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RESUMEN

En este trabajo se llevaron cabo estudios de coordinacion metélica en solucion acuosa
de  dos ligantes  aciclicos  bis-cromoféricos  derivados  del acido
trietilentetraaminohexaacético  (ttha):  (tthalpy)Hs vy (tthalmpy)H,; mediante
espectroscopia de fluorescencia. Los cationes metalicos incluidos en este estudio fueron:
Cu?*, Zn*, Ni**, Mn?*, Cd*, Pb** y Hg*". Ademas, se realiz6 la estandarizacion del

método analitico para el sistema Cu-(tthalpy)Ha.

Ambos ligantes en su forma libre muestran bandas de emision de pireno monomerico
entre 375 y 395 nm, asi como una banda ancha con méaximo a 488 nm atribuida a
excimeros de pireno. La coordinacion con todos los metales estudiados provoco
apagamiento de la emision de excimero, tanto para el ligante (tthalpy)H, como para el
ligante (tthalmpy)H,. Se encontrd que este efecto fue mas significativo en el caso de
(tthalpy)Hs; con respecto a su andlogo (tthalmpy)H;. En cuanto a la emision de
monomero, los ligantes presentaron diferentes respuestas: En el caso del ligante
(tthalpy)H, el ion Zn** fue el Gnico que indujo un aumento de intensidad de dicha
banda, observandose asi una respuesta radiométrica (Ig/ly), 1o que sugiere la posible
aplicacion del (tthalpy)H. para deteccién y cuantificacion de Zn®* en medios acuosos.
El ligante (tthalmpy)H; no mostr6 selectividad dentro del grupo de metales estudiados.
Sin embargo, dentro del grupo de metales pesados (Pb?*, Cd** y Hg?"), el ligante
muestra una respuesta radiométrica solo con el ion Cd?*, con el aumento de intensidad
de la emision de mondémero. Este resultado es de gran importancia debido a que son
pocos los quimiosensores que muestran una respuesta radiométrica a Cd** en medio
acuoso.

En la estandarizacion del método analitico del sistema Cu-(tthalpy)Hs, se encontro
que el limite de deteccién del instrumento fue de < 5x10° M con una correlacién de r = -
0.9833. Dicho método analitico tuvo una exactitud=96.4% y precision= 4.82x10°M +
5.29x10™° M. Los valores obtenidos cumplen con la norma NMX-AA-051-SCFI-2001

para la verificacion de un método analitico para la deteccion de metales.



ABSTRACT

In the present work was carried out studies of metallic coordination on aqueous
solutions of two ligands acyclic  bis-chromophoric  derivates  of
triethylenetetraminehexaacetic acid (ttha): (tthalpy)H, and (tthalmpy)H; by
fluorescence spectroscopy. The cationic metals included in this study were: Cu®**, Zn*",
Ni%*, Mn*, Cd**, Pb?* y Hg”*". We also performed the standardization of the analytical
method for the system Cu-(tthalpy)Hs.

Both ligands in their free form show the pyrene monomeric bands of emission
between 375 and 395 nm, and a broad band with a maximum at 488 nm attributed to
pyrene excimer. The coordination with all the metals studied caused the quenching of
excimer emission band, both as the ligand (tthalpy)H, as for the ligand (tthalmpy)H,.
We found that this effect was more significant in the case of (tthalpy)H, in respect of
this analogous (tthalmpy)Hs. Regarding the emission of monomer, the ligands showed
different responses: In the case of the ligand (tthalpy)H. the Zn** ion was the only that
induces increased intensity of the band, thus we observed ratiometric response (lg/lv),
suggesting the possible application of (tthalpy)H, for detection and quantification of
Zn*" in aqueous environments. The ligand (tthalmpy)H, did not show selectivity among
the group of metals studied. However, among the group of heavy metals (Pb?*, Cd*y
Hg?"), the ligand show a ratiometric response only with the Cd®" ion, with increasing
intensity of the monomeric emission. This result is very important because there are few

chemosensors that show ratiometric response to Cd?* in aqueous environments.

In the standardization of the analytic method of the system Cu-(tthalpy)H,, was
found that the detection limit of the instrument was < 5x10° M with a correlation of r = -
0.9833. This analytical method have exactitude of 96.4% and a precision of 4.2x10°M +
5.29x10™° M. The values obtained complied with the norm NMX-AA-051-SCFI-2001
for the verification for an analytical method for the detection of metals.



INTRODUCCION

Los metales tienen una gran importancia para nuestra sociedad, tanto en el ambito
industrial y de desarrollo tecnoldgico, como desde el punto de vista de la salud. A nivel
bioldgico, los metales cumplen funciones de gran importancia. Por ejemplo, metales
como el cinc, cobre, hierro y niquel juegan un papel importante como elementos traza en
reacciones bioguimicas y en el metabolismo humano. Estos metales son inocuos en bajas
concentraciones, pero son toxicos en concentraciones mayores a las requeridas. Por otro
lado, metales como plomo, mercurio, plata y cadmio son Ilamados venenos metabdlicos

por su alta toxicidad para los organismos.t* 2

El contacto humano con los cationes metalicos se produce a través del agua y los
alimentos, normalmente a dosis bajas, pero su toxicidad a lo largo de la historia se ha
expresado sobre todo por una exposicion profesional. Particularmente, los alrededores
de los establecimientos mineros muestran niveles altos de contaminacion por metales
pesados. Por consiguiente, es importante detectar y cuantificar estos iones metalicos aun
cuando se encuentren en concentraciones bajas para evaluar riesgos de salud y para el

monitoreo ambiental.

Actualmente existen diversos metodos analiticos para la deteccién de cationes
metélicos, como son la fotometria de flama, analisis de activacion de neutrones y la
espectroscopia de absorcion atomica. Este Gltimo es uno de los métodos experimentales
mas utilizados. Estas técnicas presentan una gran selectividad y sensibilidad, sin
embargo son técnicas caras y generalmente sofisticadas que dificultan la medicion en

tiempo real.”!



Un enfoque atractivo y de actualidad en la deteccidn y determinacion de metales es el
uso de métodos basados en la espectroscopia de fluorescencia, por las diversas ventajas
que ésta ofrece en cuanto a selectividad, sensibilidad, bajo costo y mediciones en tiempo
real. En este sentido, en las ultimas décadas se ha tenido un auge importante el disefio de
nuevas moléculas con la capacidad de detectar especies metélicas utilizando a la
fluorescencia como técnica de medicion. A este tipo de moléculas sintéticas se les

denomina quimiosensores fluorescentes.

Comunmente, los quimiosensores fluorescentes estan constituidos de una unidad
receptora (iondéforo) y una unidad activa (fluor6foro), las cuales pueden estar integradas
en una sola unidad molecular o bien puede estar enlazadas entre si a través de un
espaciador (Figura 1a). Recientemente los estudios se han enfocado en el disefio de un
tipo de quimiosensores fluorescentes, denominados bis-cromofdricos, constituidos por la
union de dos fluoroforos idénticos a través de una cadena de interconexion con
propiedades quelantes (Figura 1b). En este tipo de compuestos la union con el analito
puede inducir cambios conformacionales que favorezcan el acercamiento de los grupos

fluoréforos y la formacion de excimeros (del ingles excited dimers).

Los excimeros presentan bandas de emision a mayor longitud de onda y suelen ser
mas anchas, cuando se comparan con las bandas de emision del propio fluoréforo
(emision del monémero), por lo que son facilmente distinguibles en el espectro.””! En un
compuesto bis-cromoforico adecuadamente disefiado la unién con el analito provoca que
la emision de mondmero disminuya de intensidad en la medida que la emision de
excimero aumenta, o viceversa. La respuesta radiométrica observada (variacion en la
razon Ig/ly) tiene un gran potencial analitico, ya que puede autocalibrarse reduciendo al
minimo los errores experimentales, en relacion con el monitoreo de una sefial simple de

intensidad de fluorescencia, que puede verse afectada por otros factores externos.!
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Figura 1. Representacion esquematica de: a) tipos de quimiosensores fluorescentes. b) de un
guimiosensor bis-cromofaorico.

Fuente: [>*]



JUSTIFICACION

El grupo de Quimica Supramolecular (QS) del Departamento de Investigacion en
Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora (DIPM-UNISON) report6
recientemente la sintesis de seis nuevos ligantes aciclicos bis-cromoforicos solubles en
agua derivados de edta, dtpa y ttha, funcionalizados con grupos pireno.® Estos
compuestos forman excimeros intramoleculares de pireno en medio acuoso, cuya
intensidad de emision varia con el pH del medio. Debido a esta propiedad dichos

ligantes han sido propuestos como sensores de pH.!%

Dentro del grupo de compuestos derivados de pireno destacan los derivados de ttha,
(tthalpy)Hsy (tthalmpy)Hs (1y 2, Esquema I). Los ligantes 1 y 2 son solubles en agua,
con solubilidad del orden de ~0.2 mM (pH > 8.0), debido principalmente a la presencia
de los cuatro grupos aniénicos carboximetil de la cadena de ttha, lo que los coloca en
ventaja sobre otros ligantes previamente reportados. Los espectros de emision en agua
de ambos ligantes a pH > 8.0 presentan bandas tipicas de pireno monomérico localizadas
entre 375 y 395 nm y una intensa banda de excimero (dimero de estado excitado) con un
maximo alrededor de 480 nm. La eficiente formacion de excimero en estas moléculas es
atribuible a la flexibilidad de las cadenas de interconexion y a la facilidad de los grupos

pireno de formar dimeros, tanto en el estado basal como en el estado excitado.!*"

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion 'Y muestran que la
fluorescencia de los ligantes 1 y 2 es sensible a las condiciones de pH del medio. Esta
propiedad se correlacion6 con cambios en el estado de protonacion de las moléculas. A
pH > 11, ambos ligantes se encuentran totalmente desprotonados y presentan la maxima
emision de excimero. Al disminuir el pH, la formacion de especies protonadas provoca
una disminucion de la intensidad de emisién a 480 nm. En el caso del ligante 2 la

disminucion es gradual en toda la ventana de pH, mientras que para ligante 1 se
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observaron maximos en el perfil de Intensidad de fluorescencia (Ig) vs pH que coinciden
con la existencia de las diferentes especies protonadas determinadas por potenciometria.

Para ambos ligantes, la especie monoprotonada LH*~ predomina en el intervalo de
pH: 7.5 <pH <9.5. Enesta region de pH, la intensidad de fluorescencia presenta una
zona amplia de mé&xima intensidad, lo cual permite elegir un pH apropiado para realizar

estudios de coordinacion metalica.

Estudios de coordinacién preliminares,™ realizados en solucién a pH 7.9,
demuestran que la fluorescencia del ligante 1 es sensible a la presencia de los iones
metalicos Cu®*, Ni?* y Zn?*. En las titulaciones espectroscépicas con los iones Cu®* y
Ni?*, el ligante 1 mostré un apagamiento de la intensidad, tanto de la banda de emisién
del monémero como de la banda de emisidon de excimero. EI apagamiento de ambas
bandas de emision se atribuyd a la naturaleza paramagnética que presentan dichos
metales, los cuales tienen la capacidad de llevar a cabo mecanismos de transferencia de
energia (ET, del inglés energy transfer ) o transferencia de electrones (PET, del inglés
photoinduced electron transfer).ld En contraste, con el ion Zn®*, el ligante mostré una
respuesta radiométrica (Ig/lv), es decir, la intensidad de emision del excimero disminuye
y la intensidad de emision del monémero aumenta con el incremento de la concentracién
del metal. Se considera que la respuesta radiométrica observada es debida a cambios
conformacionales del ligante al ocurrir la coordinacion los cuales favorecen el traslape
de las unidades pireno, ya que este metal es un ion diamagnético y no tiene la capacidad
de llevar a cabo procesos de transferencia electronica PET ni de transferencia de energia

que extingan la intensidad de fluorescencia.



Con base en lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se plante6 llevar a
cabo un estudio de coordinacién mas completo, que incluya a los dos ligantes bis-pirenil
derivados de ttha: (tthalpy)H,y (tthalmpy)H,, asi como a un grupo amplio de cationes
metalicos de transicion y post-transicion, tanto paramagnéticos como diamagnéticos.
Los cationes metélicos seleccionados para este estudio fueron: Mn?*, Ni**, Cu**, Zn*,
Cd2+, ng+ y Pb2+.

Se evalud la capacidad de los ligantes 1 y 2 de actuar como sensores fluorescentes de
los iones Mn, Ni, Cu y Zn, los cuales son de gran importancia bioldgica, ya que juegan
papeles fundamentales en los seres vivos, tales como participacion en procesos
metabdlicos, composicion de proteinas, expresion de genes, etc. Asi mismo, se evalud la
respuesta de 1 y 2 hacia los iones Cd, Hg y Pb, por su alta toxicidad y dafio que
ocasionan en organismos como animales y plantas. Con base en los resultados obtenidos
en los diferentes sistemas ligante-metal, se selecciond el que presentd mejor respuesta,
con el objetivo de estandarizar el método analitico para la determinacion cuantitativa del
metal por el ligante.



ANTECEDENTES

Principios de Fluorescencia Molecular

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.!*!

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 2a), 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 2b). 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 107-
10°® s por consiguiente, la fluorescencia decrece rapidamente 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 2c) en donde el espin del electrén invierte su
orientacion y queda desapareado con el electron del estado fundamental. La emisién
entre un estado triplete excitado y un estado singulete fundamental se le llama
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.



A 4 t
rV 1 1

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

Figura 2. Representacién esquematica de los distintos estados, donde la flechas representan
la orientacion del espin.

Fuente: [*]
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En la Figura 3 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 Sy Las lineas gruesas superiores son los niveles de
energia de los estados vibracionales fundamentales de los tres estados electronicos
excitados: singuletes primero (S1) y segundo (S,) y triplete primero (T1). A cada uno de
los cuatro estados electronicos estdn asociados numerosos niveles de energia

vibracionales, los cuales se representan por las lineas delgadas.™?

La absorcién de un foton de energia correcta excita la molécula a uno de los estados
electronicos 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 3), que

conllevan la emisién de un fotén de radiacion.

Otros procesos de desactivacion son los no-radiativos. 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. Esta forma de relajacion es muy eficiente, prueba de ello es que la mayoria de
las moléculas no son fluorescentes; ademas, que las bandas de emision siempre se
observan desplazadas hacia longitudes de ondas mas largas respecto a las bandas de

absorcion. Este fenémeno es conocido como desplazamiento de Stokes (Figura 4).12

El termino conversion interna describe los procesos intermoleculares por los cuales la
molécula pasa a un estado electrénico de igual multiplicidad pero de més baja energia
sin emision de radiacion. Este proceso es particularmente eficaz cuando dos niveles de
energia electronicos estan lo suficientemente proximos como para que haya un

solapamiento de los niveles de energia vibracional. Esta situacion es la que presentan los
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Figura 3. Diagrama parcial de energia para un sistema fotoluminiscente.

Fuente: [*]
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dos estados singulete excitados en la Figura 3. Como lo muestran los solapamientos, las
energias potenciales de los dos estados excitados son idénticas; esta igualdad permite,

aparentemente, una transicion eficaz.

La desactivacion de un estado electrénico excitado puede incluir la interaccion y la
transferencia de energia entre la molécula excitada y el disolvente u otros solutos. Estos
procesos se llaman conversion externa o amortiguacion colisional. La evidencia mas
fuerte de la conversion externa es el marcado efecto que ejerce el disolvente sobre la
intensidad de la fluorescencia, asi como condiciones experimentales que tienden a
reducir el nimero de colisiones entre particulas (bajas temperaturas) que generalmente

aumentan la fluorescencia.™*?

El cruzamiento entre sistemas es un proceso en el cual se invierte el espin de un
electron excitado y por tanto ocurre la transformacion de un estado singulete a triplete o
viceversa. Al igual que en la conversion interna, la probabilidad de esta transicion
aumenta si los niveles vibracionales de los dos estados se solapan. La transicion
singulete/triplete que se muestra en la Figura 3 es un ejemplo; el estado vibracional
singulete mas bajo se solapa con uno de los niveles vibracionales triplete méas elevados y

asi es mas probable un cambio de espin.

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

que los procesos no radiantes, se observa tal emision.!*?

La fotoluminiscencia esta limitada a un namero relativamente pequefio de sistemas
gue 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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La fluorescencia rara vez es consecuencia de la absorcion de radiacion ultravioleta de
longitud de onda menor de 250 nm, ya que tal radiacion es suficientemente energética
como para producir el rompimiento de enlaces en algunas moléculas. Por consecuencia
la fluorescencia no es debida a transiciones 6—c*, ya que requieren de mas energia, por
lo tanto la fluorescencia se restringe a transiciones n—n* o n—n*, que estan asociadas a
los procesos menos energéticos (Figura 5). Sin embargo, las transiciones T—n* son las
mas frecuentes asociadas a la fluorescencia debido a que el tiempo de vida es mas corto
(10° a 10" s, comparado con el de una transicion n—a* que es 10”7 a 10° s) y es menos
probable que tengan lugar los procesos de desactivacion que compiten con la

fluorescencia.
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.

Las principales compuestos que presentan fluorescencia son los que contienen grupos
funcionales aromaticos que pueden presentar transiciones m—mn* de baja energia.
Conforme aumenta el numero de anillos bencénicos conjugados en la molécula, los
espectros de absorcion y fluorescencia tienden a desplazarse a mayores longitudes de
onda, adem&s que se observa un incremento en las intensidades de las bandas tanto

absorcién, como de fluorescencia (Tabla 1).
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Tabla 1. Longitudes de onda de fluorescencia de hidrocarburos aromaticos
en solucion.

Longitudes de onda fluorescente
Hidrocarburo

()“nm)
Benceno 270-310
Naftaleno 300 — 365
Antraceno 372 - 460
Fenantreno 348 — 407 (348, 366, 385, 407)
Pireno 370 —400
Fluoreno 302 — 370 (maxima 302, 325)

Fuente: [*]
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Quimiosensores Fluorescentes

Un quimiosensor es una molécula sintética capaz de unir selectiva y reversiblemente
al analito de estudio con un consecuente cambio en una o mas de las propiedades del
sistema. En el caso de los quimiosensores fluorescentes, la propiedad que cambia es la

fluorescencia.l*¥

El disefio de quimiosensores fluorescentes con propiedades novedosas ha tomado
mayor importancia por la alta demanda de estos compuestos en la quimica analitica,
bioquimica clinica, medicina, monitoreo ambiental, etc. Esto debido a que numerosos
analitos quimicos y bioguimicos pueden ser detectados por métodos fluorescentes. Entre
los analitos de interés se encuentran: cationes metalicos (Na*, K*, Cu®*, Mg?*, Zn**,
Pb**, Cd**, etc.), aniones orgénicos e inorgénicos (citratos, carboxilatos, fosfatos, ATP,

etc.), moléculas neutras (glucosa, urea, etc.) y gases (O,, CO,, NO, etc.).?

La mayoria de los quimiosensores fluorescentes reportados en la literatura estan
constituidos de una unidad receptora (ion6foro) y una unidad activa (fluoréforo), las
cuales pueden estar integradas en una sola unidad molecular o bien pueden estar
enlazadas entre si a través de un espaciador (Figura 1a). EI mecanismo de respuesta mas
comln de estos compuestos es la transferencia electronica fotoinducida (PET, de
Photoinduced Electron Transfer). La fluorescencia puede encenderse por efecto de la
complejacion o bien puede extinguirse. La unidad activa (fluor6foro) juega un rol central
en el desarrollo de quimiosensores. Los hidrocarburos aromaticos han sido extensamente

utilizados, debido a que muestran buena emision de fluorescencia.!* #

Un disefio novedoso de quimiosensores fluorescentes de metales es la union de dos
fluoréforos idénticos a través de una cadena de interconexion con propiedades quelantes
(Figura 1b). En este tipo de compuestos, denominados bis-cromofdricos, la unién con el

analito puede inducir cambios conformacionales que favorezcan el acercamiento de los
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grupos fluoréforos y la formacién de excimeros (de excited dimers, dimeros de estado
excitado). Estas especies originan bandas de emision desplazadas hacia el rojo,
facilmente distinguibles de la emision normal de mondmero, la cual tipicamente
disminuye de intensidad en la medida que la emision de excimero aumenta. La respuesta
radiométrica observada (variacion en la razon Ig/ly) tiene un gran potencial analitico ya

que puede autocalibrarse reduciendo al minimo los errores experimentales."!

Mecanismos de Respuesta de Quimiosensores Fluorescentes

Existen diferentes procesos que permiten utilizar como sefial de respuesta la variacion

de la intensidad de la fluorescencia tras el proceso de coordinacién:™!

e PET (transferencia electronica fotoinducida)

e EET (desactivacion por transferencia de energia).
e Formacion de Excimeros.

e Aumento de la rigidez.

PET (transferencia electrénica fotoinducida) vy EET (desactivacién por transferencia

de energia)

En la Figura 6 se encuentra esquematizado el proceso PET, en donde la molécula en
estado fundamental (1) es excitada con luz, lo que consigue promover un electron desde
el orbital molecular ocupado de mas alta energia (HOMO) al orbital molecular no
ocupado de méas baja energia (LUMO) para dar el estado excitado (Il). Sobre este
esquema basico de orbitales moleculares puede suceder que un orbital de otra parte de la
molécula, por ejemplo del centro coordinante, o de otra entidad molecular tenga una

energia intermedia entre la del HOMO vy la del LUMO del fluoréforo. Una nueva
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transferencia electrénica desde el LUMO del fluoroforo al orbital externo restaura el
estado fundamental (111).Siguiendo esta secuencia (I—III) se produce una desactivacion
del estado excitado de forma no radiante. Lo que se observa a nivel macroscopico es una

baja intensidad de emision o ausencia total de fluorescencia.™

Cuando se produce la coordinacion con un determinado analito (IV) se reordenan los
niveles energéticos de los orbitales del receptor. Si el sistema esta disefiado
adecuadamente, la coordinacién hard que el orbital externo que se situaba entre el
HOMO y el LUMO del fluor6foro disminuya su energia. En presencia del analito, el
complejo (IV) al absorber luz pasa al estado excitado (V), ahora no es posible un
mecanismo de desactivacion por transferencia de electrones, por lo que el complejo
excitado (V) es capaz de pasar al estado fundamental (V1) emitiendo radiacion
fluorescente. Siguiendo esta secuencia (IV—VI1), lo que se observa a nivel macroscopico
es un cambio de la intensidad de emision, indicativa de la presencia del analito y

proporcional a la concentracion de este. !

En un sensor basado en PET, tras la coordinacion de un ion pueden ocurrir dos
situaciones: a) que el PET mantenga apagada la fluorescencia en el sensor libre y cuando
ocurre la coordinacién con el ion el sensor emita; este proceso es conocido como
Aumento de la Fluorescencia debido a la Quelacion, CHEF (por sus siglas del inglés,
Chelation Enhancement of Fluorescence), o bien, b) que el sensor libre emita luz y al
presentarse la coordinacién apague la fluorescencia, proceso conocido como
Apagamiento de la Fluorescencia debido a la Quelacién, CHEQ (por sus siglas del

inglés, Chelation Enhancement of Quenching).!*®

Entre los iones metalicos que presentan habitualmente un proceso tipo CHEF son
Zn**, Cd* y AI**, en el caso de un proceso tipo CHEQ son Cu?®*, Hg*" y Ni**.*®!
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Figura 6. Esquema del reconocimiento molecular mediante transferencia electrénica
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Fuente: []
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Los sistemas que se basan en el mecanismo de transferencia de energia electrénica
(EET) estan compuestos por dos 0 més moléculas de fluoroforos diferentes enlazadas
mediante grupos espaciadores saturados. La mayoria de ellos se basan en los cambios
conformacionales que ocurren con la coordinacion de un analito. Como la energia de un
sistema siempre tiende a disminuir, un estado excitado de mayor energia le donara su
excitacion a un estado excitado de menor energia. Asi, el mecanismo de EET consiste en
el proceso fotofisico por el que un estado excitado de una entidad molecular (donador)
se desactiva a un estado electrénico de menor energia mediante la transferencia de su
energia a una segunda entidad molecular (aceptor) la cual pasa a un estado de mayor

energia. [**!

Formacién de Excimeros

Los excimeros se forman por colision entre una molécula excitada y una molécula
idéntica no excitada:
M*+M & (EE)*

La representacion simbdlica (EE)* muestra que la energia de excitacion esta
deslocalizada sobre las dos unidades (Figura 7). La formacion de excimeros es un
proceso controlado por difusion y es una interaccion de corto alcance. De esta manera
los efectos fotofisicos son detectados a concentraciones relativamente altas de tal forma
que pueda ocurrir un numero de colisiones suficiente durante el tiempo de vida del

estado excitado.

Los excimeros se forman de manera habitual cuando se emplean fluoroforos
aromaticos y planos, como por ejemplo hidrocarburos aromaticos policiclicos tales como
el pireno y el antraceno. La formacion de excimeros intermoleculares de pireno en

solucion depende de la concentracion y se observan generalmente en concentraciones
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altas (>1 mM) (Figura 8). En cambio, la formacion de excimeros intramoleculares es
independiente de la concentracion y puede observarse en compuestos que contienen dos
subunidades pireno separadas por un puente alquilo. Con este tipo de excimeros se
pueden presentar dificultades por la posible dependencia de la temperatura. En contraste
a la formacion de excimeros intermoleculares, este proceso es no translacional pero
requiere acercamiento de las dos unidades a través de rotaciones internas durante el

tiempo de vida del estado excitado.

Existen reportes de compuestos en los cuales las unidades pireno se encuentran
preasociadas en el estado basal. Este tipo de asociacion conduce a lo que se conoce
como excimeros estaticos, a diferencia de los excimeros dinamicos los cuales son
dimeros que estan asociados en el estado electronico excitado y que se disocian en el
estado basal. Los excimeros estaticos son formados por via directa de una fotoexcitacion
del dimero intramolecular en el estado basal, GSD (por sus siglas en inglés Ground State

Dimer).[16-281

Una manera de distinguir entre estos dos tipos de excimeros es mediante el andlisis de
los espectros de excitacion y los espectros de ultravioleta. En el caso de preasociacion,
los espectros de excitacion a longitud de onda de excimero son ensanchados vy
desplazados hacia el rojo, en relacién con los espectros de excitacion obtenidos a
longitud de onda de mondémero. Adicionalmente, las bandas de pireno en la region del
Ultravioleta se muestran perturbadas por la cercania de los dos sistemas aromaticos,
mientras que las bandas de pireno en un excimero dindmico se aprecian con estructura

vibracional.[**!
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Figura 8. Dependencia de la fluorescencia del pireno en solucién de ciclohexano como
funcidn de la concentracion. Concentraciones (nM): A, 10; B, 7.75; C, 5.5; D, 3.25; E, 1.0; F,
0.1. Se observan las bandas caracteristicas de la unidad monomeérica del pireno (370 y 400 nm) y
las bandas correspondientes al excimero de pireno (aprox. a los 488 nm).

Fuente: [2]
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Aumento de la rigidez

Como consecuencia de la coordinacion del anion puede tener lugar un aumento de la
rigidez del complejo formado, lo que hace menos probable la desactivacion no radiante
del estado excitado dando lugar a aumentos en la intensidad de emision. En estos
sistemas se observa generalmente un aumento de la fluorescencia tras el proceso de

coordinacion.*®

Avances Recientes en el Desarrollo de Quimiosensores Fluorescentes de lones

Metalicos: Quimiosensores Aciclicos Tipo Bis-Pirenil

Se han desarrollado una variedad de quimiosensores para la deteccion de iones
metalicos, los cuales utilizan como unidad de sefializacién unidades de naftaleno,
antraceno y/o pireno. El pireno es uno de los fluor6foros mas estudiados y utilizados
debido a: Excelente luminiscencia, con rendimientos cuanticos altos, ®etano= 0.65,

Tiempos de vida largos, tsetanoi= 410 ns y Facilidad de formacion de excimeros.™

En la literatura se encuentran reportados varios quimiosensores del tipo bis-
cromoforicos, los cuales utilizan al pireno como unidad de sefializacion. Algunos de
estos compuestos son capaces de mostrar un aumento o una disminucién de la intensidad
de emision de excimero al ocurrir la coordinacién del metal con la unidad quelante.[*® **-
24 Sin embargo, una desventaja que presentan es que la gran mayoria de ellos son
insolubles en agua y solo operan en solventes orgénicos®®” o mezclas de solvente
organico/agua.?? Este Gltimo punto es critico porque la solubilidad en agua es requisito
indispensable para la aplicacion de estos compuestos en sistemas bioldgicos y en areas

tan importantes como la quimica analitica y la quimica clinica.*®
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Quimiosensores biscromoforicos-bispirenil para Cu®*

Jin Jun E. et al. (2006) @ reportaron la sintesis de un nuevo receptor tipo binaftil-
eter (Figura 9-Q;) el cual presentdé un aumento de la intensidad, acompafiado de un
desplazamiento hacia el azul de la emision de excimero, después de la adicion del ion
Cu®*" en CHCN. Yang J-S. et al. (2001) ™! reportaron la sintesis de un derivado de
pentaceno (Figura9-Qy), el cual presentd un aumento y desplazamiento hacia el azul de
la emisién de excimero con la coordinacién con Cu?* en CH,Cl,. Ambos autores
mencionan que el desplazamiento hacia el azul de la banda de excimero, es atribuido a la

conversion de un excimero dindmico a un apilamiento de excimero estético.

Quimiosensores biscromoforicos-bispirenil para Hg**

Recientemente se han reportado sensores selectivos a iones Hg?*, tal como el
sensor fluorescente derivado de un azadieno (Figura9-Qs), sintetizado por Zhou Y. et al.
(2010) %) en el cual se observé un aumento en la fluorescencia de la banda de excimero
en presencia del ion Hg”* en HEPES-CH3CN (80:20, v/v). Por otro lado se reporta un
sensor fluorescente derivado de terfenil (Figura9-Q.) por Bhalla V. et al. (2009) 27 el
cual no se observé la formacién de excimero en la adicién del ion Hg?*, sin embargo se
observo un Unico aumento en la intensidad de la banda de mondémero de pireno en THF—
H,O (9.5:0.5, v/v). El grupo de investigacion de Kim J. S. et al. (2007) ! reportaron la
sintesis de un sensor fluorescente selectivo a Hg?*, derivado de dioxaoctanodiamina
(Figura9-Qs), el cual apagd la fluorescencia por completo de ambas bandas de emisién,

tanto monomero como excimero de pireno en MeOH-H,0 (1:1, v/v).
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Quimiosensores biscromofdricos-bispirenil para Pb*

Hou C. et al. (2011) ! disefiaron un sensor fluorescente selectivo al ion metalico
Pb**, uniendo a dos grupos pireno por un puente de tio-ester (Figura9-Qs), el cual solo
en presencia del ion Pb?* provocd el apagamiento de la intensidad de la banda de
monomero y la aparicion de la banda de emision de excimero, observandose asi una
respuesta radiométrica. Este es un caso muy especial, debido a que se llevaron a cabo
estudios en un sistema bioldgico-plasma humano (buffer HEPES conteniendo 10%

DMSO a pH 7.4) en donde se observd la misma respuesta radiométrica que en solucion.

Quimiosensores biscromoféricos-bispirenil con Reconocimiento Dual

Algunos reportes muestran un modo dual de reconocimiento de iones metalicos.
Ejemplo de ellos es el reportado por Chandrasekhar V. et al. (2011) % un derivado de
hidroxi-diaminopropano (Figura9-Q-), el cual mostré una respuesta radiométrica, es
decir un aumento de intensidad de la banda de mondmero y una disminucion de la banda
de excimero de pireno, en H,O/CH3CN (1/1, v/v). En contraste, Martinez R. et al. (2005)
B reportaron un sensor fluorescente derivado de azina (Figura9-Qsg), el cual fue
selectivo a los iones Cu?* y Hg®*, con un aumento en las intensidades de las bandas de
emisién de mondmero-excimero de pireno, ademas de un desplazamiento hacia el rojo
de la banda de emision de excimero en CH;CN. Hung H.-C. et al. (2009) % sintetizaron
un sensor fluorescente selectivo a iones Pb** y Cd?*, derivado de bis-triazoles (Figura9-
Qo), el cual mostrd un apagamiento de las bandas de emisién de mondémero y excimero
en el caso del ion Pb?*" y una respuesta radiométrica con el ion Cd**, es decir, una
disminucion de la banda de emision de excimero con una aumento en la banda de

monomero de pireno, estos resultados fueron obtenidos en CH3CN.
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Figura 9. Quimiosensores de tipo biscromoféricos-bispirenil. Los cuales presentan una
selectividad a iones metalicos.

Fuente: [19, 22, 26—32]
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Contaminacion por Metales Potencialmente Toxicos

Los metales se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos se pueden
convertir en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera mediante
actividades humanas. En general, esto puede ocurrir durante la extraccion minera, el
refinamiento de productos mineros o por la liberacion al ambiente de efluentes
industriales y emisiones vehiculares. Ademas, la inadecuada disposicion de residuos
metalicos también ha ocasionado la contaminacion del suelo, agua superficial y

subterranea y de ambientes acuaticos.

La contaminacion proveniente de la mineria existe en todo el mundo; por ejemplo,
la severa contaminacion de agua para uso domestico y uso agricola por metales pesados
en Tasmania causada por las minas de estafio y tungsteno,¥! las minas abandonadas en
Keno Hill Mining en Canadé B* y los yacimientos de carbén en la Regién de Santa
Catarina, al sur del Brasil.*® En México, la mineria ha sido una actividad econémica de
gran importancia. Sin embargo, el procesamiento de mineral ha generado una gran

cantidad de residuos, los cuales generalmente se depositan en suelos y aguas adyacentes.

En el estado de Sonora, México, la industria minera es una de las actividades
econdmicas 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 concentracion es mas bajas a las detectadas en el Rio
San Pedro.® Otro caso de contaminacién por la actividad minera se presenta en la

ciudad de Nacozari de Garcia, Sonora, en la cual se detectaron concentraciones bajas de
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metales como Cr, Mn, Ni, Zn As, Se, Mo, Ba y Pb, asi como concentraciones altas de
Ag, Cuy Hg.E"

Por otra parte, al sur del estado de Sonora se realiz6 un estudio donde se demuestra
que las empresas dedicadas en la produccion de fertilizantes son las responsables de la
contaminacion de agua por metales, encontrandose concentraciones bajas de: Cd, Cr,
Cu, Hg, Ni, Pb, Zn y As. Estos metales, al ser bioacumulables, pueden ser los causantes

de la extincion de la fauna marina en el municipio de Huatabampo.&®!

Por todo lo anteriormente expuesto, es clara la importancia de detectar estos metales,
aln 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 metélicos, entre ellos se encuentran:
fotometria de flama, espectroscopia de absorcion atémica, andlisis de activacion de
neutrones, etc. Las desventajas de estos métodos son que requieren de técnicas
sofisticadas y utilizan instrumentos muy caros. Es por lo tanto de gran importancia el
desarrollo de nuevas técnicas con alta especificidad y sensibilidad, ademés de que sean

rapidas y de bajo costo.l”!

En este contexto, la quimica supramolecular ha contribuido con el disefio y sintesis de
sensores moleculares para el reconocimiento de iones metalicos, que en Gltima instancia
permitiran la puesta a punto de nuevas tecnologias para la deteccidon de sustancias

contaminantes de forma rapida y econémica.
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Estandarizacion de un Método Espectrofotométrico

La estandarizacion de un método analitico es un proceso experimental que requiere
de pruebas adecuadas, que permite evaluar o determinar si el esquema analitico cumple
con los atributos de calidad, demostrando si el método es apropiado para la aplicacion
analitica. Entre los parametros que se siguen para dicho proceso son la linealidad, limite

de deteccion, exactitud y precision.®*!

Limite de deteccion del instrumento: Se puede describir como aquella concentracion

que proporciona una sefial en el instrumento significativamente diferente de la sefial de
una muestra en “blanco” o “sefial de fondo”. El limite de deteccion de un método se
calcula con la ayuda de la zona de la representacion cercana al origen, y utiliza tanto la
pendiente como la ordenada al origen. En el presente trabajo se utilizo el criterio del
limite de deteccion, como la cantidad de concentracion de analito que proporciona una
sefial igual a la sefial del blanco (yg), méas tres veces la desviacién estandar del blanco
(Sg). B

Exactitud: Mide la concordancia entre el valor medido y el valor verdadero. El valor
verdadero nunca se alcanza, y por lo tanto se usa como valor verdadero el valor
generado por un material de referencia. La exactitud se reporta como porcentaje de

recuperacion del metal afiadido, la cual debe ser entre 85 % y 115 %.[*"

Precision: Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes alicuotas o porciones de
una muestra homogénea. Usualmente se expresa en términos del intervalo de confianza

o incertidumbre 1



EXPERIMENTAL

En este trabajo se llevaron a cabo titulaciones fluorimétricas de los ligantes
(tthalpy)H4 (1) y (tthalmpy)H, (2) a pH y temperatura constantes, con diferentes iones
metalicos de naturaleza diamagnética o paramagnética de interés bioldgico-ambiental,
con el objetivo de evaluar la posible aplicacion de los compuestos como sensores
fluorescentes de metales. Asi mismo, se llevo a cabo la estandarizacion del método para
el sistema Ligante-Metal que mostrd la mejor respuesta y un mayor coeficiente de
correlacion, con la obtencion de los siguientes pardmetros: limite de deteccion del

instrumento, precision y exactitud.

Los espectros de emision se obtuvieron en un espectrofotometro de Luminiscencia
marca Perkin-Elmer, modelo LS50B. Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C y
pH 7.9 (buffer MOP’S). La seleccion del pH para estos estudios se hizo con base en los
perfiles ya reportados®®* de I vs pH de los ligantes 1y 2 (Figura A, Anexo 1). A pH
7.9 las curvas muestran una meseta (plateau), region de poca variacion de intensidad al
variar el pH, lo que asegura que los cambios observados durante las titulaciones sean
debidos a la coordinacién y no a pequefias fluctuaciones del pH del medio. Ademas,
estudios potenciométricos realizados a 1 y 2 indican que a pH 7.9 predomina una

sola especie en solucion, lo cual es también adecuado para los estudios de coordinacién.

Reactivos
Para la realizacion del trabajo de tesis se sintetizd el ligante 2 de acuerdo a la
metodologia reportada por Pérez-Gonzalez, R. et al. (2011)® La pureza del compuesto

fue verificada por *H RMN. El ligante 1 fue proporcionado por la Dra. Lorena Machi.
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Los reactivos que se utilizaron en los estudios espectroscopicos estan disponibles
comercialmente y se enlistan a continuacion. Todos fueron utilizados tal como se

recibieron del proveedor.

e Sales metalicas:
- CdCly, marca Aldrich 99.99%
- CuCly, marca Aldrich 99.99%
- MnCl,-7H,0,marca Espectrum.
- NiCly, marca Aldrich 99.99%
- PbCl,, marca Aldrich 99.99%
- ZnCly, marca Aldrich 99.99%
- HgCl,, marca Baker Analyzed, Grado Analitico.
e Buffer MOP’S (&cido 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 Carbonato de sodio (Na,CO3), marca Merck.
e Murexida/NaCl (10 mg/5 g).

e Acido etilendiaminotetraacético sal disddica (EDTA-Na,), marca Aldrich.
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Metodologias

Estudio del Efecto de Coordinacién Metalica en los Espectros Electrénicos de
Emisidn de los Ligantes (tthalpy)H, (1) y (tthalmpy)H, (2)

Para estudiar los cambios espectrales provocados por la complejacion de los ligantes
con los diferentes cationes metalicos, se procedid a obtener los espectros de emision de
las soluciones variando la razén [M**]/[L] a temperatura y pH constantes (25°C, pH 7.9,
buffer MOP’S).

Las titulaciones espectroscopicas se realizaron directamente en la celda del
espectrofotometro. En cada experimento se colocaron 3 mL de solucién del ligante con
concentracion apropiada (1.0x10° M para el ligante 1 y 5.0x107 M para el ligante 2) a
un pH 7.9 (buffer MOP’S) y se le fueron adicionando alicuotas de 10 pL de solucion de
cloruro metélico a estudiar (el volumen total afiadido fue de 400 pL). Después de la
adicion de cada alicuota, la solucion se agité por 3 min con la ayuda de un agitador

magnético y posteriormente se obtuvieron los espectros de fluorescencia.

Cada experimento se llevd a cabo utilizando soluciones de sales metalicas de Cd**,
Cu?*, Hg**, Mn?*, Ni**, Pb*" y Zn®*" a concentraciones de 3.0x10° M (en el caso del
ligante 1) y 1.5x10™ M (en el caso del ligante 2). Cada solucién metalica fue valorada

previamente con EDTA-Na, utilizando como indicador murexida.
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Para la calibracion del método se obtuvieron los espectros de emision de una serie

de soluciones estandar de concentracién constante de ligante 1 (1.0x10° M), con

M, 3.0x10® M, 5.0x10® M y 7.0x10® M.

diferentes concentraciones de Cu®*; dichas concentraciones fueron: 5.0x10° M, 1.0x10®

Para la obtencion de los parametros estadisticos de precision y exactitud se llevo a

espectros de emision de cada solucion estandar preparada.

cabo la preparacion de cinco soluciones estandar de una misma concentracion del
complejo Cu-1. Para estas determinaciones, las concentraciones de metal y ligante

fueron 5.0x10° M y 1.0x10° M, respectivamente. En seguida fueron obtenidos los

Para la obtencion de la exactitud del método analitico se expreso en términos del

porcentaje de recuperacion, y se obtuvo mediante la siguiente formula:

Cantidad encontrada

Recuperacion (%) = Cantidad vedl x 100

En caso de la precision se obtuvo a partir de la siguiente formula:

Donde:

x = es la media calculada a partir de cinco mediciones independientes
tq/2 = €s el valor de la t de Student para un nivel de significancia del 95%
s = es la desviacion estandar de la muestra

n = es el nimero de muestra analizadas



RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de Coordinacion Metalica en Solucion

Con el fin de evaluar la respuesta de los ligantes (tthalpy)H, (1) y (tthalmpy)H, (2)
como sensores fluorescentes de iones metalicos, se realizaron titulaciones fluorimétricas
con los diferentes iones metalicos (Figuras 10 y 11). Las titulaciones se llevaron a cabo a
25°C y a un pH de 7.9 (buffer MOP’S). A continuacion se describen los resultados

obtenidos:

Estudio del Efecto de Coordinacion Metalica en los Espectros Electréonicos de
Emision del Ligante (tthalpy)H, (1)

En los espectros de emision del ligante 1 a pH 7.9, se pueden apreciar las bandas
tipicas de la unidad mondémerica de pireno, localizadas entre 375 y 395 nm, asi como
una banda ancha con maximo en alrededor de 488 nm, la cual corresponde al excimero
del pireno (ver Figura A, y As, Anexo 1). Dicha banda de emision de excimero resultd
ser muy sensible a la presencia de iones metalicos (disminucion de intensidad de entre
29-97 %, con la adicién de 1 equivalente de los diferentes metales), en comparacion con
la banda de emisién de mondmero (disminucién de intensidad de entre 0.5-33 % para
todos los metales excepto Zn®*, con el cual se incrementd en un 57%) (ver Figuras 10 y
11y Tabla 2).

En la Figura 12 se muestra un grafico de barras en donde se pueden apreciar
conjuntamente los cambios en las intensidades de emision tanto de excimero como de
monomero del ligante 1 ante la adicion de 1 eq (equivalente) de cada uno de los iones
metalicos estudiados. Todos los metales, con excepcién del ion Zn** que causa un efecto
radiométrico, provocaron pérdida de intensidad de emision tanto de excimero como de

mondmero.
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W tthalpy excimero (IE)

Otthalmpy excimero (IE)

[(1-1,)/1,] x 100

-100

Figura 10. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emision de excimero de
(tthalpy)H,4 (1) y (tthalmpy)H, (2) en presencia de 1 equivalente de varios iones metalicos a pH
7.9 (buffer MOP’S); [1]= 1.0 X10® M, Aem= 480 nm y [2]= 5.0 X107 M, Aen= 480 nm.
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Zn Pb Cd Cu Ni Mn Hg

H tthalpy mondmero (IM)

O tthalmpy monémero (IM)

[(1-1,)/15] x 100

Figura 11. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emision de monémero de
(tthalpy)H, (1) y (tthalmpy)H, (2) en presencia de 1 equivalente de varios iones metalicos a pH
7.9 (buffer MOP’S); [1]= 1.0 x10° M y [2]= 5.0 x10”" M; Aen= 395 nm.
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Zn Pb Cd Cu Ni Mn Hg

Otthalpy excimero (IE)
E tthalpy mondémero (IM)

[(1-1,)/1,] x 100

Figura 12. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emision de excimero y de
mondmero del ligante (tthalmpy)H, en presencia de 1 equivalente de varios iones metalicos a
pH 7.9 (buffer MOP’S); [L]= 1.0 x10®° M, Aen= 480 nm (excimero), 395 nm (MONOMEro); Ae=
342 nm.



Tabla 2. Cambios en la Intensidad de las Bandas de Emisidn de los ligantes (tthalpy)H,y

(tthalmpy)H, (%) por efecto de la Coordinacion Metélica (adicién de 1 eq. de metal).
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Cambios en la Intensidad de la Fluorescencia*

lon Mondémero Excimero
Metalico
(tthalpy)H; (tthalmpy)H, (tthalpy)H, (tthalmpy)H,

zZn** +57 % +14 % -88% -16 %
Pb%* -10% -5 % -80 % -36 %
Ccd* -8% +5% -29 % -14 %
cu® -33% -17% -97% -71%
Ni* -05% -20 % -94 % -36 %
Mn?* -6 % -5% - 66 % -35%
Hg®* -13% -12% -84 % - 48 %

* El signo negativo (-) significa una disminucion de la fluorescencia y el signo positivo

(+) un aumento en la fluorescencia.
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A continuacion se discuten los resultados de este estudio de manera separada,
primero para los complejos paramagnéticos M-1 (M= Cu, Ni y Mn) y enseguida para los
complejos diamagnéticos M-1 (M= Zn, Cd, Pb y Hg).

Espectros de Fluorescencia de los Complejos Paramagnéticos Cu-(tthalpy)Ha, Ni-
(tthalpy)Hsy Mn-(tthalpy)H,

En la Figura A, que se encuentra en Anexo 1, se muestran los espectros de
fluorescencia obtenidos en las titulaciones de 1 con los iones Cu?*, Ni** y Mn?*. En
todos los casos a medida que incrementa la concentracion del metal, la intensidad de la
banda de emision de excimero disminuye casi en su totalidad (~97% en el caso de Cu®",
~94% en el caso de Ni**y ~66% para el caso de Mn**, a 1 eq. de cada uno de los
metales) mientras que la intensidad de la banda de emision del monémero disminuye
solo parcialmente. En la Tabla 2 se resumen los porcentajes de incremento y
disminucion de intensidades para cada titulacion realizada. EI apagamiento observado de
la emision tanto de mondémero como de excimero, puede atribuirse a que los iones son
de naturaleza paramagnética, los cuales tienen la capacidad de apagar la fluorescencia

por mecanismo de transferencia de energia o transferencia de electrones.

Un andlisis de las gréficas de intensidad de excimero Ig vs relacion molar (Figura 13),
permite estimar las estequiometrias de los complejos formados. Para los casos de los
iones Cu”" y Ni*" se puede apreciar como el perfil de Ig disminuye gradualmente hasta
llegar a la proporcion [M]/[L] de aproximadamente 1, lo que sugiere una estequiometria
1:1 para estos complejos. Para el caso del ion Mn?* aparentemente se observa una

estequiometria de 2:1 L:M (ver Figura A, en Anexo 1).
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Figura 13. Cambios en la intensidad de fluorescencia, [(I-1,)/1,] (Ie= figuras llenas y Iy =figuras
vacias) del ligante (tthalpy)H, en funcién de la razon [M]/[L]. [L]= 1.0x10° M, pH 7.9 (buffer
MOP’S), T=25°C. Las intensidades se muestran como Iy Iy normalizadas.
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Espectros de Fluorescencia de los Complejos Diamagnéticos Zn-(tthalpy)H,, Pb-
(tthalpy)H,4, Cd-(tthalpy)H,y Hg-(tthalpy)H,

La coordinacién del ion Zn?* al ligante 1 provocé una respuesta radiométrica (Ig/lv),
es decir, la intensidad de emision del excimero disminuye (~88%) y la intensidad de
emisién del monémero aumenta (~57%). En los casos de los iones Pb*, Cd** y Hg?* se
observO un apagamiento tanto de la banda de emision de excimero como de la de
mondmero (ver Figura Az en Anexo 1 y Figura 12). Los porcentajes respectivos de
apagamiento con la adicion de 1 eq de cada uno de los metales se muestran en la Tabla
2.

Se considera que en el caso del ion Zn?*, la respuesta radiométrica observada es
debida a cambios conformacionales del ligante al ocurrir la coordinacion. Dado que el
cinc es un ion diamagnético y no tiene capacidad de llevar a cabo procesos de
transferencia electronica ni de transferencia de energia, se asume que la disminucion de
la intensidad de emision de excimero es debida a que la formacion del complejo
desfavorece o dificulta el traslape de las unidades pireno, tanto en el estado basal como

en el estado excitado.

Los iones Pb?*, Cd** y Hg®" también son de naturaleza diamagnética al igual que el
Zn**, sin embargo, no ocurre una respuesta radiométrica debido que hay un apagamiento
de las bandas de emision de excimero y mondmero. En estos casos, los cambios

observados pueden atribuirse a efecto del ion pesado en la emision de fluorescencia.!*!!

En la Figura 14 se muestran las curvas de intensidad de las bandas de excimero (lg) y
de mondmero (ly) de 1 en funcién de la razén [M]/[L]. Las estequiometrias M:L pueden
estimarse como 1:1 para el complejo de plomo y 2:1 para los complejos de mercurio y

de cinc.
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En el caso del ion Cd** se observa un cambio peculiar en la intensidad de emisién del
ligante: A bajas concentraciones de metal ocurre un aumento en la intensidad de la
banda de excimero (lg) hasta llegar a un maximo; posteriormente, con el incremento en
la concentracion de metal, la intensidad empieza a disminuir. Con la adicién de hasta
cuatro equivalentes de Cd** no se observé saturacion de la curva de titulacién, lo cual
dificulté estimar la estequiometria del complejo. Es posible que el incremento inicial de
intensidad se deba a la formacion de un primer tipo de complejo; de tal manera que con
la adicion de mas cantidad de metal, ocurre la formacion de un segundo tipo de
complejo que ocasiona el cambio observado en la banda de excimero Ig. Este efecto fue
reportado por Kakizawa et al. (1993) ***8 en la formacién de un complejo de calcio con
un ligante aciclico. Las primeras adiciones de metal provocan que la banda de
fluorescencia del excimero (490 nm) disminuya de intensidad, para posteriormente
aumentar dicha banda con el incremento de la concentracién de iones Ca?*. Los autores
atribuyen este fenémeno a que al inicio, el ion Ca** formé un complejo 1:2 (M:L)
debido a que el ligante esta en exceso y al adicionarle un exceso de Ca** el complejo 1:2

cambia a un complejo 1:1.

Respuesta del complejo Zn-(tthalpy)H,: Quimiosensor para Zn”*

De todos los iones metalicos estudiados con el ligante 1, el ion Zn** fue el tnico que
mostré una respuesta radiométrica (Ig/ly) con el incremento de la concentracion del
metal, en donde la banda de emisién de excimero (lg) disminuye, mientras que la banda
de emision de monomero (ly) aumenta. En términos de la respuesta, se puede decir que
el ligante 1 es selectivo al ion Zn** debido a que es el Gnico metal que muestra un

aumento de la banda de emision de monémero, como se observa en la Figura 14.
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Figura 14. Cambios en la intensidad de fluorescencia, [(I-1,)/1,] (Ie= figuras llenas y Iy =figuras
vacias) del ligante (tthalpy)H, en funcién de la razén [M]J/[L]. [L]= 1.0x10° M, pH 7.9 (buffer
MOP’S), T=25°C. Las intensidades se muestran como Iz y Iy normalizadas.
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Estudio del Efecto de Coordinacion Metalica en los Espectros Electronicos de
Emision del Ligante (tthalmpy)H, (2)

En los espectros de emision del ligante 2 a pH 7.9 (ver Figuras A; y As, Anexo 1), se
pueden apreciar una intensa banda de emision estructurada perteneciente al monémero
de pireno (con maximos de 376 y 395 nm) y una banda ancha de baja intensidad con un
maximo a 480 nm, perteneciente a la banda de emision de excimero. La razon de
intensidades Ig/ly en el espectro de emision del ligante 2 libre es mas baja que la
observada para el ligante 1. Esto puede deberse a la presencia del grupo metileno entre
el grupo amida y el fluoréforo (ver Esquema 1), el cual incrementa la flexibilidad de la

molécula y desfavorece el acercamiento de los grupos pireno.

La sensibilidad de la fluorescencia del ligante 2 a la coordinacion metalica fué, en
términos generales, menor a la que presentd el ligante 1 (ver Figuras 10 y 11 y Tabla 2).
La presencia de 1 equivalente de los diferentes iones metalicos provoco disminuciones
de la intensidad de emision de excimero que oscilan entre 14 y 71% , en comparacion
con los valores de entre 29 y 97% observados para el ligante 1. Este mismo efecto se
observé en la emision de monémero, aunque solo para los metales Pb?*, Cu?*, Mn*" y
Hg?* (disminucién de intensidad de entre 5y 17%, en comparacién con los valores de
entre 6 y 33% observados para el ligante 1). En el caso del ion Ni*, la caida en la
intensidad de emision de monémero fue de 20% (en comparacion al 0.5% que presentd
el ligante 1), mientras que los iones Cd?* y Zn?* provocaron incremento en la intensidad

de dicha banda (5 y 14%, respectivamente).

En la Figura 15 se muestra un grafico de barras en el cual se pueden apreciar de
manera conjunta los cambios en la fluorescencia del ligante 2 por efecto de la adicion de
1 equivalente de los distintos iones metalicos estudiados. Como se puede apreciar, el ion
Cu?* produce el apagamiento mas fuerte de la intensidad de emision y los iones Zn** y

Cd** provocan una respuesta radiométrica (A Ig/lv). A continuacién se discutiran
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2+ Npi2+
, Ni

primero los resultados de la complejacion con los iones paramagnéticos Cu y

Mn®* y enseguida lo correspondiente a los iones diamagnéticos Zn**, Cd*", Pb** y Hg*".

Espectros de Fluorescencia de los Complejos Paramagnéticos Cu-(tthalmpy)H,, Ni-
(tthalmpy)H, y Mn-(tthalmpy)H,

La complejacién del ligante 2 con cada uno de los iones metalicos paramagnéticos
Cu?, Ni** y Mn®* provocé una disminucién de la intensidad de emisién tanto de
mondmero como de excimero (ver Figura 15 y Figura A4 en Anexo 1). El ion cobre
provocé el mayor cambio de la intensidad de fluorescencia de excimero con una
disminucién de ~71%, mientras que los iones Ni** y Mn?* solo provocan una

disminucion de 36 y 35%, respectivamente (ver Tabla 2).

En la Figura 16 se muestra las gréficas de intensidad de emision tanto de excimero
(1) como de monémero (ly) en funcién de la relacién molar [M**]/[L] con los tres iones
paramagnéticos estudiados. En el caso del ion Cu®, el perfil de lg disminuye
gradualmente hasta llegar a la proporcién [M?*]/[L] de aproximadamente 1, lo que
sugiere una estequiometria de complejacion de 1:1. En el caso de Mn* y Ni**, los
perfiles de intensidad no muestran una saturacion, lo que dificultd estimar las

estequiometrias de los complejos.
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20 Zn Pb Cd Cu Ni Mn Hg

Otthalmpy excimero (IE)
HE tthalmpy mondmero (IM)

Figura 15. Cambios en la intensidad de florescencia de la banda de emision de excimero y de
monomero del ligante (tthalmpy)H, en presencia de 1 equivalente de varios iones metélicos a
pH 7.9 (buffer MOP’S); [L]= 5.0 X107 M, Aen= 475 nm (excimero), 395 nm (MONGMEro); Ae=
342 nm.
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Figura 16. Cambios en la intensidad de fluorescencia, [(I-1,)/1,] (Ie= figuras llenas y Iy =figuras
vacias) del ligante (tthalmpy)H, en funcién de la razon [M2]/[L]. [L]= 5.0x107 M, pH 7.9
(buffer MOP’S), T=25°C. Las intensidades se muestran como Iy Iy, normalizadas.
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Espectros de Fluorescencia de los Complejos Diamagnéticos Zn-(tthalmpy)H,, Pb-
(tthalmpy)H., Cd-(tthalmpy)H,y Hg-(tthalmpy)H,

En la Figura As de Anexo 1 se muestran los espectros de emision obtenidos en las
titulaciones de 2 con los iones Zn®*, Pb*, Cd** y Hg?*. En el caso de los iones Zn*"y
Cd** el ligante mostré6 una respuesta radiométrica: La intensidad de emision del
excimero disminuye (~15% en ambos iones) y la intensidad de emision del monémero
aumenta (~14% para ion Zn**y de 5% para el ion Cd®*). En el caso de los iones Pb**y
Hg?* se observé un apagamiento de las bandas de emision tanto de excimero (~36% y
~48%, respectivamente) como de monémero (~5% para el ion Pb?* y para el ion Hg?* de
~12%) (ver Figura 15y Tabla 2).

En la Figura 17 se muestran las variaciones de la intensidad de emision de excimero
(I) y monémero (ly) del ligante 2 en funcién de la razon [M**]/[L]. Los cuatro iones
diamagnéticos estudiados provocan disminucion de la intensidad de emision de
excimero. En el caso de los iones Zn** y Hg®*, las curvas revelan estequiometrias M:L
1:1 y 1:2, respectivamente. En el caso de Pb*" y Cd*, los perfiles de intensidad no

muestran una saturacion, lo que dificult6 estimar las estequiometrias de los complejos.

Respuesta del complejo Cd-(tthalmpy)H,: Quimiosensor para Cd*

El ligante 2 no mostr6 una selectividad hacia un ion metélico especifico; no obstante,
el ligante 2 tuvo una buena respuesta radiométrica (Ig/lv) hacia los iones Zn?* y Cd**. En
ambos casos un aumento en la intensidad de la banda de monémero y una disminucion

en la intensidad de la banda de excimero.

Es bien sabido que los iones Pb?*, Cd* y Hg* son metales téxicos no
biodegradables, y por lo tanto pueden ser acumulados en el medio ambiente, lo que

resultaria en una contaminacion de alimentos y agua. En la literatura se encuentran
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reportados varios quimiosensores del tipo bis-cromoforicos para dichos metales. Sin
embargo son pocos los que muestran una respuesta radiométrica en medio acuoso®4,
entre los que se encuentra un derivado edta-naftaleno reportado por nuestro grupot” que
responde a Cd* con este tipo de sefial. Este es un punto clave para la aplicacién de estos

compuestos en sistemas bioldgicos.
Estandarizacion del Método Analitico Espectrofotométrico

El sistema que se eligio para la estandarizacion del método analitico fue Cu-
(tthalpy)H4. Dicho sistema mostrd la mejor respuesta en términos de eficiencia y
linealidad del cambio en la intensidad de fluorescencia del ligante al aumentar la
concentracion del metal. Para obtener los parametros estadisticos, como la presicion y
exactitud, se monitored la banda de emisién de excimero (~483.5 nm) de los espectros

obtenidos en las distintas titulaciones de las soluciones estandares.

Los resultados obtenidos demuestran que el método empleado posee un limite de
deteccion de 5x10° M, siendo un valor fiable, debido a que presenté un coeficiente de
correlacién de r = - 0.9833. El valor negativo se describe como una correlacion negativa,

es decir, todos los puntos experimentales estan en la linea recta de pendiente negativa.

En la determinacion de la exactitud y precision del método fluorescente para la
cuantificacién de Cu?* con el ligante 1 se obtuvo lo siguiente: Exactitud= 96.4 %;
Precision= 4.82x10° M + 5.29x10™° M. Estos valores cumplen con los establecidos por
la Norma Mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 para la verificacion de un método
analitico para la deteccion de metales (85-115%). (Las determinaciones de los valores

estadisticos antes mencionados, se encuentran detallados en Anexo 2.)
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Figura 17. Cambios en la intensidad de fluorescencia, [(I-1,)/15] (Ie= figuras llenas y Iy, = figuras
vacias) del ligante (tthalmpy)H, en funcién de la razon [M2]/[L]. [L]= 5.0x107 M, pH 7.9
(buffer MOP’S), T=25°C. Las intensidades se muestran como Iz y Iy normalizadas.
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CONCLUSIONES

Ambos ligantes en su forma libre muestran bandas de emision de pireno
monomeérico entre 375 y 395 nm, asi como una banda ancha con maximo a 488 nm
atribuida a excimeros de pireno. La coordinacion a todos los metales estudiados
provocéd apagamiento d e la emisidon de excimero, tanto para el ligante 1 como
para el ligante 2. Este efecto fue mas significativo en el caso de 1, lo que puede
atribuirse a la menor longitud de la cadena de interconexién y por lo tanto menor

flexibilidad de esta molécula respecto a su analogo 2.

En cuanto a la emision de mondmero, los ligantes 1 y 2 presentaron diferentes
respuestas ante el grupo de metales estudiados. La coordinacion a Pb, Cu, Mn y
Hg provocd disminucion de la intensidad de emision de ambas moléculas,
mientras que la coordinacion a Zn causo, en ambos casos, incremento de la
intensidad. Ambos efectos fueron mas significativos para el ligante 1, lo que

refleja una vez mas la influencia de la estructura molecular.

Se encontré que el ligante (tthalpy)H, (1) fue selectivo al ion Zn?*, con base en
una respuesta radiométrica: aumento de la intensidad de emisién de monémero y
disminucion de la intensidad de emision de excimero (Ig/ly). De entre todos los
metales estudiados, este fue el Unico que indujo dicha respuesta, lo que sugiere la
posible aplicacion del ligante 1 para deteccion y cuantificacién de Zn** en medios

acuosos.
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El ligante (tthalmpy)H, (2) no mostré selectividad dentro del grupo de metales
estudiados. Sin embargo, dentro del grupo de metales pesados (Pb?*, Cd** y Hg®"),
el ligante 2 muestra una respuesta radiométrica solo con el ion Cd®*. Este resultado
es de relevancia ya que son pocos los quimiosensores que muestran una respuesta
radiométrica a Cd** en medio acuoso, lo que es un punto clave para la deteccion de

este agente toxico en sistemas biol6gicos.

En cuanto a la estandarizacién del método analitico para el sistema Cu-
(tthalpy)H., se encontré que el limite de deteccion del instrumento es < 5x10° M.
La exactitud y precision del método fluorescente, fueron aceptables y cumplen con
la Norma Mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 para la verificacién de un método
analitico en la deteccion de metales.



ANEXOS

Anexo 1: Figuras

Intensidad de Fluorescencia
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Figura A;. Espectros de emision de los ligantes a) (tthalpy)H,y b) (tthalmpy)H, (normalizada),
en solucién acuosa a diferentes valores de pH. En los recuadros se muestran las variaciones de
las intensidades de excimero normalizadas en funcion del pH (m experimental, — calculada).
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Figura As. Espectros de emision obtenidos en las titulaciones espectroscépicas de (tthalpy)H,
con: a) Zn*"; b) Pb*; c) Cd*; d) Hg”". La relacion molar [M*]/[L] varia desde O hasta 4.
[L]=1.0x10° M; pH 7.9, T=25°C; A= 340 nm. Recuadros: en a) Variacion de la razén I¢/ly en
funcion [Zn?]/[tthalpy] de 0-2. en b), c) y d) variacién de la intensidad de excimero (Ig) en

funcion [M*]/[tthalpy] de 0-4.
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Figura A,. Espectros de emision obtenidos en las titulaciones espectroscépicas de (tthalmpy)H,
con: a) Cu”™; b) Ni**; ¢) Mn?*. La relacion molar [M*]/[L] varia desde O hasta 4. [L]=5.0x10"
M; pH 7.9, T=25°C; he,x= 342 nm. Recuadros: Variacion de la intensidad de excimero (Ig) en
funcion de la razén molar [M?']/[tthalmpy] de 0-4.
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Figura As. Espectros de emision obtenidos en las titulaciones espectroscépicas de (tthalmpy)H,
con: a) Zn**; b) Pb**; ¢) Cd*"; d) Hg**. Variando la relacion molar [M**])/[L] varia desde O hasta
4. [L]= 5.0x107 M; pH 7.9, T=25°C; A= 342 nm. Recuadros: en a) y c) variacion de la razén
Ie/ly en funcion [M**)/[tthalmpy]; en b) y d) variacién de la intensidad de excimero (Ig) en
funcion [M**]/[tthalmpy].
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Anexo 2: Ecuaciones para la determinacion de las medidas de calibracion

e Valores experimentales obtenidos

Intensidad
[CulM 483.5 nm
Xj Yi
5E% | 426.125
1E%® | 413.035
3E%| 353.485
5E% | 296.854
7E%® | 279.568
1. Calculo de Limite de deteccion
Intensidad
[Cul M 483.5 nm
Xi Yi (Xi-X) (Xi-X)’ (Vi-y) (vi-y)’ (Xi-X)*(Yi-¥)
5E 426.125 -2.80E%® | 7.84E™® | 72.3116 | 5228.96749 -2.02E
1E%® 413.035 -2.30E%® | 529 | 59.2216 | 3507.19791 -1.36E
3™ 353.485 -3.00E® | 9.00E*® | -0.3284 | 0.10784656 9.85E™°
5E™S 296.854 1.70E® | 2.89E™ | -56.9594 | 3244.37325 -9.68E""
7E® 279.568 3.70E® | 1.369E™ | -74.2454 | 5512.37942 -2.75E%
X = 3.30E® | 353.8134 0 2.98E™" 0| 17493.0259 -7.10E

a) Calculo del coeficiente de correlacién (r):

i — 00—}

(—7.10E~6)

{[ZiCx; — 0)2(y; — ¥)*1}31/2

r

r = —0.9833

= {(2.98E-15)(1749.0259)}1/2




b) Calculo de la recta de regresién de Y sobre X:

b= Qi — )i — )}
= )
2i(x; — %)

—7.10E7¢

= W = —2,382,550336

a=y—bx

a = 353.8134 — [(—2,382,550.336)(3.30E78) = 432.4375

Sustituyendo la ecuacion:

y = —2,382,550.336x + 432.4375

c) Caélculos Estadisticos:
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Xi [culM Vi Vi (i-%1) (yi-§1)’
5E° 426125  420.524 5.60 31.371201
18 413.035 408.611 4.42 19.571776
3E8 353.485  360.960 -7.47 55.875625
5E8 206.854 313.309 | -1.65E'| 270.767025
7E8 279568 265.658 | 1.39 E% 193.4881
¥=| 571.073727

oo oan2y1/2 1. 27\ 1/2
Syjx = {Zl(r’l’lTyl)} Sy = (%) = 13.797




a) Aplicando la definicion de limite de deteccidn:

Y - YB = 3SB
Donde: Yg = a a = ordenada en el espacio
Se = Syix Sg= desviacion estandar del blanco

entonces: Y =Yg+ 3Sg
Sustituyendo: Y =432.437 + 3(13.797)

Y=473.828

473.828

/yB+3sB =
460 i
44 i
420 ]
400 i
380 i
360 i
340 ]

320

Intensidad de Fluorescencia

300 -

280 -

260 -

L B e B S I A S e N ma e
-3.0x10° -2.0x10° -1.0x10® 0.0 1,0x10® 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10° 5.0x10® 6.0x10® 7.0x10° 8.0x10°

[Cu] M

Limite de deteccién del instrumento es < 5E° M.
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2. Precision
Intensidad
483.5 nm [CulM
Yi Xi (Xi-X) (Xi-X)*
423.633 4 5% 32810 1.024™®
423.154 4.5 3.2 1.024™°
423.470 4,5 3.2 1.024™°
419.476 5.1E% 2.8e10 7.840E°
418.035 5.5 6.8E1° 4,624
%= 4.82E" ¥=| 8.48E™"
S
. /Zi(xi—;?i)z x:fita/zﬁ
B n—1
4.82E7% 4+ 257 (4'60E_10
X = 4, . _—
B V5

’8.48E‘19
S= |—g—7 = V21267

S =4.60E710

3. Exactitud

Recuperacion (%) =

x = 4.82E7% + 529E~10

concentracion media experimental

— — x 100
concentracion tedrica

4.8
Recuperacion(%) = —————=—x 100 = 96.4 %

-09

5E—09
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