correspondiente.
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Figura 25. Cambios en la intensidad de fluorescencia (I/1,) de los materiales 1w(a-d)y antes y después
de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd** y Hg?* (2.1 eq.). T= 25 °C. (Aem= 490 nm para
lway, 1wby y 1wdy, y 455 nm para 1wcy). Las intensidades estan normalizadas a la méaxima intensidad
de la resina sin metal. Las intensidades son presentadas como la media * la desviacion estandar de tres
experimentos.
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Los resultados obtenidos en el experimento-tipo A de competitividad se muestran en la Figura
A6 en Anexos. Como puede observarse, las tres resinas mostraron incrementos en la intensidad
de emision al coordinarse a Pb?*, con valores de I/lo de 1.18, 1.20 y 1.32 para 1wax, 1wbx y
lwcx, respectivamente. Este incremento en intensidad es consistente con el observado en los
estudios iniciales de coordinacion metalica, lo cual refleja la alta reproducibilidad de la
respuesta fluorescente de las resinas 1w(a-c)x hacia Pb?*. Después de la respuesta positiva
inicial, la adicion de cualquiera de los dos metales competidores, Cd?* o Hg?*, provoco una
amortizacion de la fluorescencia en las tres resinas. Esto sugiere que el Pb?* es reemplazado por

los metales competidores, los cuales actian como apagadores de la fluorescencia.

En la Figura 26 se muestran los resultados del experimento de competencia tipo-B. Como
puede apreciarse, el material 1wax es el Unico que mantiene la respuesta de encendido hacia
Pb?*, alin después de haber estado en contacto con el ion Hg?". Esto indica que la resina es un
potencial sensor fluorescente selectivo a Pb?*, que puede actuar alin en presencia de Hg.

Los resultados anteriores nos motivaron a probar la selectividad del material 1wax hacia
plomo, frente a los dos metales competidores en conjunto: Hg?* y Cd?*. Para ello se realizaron
dos tipos de experimentos de competencia ternarios (experimentos tipo-1 y tipo-2, ver seccion
3.2.3.1 en Experimental) en los cuales se varid el orden en que se trato a la resina con los metales.
En el experimento tipo-1 la secuencia fue Hg, Hg-Cd y Hg-Cd-Pb. Experimento tipo-2: Cd, Cd-
Hg y Cd-Hg-Pb. De manera adicional, el material 1wax se traté exclusivamente con Pb?* para
ser utilizado como referencia en estas pruebas. En cada una de las etapas el material fluorescente

se tratd de acuerdo al protocolo establecido y los experimentos se realizaron por duplicado.

En la Figura 27 se muestran los espectros de fluorescencia obtenidos en la prueba de
competencia tipo-1 y en la Figura 28 se grafica la intensidad de fluorescencia del material en
cada etapa del experimento y de la resina patron. Como puede observarse, el material 1wax
mantiene la respuesta de encendido hacia Pb?*, atin después de haber estado en contacto con los
iones competidores en el orden Hg, Hg-Cd. La intensidad de fluorescencia de la resina 1wax-

Hg-Cd-Pb es practicamente igual a la de la resina de referencia 1wax-Pb.
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Figura 26. Cambios en la intensidad de fluorescencia de los materiales 1wax, 1wbx y 1wcx después de
haber sido tratados con Pb?*, con Hg-Pb y con Cd-Pb (experimento tipo-B). La intensidad de emisién de
los materiales tratados con Hg?* y Cd?* de manera independiente se muestra con fines de comparacion.
Las intensidades estdn normalizadas a la maxima intensidad de la resina sin metal (Aem= 479, 503 y 409
nm para 1lwax, 1wbx y 1wcx, respectivamente). Las etiquetas muestran el orden de adicion de los metales
al material fluorescente. Las intensidades son presentadas como la media + la desviacion estandar de dos
experimentos.
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Figura 27. Espectro de fluorescencia (emision) en sélido del material 1wax después de haber sido
tratados con los iones metélicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (2.1 €q.). hexe= 398 nm, T= 25°C. Los espectros estan
normalizadas a la intensidad maxima del material sin metal. El etiquetado de los iones indica el orden
en la adicion al material fluorescente.
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Figura 28. Cambios en la intensidad de fluorescencia a 479 nm del material fluorescente 1wax (Aexc=
398 nm) después de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd?* y Hg?* (9 eq.) (Experimento-
tipo 1). Las intensidades estan normalizadas a la maxima intensidad de la resina sin metal. El etiquetado
de los iones indica el orden en la adicién al material fluorescente. Las intensidades son presentadas como

la media + la desviacién estandar de dos experimentos.
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La notable capacidad de respuesta fluorescente a Pb de la resina 1wax después de haber sido
puesta en contacto con Hg?* y Cd?* no se observo cuando se invirtié el orden en que se trat6 a
la resina con los metales (experimento tipo-2). Como puede apreciarse en la Figura 29, el
tratamiento inicial con cadmio causd una amortizacion significativa de la fluorescencia de la
resina ((I/lo= 0.17), misma que se agudizd con el posterior tratamiento con mercurio. En este

caso, la adicion de plomo no encendi6 la fluorescencia del material.

A pesar de que las pruebas ternarias de competencia revelaron que la respuesta fluorescente
de la resina 1wax frente a Pb?* depende del orden en que se trata al material con los metales
competidores, los resultados apoyan la premisa inicial de que el material es un potencial sensor

fluorescente selectivo a Pb?* que puede actuar adn en presencia de Hg?".

Se observé que el primer metal que entra en contacto con el material 1wax, es el que
dirige el tipo de respuesta que se observa y la selectividad. Asi, el Pb?* puede reemplazar al ion
Hg?* solo cuando éste ha entrado en contacto primero con la resina (ver Figuras 27 y 28,

experimento tipo-1).

4.6 Determinacion del Limite de Deteccion y Porcentaje de Sorcion de Pb?* de la Resina
1wax.

4.6.1 Limite de Deteccion

El limite de deteccion de Pb?" del material 1wax se calcul6 con la Ec. 1 en funcion de la
relacion lineal entre la intensidad de emision maxima y la concentracion de iones Pb?* (Figura
30). La resina 1wax tiene un limite de deteccion (DL) de iones Pb?* de 29.63 uM, calculado de
la siguiente manera: DL =36 / m = 3(0.8098)/0.08199 =29.63 uM. Este resultado, indica que el

material se puede usar para detectar niveles bajos de Pb?* en soluciones acuosas.
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Figura 29. Cambios en la intensidad de fluorescencia a 479 nm del material fluorescente 1wax (Aexc=
398 nm) después de haber sido tratados con los iones metalicos Pb?*, Cd* y Hg?* (9 eq.) (Experimento-
tipo 2). Las intensidades estan normalizadas a la maxima intensidad de la resina sin metal. El etiquetado
de los iones indica el orden en la adicion al material fluorescente. Las intensidades son presentadas como
la media + la desviacién estandar de dos experimentos.
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Figura 30. Intensidad de fluorescencia de 1wax a Aem= 471 nm en funcion a la concentracion
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4.6.2 Porcentaje de Sorcion

La capacidad de eliminacion de plomo de la resina 1wax se determind como porcentaje de
sorcion (% de sorcion) utilizando la técnica de columna. El valor obtenido fue del 80.3 %, lo
que indica una alta capacidad de la resina para eliminar ese metal de las soluciones acuosas
contaminadas. Ademas, la estabilidad y la capacidad de regeneracion de 1wax permanecen casi

inalteradas después de 10 ciclos de sorcion-desorcidn, como se puede apreciar en la Figura 31.
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Figura 31. Perfil de regeneracion basado en el porcentaje de sorcion de Pb?* de la resina 1wax.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se preparé una nueva biblioteca quimica de materiales fluorescentes
mediante el anclaje de dos quimiosensores biscromoforicos derivados de pireno (1py y
1mpy) en resinas poliméricas Merrifield y Wang modificadas con espaciadores tipo
alquildiamina de diferente longitud. Los espectros de fluorescencia de los materiales
presentaron una banda ancha caracteristica de excimeros de pireno entre 400 y 500 nm,

lo cual confirmd la unién covalente de los compuestos 1py y 1mpy a las resinas.

Los materiales derivados de la resina Wang mostraron intensidades de emision mas altas
que los derivados de la resina de Merrifield, lo cual se atribuyd a un mayor porcentaje

de funcionalizacion de los sitios activos de la resina con los quimiosensores 1py y 1mpy.

Se evaluaron los cambios en la fluorescencia de los materiales al estar en contacto con
los iones Pb?*, Cd?*y Hg?* en agua. Los derivados de la resina Merrifield no mostraron
selectividad hacia un ion metalico especifico, ni una tendencia definida en los cambios
de intensidad al variar la longitud del espaciador. En cambio, del grupo de materiales
derivados de la resina Wang que contienen al quimiosensor 1py, tres se distinguieron
por responder de forma selectiva hacia el ion Pb?* con un incremento en la intensidad de
fluorescencia. Dichos materiales contienen a los espaciadores de cadena mas corta y se

denominaron 1wax, 1wbx y 1wcx.

Se realizaron pruebas de competencia y se encontrd que el material 1wax mantiene la
respuesta de encendido hacia Pb?*, atin después de haber estado en contacto con el ion
Hg?*y Cd?*. Este es el resultado mas destacado del trabajo, ya que la resina 1wax es un

sensor potencial de Pb?* en agua contaminada.



6. PERSPECTIVAS

Estudiar la coordinacion de otros iones metalicos que se encuentran como principales

contaminantes en rios tales como Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mg, Ni, Zn.

Realizar mediciones con el material 1wax en muestras reales de agua contaminada.

Modificar los quimiosensores biscromofdricos utilizados, para direccionar la

selectividad en la coordinacién metélica.
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Figura Al. Espectros de infrarrojo de la resina Wang 1w y las resinas modificadas con los
espaciadores tipo alquildiamina 1w(a-d).
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espectro de infrarrojo del quimiosensor 1py para comparacion.

72



3000 1500 1000

yi

4000 3500
T T T
84 [ NH o
56 |  3354cm®
28 - (tthamlpy)H,
0

I 7/ ' I ' I

C=Ostr. _
1648 cm™

84
56
28

o
84t
56 |
28 |
0

84
56 |
28 |

ol

% Transmitancia

/.

56 |-
28 -—lwd

0 © lwdy|,
4000 3500

L |
3000

7/ : ; I
1500 1000
v(cm™)

Figura A4. Espectros de infrarrojo de las resinas Wang modificadas con los espaciadores alquildiaminas
[1w(a-d)] y con el anclaje del quimiosensor Impy [1w(a-d)y]. Arriba se muestra el espectro de infrarrojo

del quimiosensor 1mpy para comparacion.

73



Q-0

Merrifield

Wang

Figura Ab. Estructura de las resinas Merrifield y Wang nativas

74



1.6

1.4 A
1.2 o

10

0.8 -+

0.6 —

N\

0.4 -+
0.2 -+

0.0 -

1.6

1.4 -

12 4

1.0 S

0.8 -+

0.6 -+
04 -+

0.2 -+

Intensidad Normalizada

X b $
X SRR o

1.6

14 4

HH

12 -+

10 A _
0.8 - /

0.6 -

HH

Hi

0.4 -
0.2 A

00 - T T T T T T T f T T

S o S S S o
& o GFQ Q‘Qf\e\ e O @)
S b

+
> N

Figura A6. Cambios en la intensidad de fluorescencia de los materiales 1wax, 1wbx y 1wcx después de
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Abstract

A new combinatorial library of fluorescent materials was prepared by covalent anchoring of 1-pyrene and 1-methylpyrene
bichromophores to Merrifield and Wang resins functionalized with alkyl diamine spacers and its sensing properties toward
Pb2+, Cd%* and Hg2+ were evaluated in water. It was found that the Wang resin modified with ethane-1,2-diamine as spacer
and functionalized with the 1-pyrene bichromophore senses selectively Pb2* with an enhancement of fluorescence intensity. The
detection limit and the percentage of sorption were determined as 29.6 uM and 80.3%, respectively.

Keywords: Pyrene bichromophores, fluorescent probe, chemical sensors, heavy metals.

Resumen

Se prepar6 una nueva biblioteca combinatoria de materiales fluorescentes mediante el anclaje covalente de dos bicroméforos de
pireno (derivados de 1-pireno y 1-metilpireno, respectivamente) a resinas Merrifield y Wang funcionalizadas con espaciadores
de tipo alquildiamina y se evaluaron sus propiedades de deteccién de los metales Pb2+, Cd?* y Hg2+ en agua. Se encontré
que la resina Wang modificada con el espaciador etano-1,2-diamina y funcionalizada con el bicroméforo de 1-pireno detecta
selectivamente a Pb>* con un aumento en la intensidad de fluorescencia. Se determinaron el limite de deteccién y el porcentaje
de sorcién como 29.6 uM y 80.3%, respectivamente.

Palabras clave: Bicroméforos de pireno, sonda fluorescente, sensores quimicos, metales pesados.

The anchoring would result in improved analytical
properties, such as continuous readouts, increased
sensitivity, lower reagent consumption, and the
possibility of using the sensor in solvents in which

1 Introduction

Nowadays, the design and preparation of fluorescent
sensors is a research topic of great interest because
of the high demand that these devices have in fields
such as analytical chemistry, clinical biochemistry
and medical research. One strategy to development
of this kind of devices consists in the covalently
attachment of fluorescent chemosensors (molecules
whose fluorescence emission changes in response to a
binding event) to the surface of solid supports (Akhila
Maheswari and Subramanian, 2003; Kara, 2005; Narin
et al., 2003; Prabhakaran and Subramanian, 2003; Xie
etal.,2014).
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the free molecule may display low solubility. Resin
bound fluorescent chemosensors for several analytes
have been made by combinatorial methods (Aguilar-
Martinez et al., 2013; Brown et al., 2008; Castillo and
Rivero, 2004; Joshi et al., 2007; Joshi et al., 2014;
Nath and Maitra, 2006; Rivero et al., 2004; Santacruz
Ortega et al., 2009). A variety of fluorescent motifs
have been employed on the design of those materials,
including dansyl group (Joshi et al., 2014), anthracene
(Brown et al., 2008; Castillo and Rivero, 2004),
aminenaphthalene sulfonic acid (Santacruz Ortega et
al., 2009) and pyrene (Nath and Maitra, 2006).
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