REPOSITORIO DE Py UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
ESCUELA DE POST GRADO

MAESTRIA EN QUIMICA DEL MEDIO AMBIENTE

?;QA‘J/
ole

X
e

wow

1962

“Sintesis de un derivado de Rodamina B y su aplicacién para la deteccién de A"y

CN'  en soluciones acuosas”
Tesis presentada por la Bachiller:
Céceres Davila Rosa Gabriela
Para optar el Grado Académico de

Magister en Quimica del Medio Ambiente

Asesor:
Jaime Céardenas Garcia PhD

AREQUIPA - PERU
2016

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Al :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

Agradecimientos

Quiero expresar un agradecimiento especial al Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion Tecnoldgica, en convenio con el Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico,
Tecnoldgico e Innovacion Tecnoldgica - FONDECYT por la confianza y el apoyo
financiero brindado para estudiar la maestria de Quimica del Medio Ambiente, y asi
poder realizar el suefio de ser cada dia mejores personas y profesionales de calidad,
teniendo el respaldo académico que nos permita contribuir con nuestra sociedad para la
resolucion de problemas locales y cumplir nuestra responsabilidad como ciudadanos de

una manera mas asertiva y afectiva.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Dedicatoria

Agradezco a Dios y la Virgen que me permitieron estar al lado de personas que me
animen a esforzarme a ser cada dia mejor, dichas personas son: mis padres, mi familia,
mi novio y mejor amigo, ellos que siempre me animaron y brindaron su apoyo para
seguir creciendo personal y profesionalmente. A mis docentes que siempre me apoyaron
y tuvieron paciencia en el desarrollo de la maestria, junto a mis compafieros con los
cuales nos brindamos apoyo en las diferentes actividades realizadas durante la estadia

en la maestria.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <t DE SANTA MARIA

Epigrafe

“El cientifico no es aquella persona que da las respuestas, sino aquél quien hace las

preguntas correctas”

Claude Lévi- Strauss

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE - s - UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

indice General

PN 16 (1011101157 1110 2
(B LTo [To7=1 (o] (T VTSR 3
EpIgrate. ... 4
RO SUIMICIY ..ottt e e e e 7
A DSITACT . ettt 8
I EOAUCCION. . .o 9

Capitulo |

l. MArCO  TEONICO. .. euet ettt
10
1.1 Aluminiog.. B .. A - W T~ o ... 10
1.2.Cianu@. s N . . ... R N I e
11
1.3 QUIMIOSENSOIES. ... vttt ettt e e et e et e e et et e e e e e
11
1.A.FIUOTQIOLDS. . ..........oitthenineenmmnne e eeen et e st eus aenanat B e e eeeeenenns
13
1.5.5eNnS0reS  QUIMICOS. ... ...ttt e e e e
18
5.1. PreparaCion de SENSOTES.....c..ueuenrenenens ettt ananeaeenaeeseneeaeeaearenanens
20
Capitulo 11
Il. MaterialeS Y MELOUOS. ....oovee ittt et
24
2.1.Materiales, ReactivoS Y EqUiPOS.........ouiuuueririninininiiiiiiiiinieieiaeaeennn,
24
2.2.Planteamiento operacional..............coouiiriieiiiniiii i 24

2.2.1. Sintesis del primer fluoréforo
24

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNI\{ERSIDAD
TESIS UCSM Nl CATOLICA .
DE SANTA MARIA
2.2.2. Sintesis del segundo fluordforo ............cccooiiiiiiiiiiiiiii
29
2.2.3. Sintesis del tercer fluoroforo ...........coovveiiiiiiiiiiii i
31

Capitulo 111

I"i. RESUITAAOS ... v ettt 35
3.1.Sintesis del primer fluordforo ..........coiiiiiiii 35
3.1.1. Identificacion y CaraCterizacion ................cccoeiiiiiriiiniiniiiiiinanannn, 35
3.LLLEStUdIO POr RMN ..o e 35
3.1.1.2.Estudio por Espectroscopia IR ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiieeie e 36
3.2.Sintesis del sequndo fluordforo .........ccoiiiien i 38
3.3.Sintesis del tercero fluordforo .............cooiiiiiiii 39
3.3.1.1.Estudio colorimétrico del ligando con diversos cationes ...................... 40
IV. Conclusighesr/dii...... NS ... . BN & . .l.............. 48
V. RECOMENAACIONES. ... .ttt et e, 49
VI.  Bibliografia basica..........coouiiiiiiiiiiiii i 50
Anexos ..... AN, LB e R SR . 57
Plan de tesigl’ . AR T 0 R L0 S . B A W .. ..............
58

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Resumen

En el presente trabajo de investigacion se realizaron tres esquemas sintéticos con el
propdsito de obtener un derivado a partir del uso de Rodamina B para la deteccion de
aluminio y cianuro en soluciones acuosas, con la finalidad que puedan servir como
potencial sensor quimico, que facilite la rapida respuesta ante la presencia de ciertos
metales a concentraciones minimas.

Para evaluar sus propiedades como quimiosensor se realizaron andlisis de Resonancia
Magnética Nuclear, Espectroscopia Infrarroja para la primera y segunda sintesis y
pruebas cualitativas para la tercera que evidencié reacciones positivas al estar en
contacto con ciertos metales, en dichas pruebas se utilizé el producto sintetizado en
minimas cantidades en presencia de diferentes metales, dando como respuesta positiva a
las soluciones preparadas de aluminio, cobre y zinc; pero mostré mayor afinidad por el
cation aluminio, observandose una coloracién fucsia. Mientras que al encontrarse en
presencia de cianuro, todas las soluciones que presentaron color se tornaron incoloras al
estar en contacto con el anion. Llegando a la conclusion que, el uso de cloruro de tionilo
(SOCI2) en la primera y segunda sintesis, provoco la ruptura de los anillos aromaticos
presentes derivados de la Rodamina B, lo cual se vio evidenciado en los resultados del
IR y la RMN. Mientras que, si se utiliza DCC (C13H22N2) con DMAP (C7H10N2) en
diclorometano a 0° C, sugiere un adecuado acople entre el grupo amino y grupo &cido
para la obtencion de un nuevo derivado de Rodamina. Es asi que uno de los reactivos de
interés, producto del acople entre Rodamina B y o-anisidina puede separarse por
cromatografia en columna usando silica gel y como solventes, se usé hexano y acetato
de etilo.

El producto separado, reacciona de forma positiva con Al (I11), Cu (1) y Zn (I11); sin
embargo frente a la presencia del ion cianuro hay decoloracion, lo que evidencia que el
cianuro forma complejos con los iones metalicos.
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Abstract

In the present research were three synthetic schemes for the purpose of obtaining a
derivative based on the use of rhodamine B for the detection of aluminum and cyanide
in aqueous solutions, with the aim that can serve as potential chemical sensor, which
facilitates the rapid response in the presence of certain metals to minimal
concentrations. To evaluate their properties as chemosensor, analyses of Nuclear
magnetic resonance, infrared spectroscopy for the first and second synthesis and
qualitative evidence for the third which showed positive reactions when in contact with
certain metals, the product synthesized in small amounts in the presence of different
metals, resulting in positive response to the prepared solutions of aluminium was used
in such tests , copper and zinc; but showed greater affinity for the cation aluminum,
observing is a coloration Fuchsia. While being in the presence of cyanide, all solutions
presented color became colorless to be in contact with the anion. Reaching the
conclusion that the use of (SOCI2) thionyl chloride in the first and second synthesis,
provoked the rupture of the present aromatic rings derivatives of rhodamine B, which
was highlighted in results IR and NMR. While, if you use DCC (Cy3H2:N,) with DMAP
(C7H1oN2) in dichloromethane at 0 ° C, it suggests a suitable coupling between the
amino and acid group to obtain a new derivative of rhodamine. It is thus one of the
items of interest, product of the coupling between rhodamine B and o-anisidine can be
separated by column chromatography using silica gel and used as solvent, hexane and
ethyl acetate. The separate product, reacts in a positive way with the (111), Cu (I1) and
Zn (I11); However against the presence of the cyanide ion there is discoloration, which
shows that the cyanide forms complexes with metal ions.
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Introduccion

Debido al creciente interés por el desarrollo de nuevas tecnologias, que viene
experimentando nuestro pais, con la finalidad de promover la elaboracion y aplicacion
de nuevas técnicas lo cual trae consigo el desarrollo y potenciacion de diferentes
sectores, que ven un incremento exponencial en su produccién, como es el caso de la

extraccion minera y la industria metaldrgica.

Cabe resaltar que la region Sur, posee diferentes actividades econémicas a gran escala,
entre ellas, y una de las mas conocida es la de extraccion de minerales, actividad que
representa un grave problema de contaminacién y un alto riesgo de intoxicacion para la
poblacion, si no realiza el manejo adecuado de los desechos, producto de sus procesos;
ya que la acumulacion excesiva de aluminio en el organismo puede ser causante de
enfermedades como, Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, entre otras. Por otro lado
el cianuro es uno de los aniones mas toxicos presentes en la extraccion de minerales,
poniendo en peligro la vida de la poblacién expuesta al contaminante, ya que no se
necesitan dosis muy altas para provocar la muerte en pocos minutos. A pesar del
impacto ambiental que ocasionaria el abuso de la utilizacion de cianuro, es empleado
ampliamente en diversos procesos industriales, tales como mineria, galvanoplastia,

metalurgia y la sintesis de las fibras y resinas.

Por lo tanto, es crucial desarrollar métodos analiticos para la facil deteccion y control de

niveles de concentracién de aluminio y cianuro en el medio ambiente.
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Capitulo 1

l. Marco Tedrico

1. Aluminio

El aluminio viene a ser el metal en mayor porcentaje en la corteza terrestre, se presenta
generalmente en forma de aluminio silicatos en las clases de tierra y roca existentes en
nuestro planeta’. Hace muchos afios no se sabfa a ciencia cierta la toxicidad que posee
este metal; el aluminio es ingerido en porciones bajas en nuestra dieta diaria en una
cantidad de 35 mg por dia; pero dicha cantidad puede variar de acuerdo a el tipo de
alimentacién, medicacion e incluso por el consumo de ciertos tipos de agua®. La zona
en la que se da la mayor absorcion de aluminio es por el duodeno y el estbmago, dado
que al verse disminuido el pH, la solubilidad de este metal se vera incrementado®.
Luego de absorberse el aluminio, éste es eliminado por los rifiones de manera tan rapida
y en cantidades de 15 a 55 pg/dia sin g/dia sin problema alguno®, pero cuando la
capacidad excretoria del rifion se ve afectada, éste se deposita en tejidos, pudiendo

alcanzar niveles toxicos.

Este caso se presenta generalmente en personas que son sometidas a tratamientos
parenterales de aluminio, que contienen altas cantidades del metal ya mencionado®, un
claro ejemplo es cuando hablamos de pacientes dializados ya que el tratamiento de
dialisis contiene concentraciones muy alta de aluminio en su composicién®, otro caso
frecuente es en personas que son tratados por afecciones de ulceras peptidicas, debido a
los prolongados tratamientos que reciben a base de antiacidos de sales del metal’,
también se presenta en algunos habitantes de zonas determinadas que consumen aguas
que tienen cantidades elevadas de aluminio®, otra poblacién afectada son los lactantes
cuya dieta estd compuesta por alimentos con formulas de contenido alto de aluminio
especialmente si éstos sufren de algun tipo de falla renal, luego tenemos a individuos
que tienen contacto con el metal como parte de su actividad ocupacionalmente®, y en

casos accidentales'®!?,

El aluminio tiende a acumularse en mayor proporcion en los huesos*?, sin embargo éste
se acumula con mayor afinidad en todos los tejidos. Por ejemplo a nivel glandular, el

aluminio es capaz de inhibir la sintesis de la hormona paratiroidea, disminuyendo de
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ésta forma la respuesta 6sea a la misma*3. En la médula y bazo inhibe la hematopoyesis
provocando la anemia microcitica'. Los desérdenes més graves o consecuencias letales
por exposicion son las encefalopatias, que son provocadas al no ser tratadas a tiempo
por la acumulacion de aluminio en el cerebro *°. En algunos estudios se menciona que
se ha encontrado la acumulacion de aluminosilicatos amorfos en el cerebro de pacientes
que padecen la enfermedad de Alzheimer'®. También refieren que se ha detectado
concentraciones altas de aluminio en las neuronas de personas que sufrieron las
enfermedades de Parkinson y el sindrome de Down'’. Ya que el aluminio es el tercer
metal mas abundante en la corteza terrestre y por su méltiple uso en la actualidad'®, es
asi que debido a la lixiviacion de aluminio de los suelos por la precipitacion de lluvia
4cida aumenta el AI** libre en el ambiente y la superficie de los cuerpos de agua, que es
nocivo e incluso mortal para el desarrollo de las plantas’®. Por otra parte, AI*" es
perjudicial para los seres humanos y podria inducir a muchas enfermedades, como la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer®®2*. Sin embargo, son pocos

los ejemplos de otros sensores para AI** que han sido regsitrados® .

2. Cianuro

El cianuro, presenta una fuerte union con muchos metales, en especial con los de la
serie de transicion, razon por la cual es usado para extraerlos de sus mezclas. A
consecuencia de ello, el cianuro, viene siendo el anion mas utilizado en mineria para la
obtencion de recubrimientos metalicos, como lo son el oro, cadmio y niquel.
Lamentablemente, el ion cianuro es demasiado toxico, tanto para la vida animal, ya que
presenta un enlace con iones metalicos de la materia viva como el hierro que se
encuentra en las proteinas que son necesarias para el uso del oxigeno molecular por
parte de las células. Por consiguiente es una especie muy estable y no se descompone
por si solo en el medio ambiente, representando un importante contaminante del agua®’.

3. Quimiosensores

El disefio y preparacion de quimiosensores ha experimentado un gran desarrollo. Son
moléculas capaces de transmitir, como sefial macroscopica, procesos de reconocimiento,

generalmente dadas por formacién de complejos, que se producen a nivel molecular.
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Generalmente consisten en una unidad g forma el complejo y otra emite la sefial. Esta
sefial puede ser cualquier signo observable susceptible de ser medido, aunque la
deteccién optica, junto con la electroquimica, suele ser de aplicacién méas factible?.

Se han desarrollado multitud de quimiosensores capaces de reconocer cationes, aniones
e incluso moléculas neutras. De entre ellos, los cromogeénicos son los que permiten una
aplicacion mas sencilla ya que son observables a simple vista. Cuando se requiere una
mayor sensibilidad se suele recurrir a sensores fluorescentes. La geometria y estabilidad
de los complejos entre la molécula huésped y el analito condicionan la sensibilidad y
selectividad de los diferentes ligandos. Para su disefio hay que considerar diversos
factores tales como los equilibrios conformacionales, procesos de dimerizacion o

interacciones secundarias.

OOC ™ D MY Pt S
(o) Lo S

Fig. 1. Estructuras de los primeros quimiosensores fluorescentes reportados para

cationes metalicos.

La extension a sistemas ditdpicos, con subunidades capaces de complejar carboxilatos®

y cationes, permitiendo una mayor constante de complejacion lo que ha permitido

preparar ligandos capaces de extraer aminoacidos a medios no acuosos.

El interés por el estudio de la Quimica de Coordinacion de ligandos polidentados ha ido
en aumento en las Ultimas décadas debido a su capacidad para actuar como
quimiosensores luminiscentes de elevada sensibilidad y selectividad en la deteccion de
iones metalicos, aniones y moléculas organicas biactivas. Uno de los grupos cromoforos
méas ampliamente utilizado en la obtencion de sensores y marcadores fluorescente es el

dansilo.
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NH,

Fig. 2. Estructura de algunos quimiosensores fluorescentes para iones metélicos?’.

4. Fluordéforos

Cuando hablamos de un fluoréforo®, nos referimos a un compuesto quimico
fluorescente que tiene la capacidad de emitir luz después de haber pasado por un
proceso de excitacion. Por lo general los fluoréforos presentan en su estructura grupos
aromaticos combinados, o moléculas planas o ciclicas; y son utilizados como trazadores
en fluidos, por ejemplo como un colorante para la tincion de ciertas estructuras, como
un sustrato de enzimas, 0 como una sonda o indicador. Sin embargo, también algunos se
encuentran unidos covalentemente a una macromolécula, la cual sirve como un
marcador para reactivos afines o bioactivos; por ejemplo, la GFP o la Proteina verde
fluorescente usado para marcador de genes. Por otro lado también son usados para tefiir
tejidos, células, o materiales en diferentes métodos de analisis, para facilitar el

diagndstico as través de formacion de imagenes y espectroscopia fluorescente.

OCHs
A ‘ OCH3
H;CO
s XN
N
HsCO ZINF
CHs3 cl-

Fig.3. Estructura de fluoréforos®. A) coralina B) berberina C) squarylium.
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Uno de los fluoréforos mas conocido es la Fluoresceina (CyoH120s), por su amino
reactivo, que ha sido utilizado por sus mdaltiples aplicaciones en la codificacion de
anticuerpos, incluso han sido usados en acidos nucleicos. Otros fluor6foros bastantes
conocidos y comunes son los derivados de cianinas, cumarinas, y rodamina.
Ultimamente se ha incrementado el interés por las nuevas generaciones de fluoréforos
que han salido, muchos de los cuales son de propiedad o han sido registrados,
generalmente han desempefiado un mejor rol que los tintes tradicionales con excitacion

y emision comparable.

Para entender un poco sobre el fendmeno de fluorescencia, debemos considerar que, los
fluoréforos absorben la energia de la luz a una determinada longitud de onda, y ésta es
re-emitida a una longitud de mayor tamafio u onda mayor. Dichas longitudes de onda
absorbidas, influyen en la eficiencia de transferencia de energia, y el tiempo antes de la
emision dependera mucho de la estructura del fluoréforo y su entorno quimico, por
ejemplo, la molécula en su estado excitado va interactuar con las moléculas
circundantes. Es asi que las longitudes de onda maxima de absorcién y emision vienen a
ser los términos mas utilizados para referirse a un fluoréforo, pero el espectro viene a
ser el méas importante a considerar, dado que el espectro de longitud de onda de
excitacion puede ser o una banda muy estrecha o0 mas amplia, pero también puede ser
todo més alla de un nivel de corte. Mientras que el espectro de emision es méas agudo
que el espectro de excitacion, y es de una longitud de onda més larga por ende la
energia correspondientemente es menor. Las energias de excitacion van desde el
ultravioleta a través del espectro visible, y las energias de emision pueden continuar a

partir de la luz visible en la region del infrarrojo cercano.

Principales caracteristicas:

Excitacién maxima y longitud de onda de emision: correspondiente al pico en la

excitacion y espectros de emision,

- Coeficiente de Extincién: enlaza la cantidad de luz absorbida, a una longitud de
onda dada, a la concentracion de fluoréforo en solucion.

- Rendimiento cuantico: la eficiencia de la energia transferida de la luz incidente a
la fluorescencia emitida

- Curso de la vida: duracion del estado excitado del fluor6foro antes de volver a

su estado fundamental. Refiere el tiempo necesario para una poblacién de

fluordforos excitados a decaer a 1/e de la cantidad original.
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- Desplazamiento de Stokes: que viene a ser la diferencia entre la excitacion

méaxima y las longitudes de onda de emisién maxima.

Estas caracteristicas conducen a propiedades, como el photobleaching o fotorresistencia.
Para ello debe tenerse en consideracion ciertos parametros, como son, la polaridad de la
molécula, tamafio y forma del fluoréforo, e incluso existen factores que pueden cambiar

el comportamiento de los fluoréforos.

La mayoria de fluoréforos son moléculas organicas pequefias que miden de 20 a 100
atomos, pero también podemos encontrar otros de mayor tamafio como lo son proteinas:
proteina fluorescente verde es 26 kDa y varios ficobiliproteinas son 240kDa, conocidas

como fluor6foros naturales.

Por otro lado las particulas de fluorescencia no son considerados como fluoréforos, ya
que el tamafio del fluor6foro estéricamente podria dificultar la molécula de etiquetado, y

afectar a la polaridad de fluorescencia.

Los fluor6foros pueden ser divididos en tres grupos®".
1° Colorantes organicos

Son colorantes organicos sintéticos, entre ellos el mas resaltante la fluoresceina
(C20H120s), usada en diversos ensayos quimicos y biol6gicos como marcadores
fluorescentes, es por ellos que son considerados los primeros compuestos
fluorescentes usados en investigacion bioldgica. Sus derivados se han producido
con el objetivo de mejorar su fotoestabilidad y solubilidad del grupo xanteno,
productor de la fluorescencia que caracteriza a éste marcador. También se han
derivatizado para utilizar en bioconjugacion en el marcado de lectinas,
inmunoglobulinas, diversas proteinas, entre otras; especialmente del
isotiocianato de fluoresceina, C,;H11NOsS (FITC), rodamina CygH33CIN,O3
(tetrametil rodamina isotiocianato, TRITC) y variantes comerciales, utilizado en

inmunoquimica y microscopia de inmunofluorescencia.
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COOH

Fluoresceina Rodamina

Fig. 4. Estructura de algunos colorantes organicos™'.

El pequefio tamafio de estos compuestos fluorescentes es un beneficio mas de
los fluoroforos biologicos para las estrategias de bioconjugation, ya que pueden
ser reticulados a las macromoléculas, tales como anticuerpos, antigenos, biotina
0 avidina, sin interferir con su funcién biolégica. Como se menciond
anteriormente, existe una amplia variedad de colorantes con excitacion
caracteristica espectro/emision y cuantica de optimo rendimientos y coeficientes

de excitacion que estan comercialmente disponibles en el mercado.

2° Fluordéforos Biologicos

Es de conocimiento general que la bioluminiscencia data desde hace mucho
tiempo, siendo usada por primera vez en el empleo de un fluoréforo biolégico®
para fines de investigacién en la década de 1990, cuando la proteina verde
fluorescente, CgH1,FOgP (GFP) se utiliz6 en una clonacién a partir de la medusa
Aequorea victoria y se actualmente se utiliza como reportero de la expresion

génica. Desde ese momento, los derivados de la GFP original, ficobiliproteinas
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(aloficocianina, ficocianina, ficoeritrina y phycoerythrocyanin) y muchas otras
proteinas han sido disefiadas para su uso en sistemas de expresion bioldgicas, y

su uso es ahora un lugar comun en la investigacion biologica.

Fig. 5. Estructura de la proteina verde fluorescente®.

El beneficio de estos tipos de fluoroforos es que los plasmidos de expresion se
pueden introducir en cualquiera de las bacterias, células, 6rganos u organismos
enteros, para dirigir la expresion de dicho fluoréforo ya sea solo o fusionado a
una proteina de interés en el contexto de los procesos biolégicos estudiados. El
uso de proteinas fluorescentes puede llevar mucho tiempo, y la expresion de
grandes cantidades de proteinas que producen luz puede causar especies
reactivas de oxigeno y de inducir respuestas de artefactos o toxicidad. Ademas,
el tamafo de la proteina fluorescente puede cambiar la funcion bioldgica normal
de la proteina celular a la que se fusiona el fluoroforo y fluoréforos bioldgicos
tipicamente no proporcionar el nivel de fotoestabilidad y sensibilidad ofrecido

por tintes fluorescentes sintéticos.

3° Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos son nanocristales con propiedades quimicas Gnicas® que
proporcionan un control estricto sobre caracteristicas espectrales del fluor. Los
puntos cuanticos se desarrollaron en la década de 1980 y desde la década de
1990 han sido utilizados con mayor frecuencia en aplicaciones de fluorescencia
en casos de investigacion bioldgica. Los puntos cuanticos tienen un tamafio
conocido como semiconductores a nanoescala (2-50nm) que, al presentar
excitacion, emiten fluorescencia a una longitud de onda en funcién del tamafio

de la particula; mientras que los puntos cudnticos pequefios emiten energia mas
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alta que puntos cuanticos de mayor tamafio, por lo tanto se puede percibir los
cambios de luz emitidos desde el azul al rojo segun el aumento de tamafio de los
nanocristales. Y debido a que el tamafio de punto cuantico puede ser
estrechamente controlado, hay una mayor especificidad para distintas longitudes

de onda de excitacion y emision que otros compuestos fluorescentes.

Los puntos cuanticos también se han notificado para lograr mayor
fotoestabilidad en relacion a otros fluoréforos, como en un informe se demostré
que los puntos cuanticos se mantuvieron fluorescente durante 4 meses en un
estudio de iméagenes in vivo. Ademas, los puntos cuanticos pueden ser
recubiertos para su uso en diferentes aplicaciones bioldgicas tales como el
etiquetado de proteinas. Aunque el uso de puntos cuanticos en aplicaciones
bioldgicas esta aumentando, existen reportes de toxicidad celular en respuesta a

la descomposicion de las particulas y su uso puede ser un costo prohibitivo.

5. Sensores Quimicos

En bibliografia revisada se pudo encontrar la sintesis de dos sensores selectivos®*, uno
para AI** y otro para Cu®*, a partir de Rodamina B; mostrando una alta selectividad por
los cationes que se encuentran presentes en el medio ambiente y son bioldgicamente
relevantes. La Rodamina fue modificada obteniendo un derivado identificado como 1.8-
Naphthyridine, CgHsN2, que sirve para la deteccién de AI** en etanol evidenciando un
comportamiento off-on de la fluorescencia; y en soluciones acuosas es posible detectar
Cu?*" mediante un método colorimétrico. También encontramos la 8-hidroxiquinoleina
(CgH;NO) — rodamina (CasHa1CIN;Os) como base del sensor para detectar AI** en
etanol por métodos colorimétricos y off-on fluorescencia. EI mecanismo de deteccion
implica un proceso de apertura como consecuencia de la formacién de complejos
metalico. Al realizar un estudio espectral de masas pudieron identificar que cada sensor
quimico habia quelado AI** y Cu®* con una estequiometria de 1:1. En este caso los

sensores son quimicamente reversibles por la adicion de una solucion de EDTA F.

En otro articulo se encontrd la sintesis de dos nuevos productos®® derivados del 2,5-
diarylthiazolotiazol (CaH3006N2S,)® teniendo 6éxido de etileno. Menciona que al
examinarse sus propiedades fotofisicas y electroquimicas, se pudo evidencia
propiedades de enlace hacia varios iones metalicos. Durante los analisis uno de los
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derivados, el tiazol 1 mostré grandes mejoras fluorescentes en presencia de Cr** y A%,
Por otra parte, el denominado derivado de tiazol 2 mostr6 un cambio fluorescente
selectivo con Cr** entre los iones del metal examinados. Reportando la selectividad

como sensores fluorescentes de thiazol para iones metéalicos.

Otro ejemplo es el de un sensor quimico sintetizado® para varios iones identificado
como 3-[(2-hydroxybenzylidene)-amino]-1 H-pyridin-2-(HL), Ci,H;10,N,; éste fue
caracterizado por difraccion de rayos x de monocristal. El ligando denominado HL es
una activacion de la fluorescencia del sensor quimico para los iones de AI**, F~y CN~
en DMSO. Mientras que para los aniones F~ y CN™ fueron identificados por el método
de espectrometria de absorcién radiométrica. Los datos obtenidos del estudio de RMN
'H demostraron que la estequiometria vinculante al ligando HL con AI**, F- 0 CN™ es
de 1:1. En las observaciones de estudio de *H RMN y ESI-MS mostraron que las
posibles especies fluorescentes de AI** con HL fue [AIL (OH) (DMSO) 2] en DMSO.
Las observaciones espectroscopicas del complejo con Al (1I1) demostraron que los dos
atomos de oxigeno y el atomo de nitrégeno de la imina del HL se coordinaron para el
ion Al (I11). Mientras que la estructura cristalina del complejo Ni (I1)-L confirmo el
modo de coordinacion tridente de HL al formar los complejos. Dando como resultados
experimentales que el HL e ion F form¢ hidrégeno en DMSO, mientras que el anion
CN ataca al &tomo de carbono presente en el enlace C-N del HL para someterse a una
adicion nucleofila. Los calculos teoricos que realizaron confirman que HL demostro
fluorescencia muy débil debido a la transferencia de un protén intramolecular en estado

I3

excitado (ESIPT). El sensor identifica iones como, AI*", F y CN . Las pruebas

realizadas mostraron que HL es un poco tdxicas para las células. También, el ligando

HL formaria sondas intracelulares con iones como, AI** y F~ por Bioimagenes.

+ 2
Boc.2an AQ
"\
OH & ’

Fig. 6. Sintesis del quimiosensor®® C1,H1;0,N, (HL).
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Recientemente fue sintetizada la modificacion®” de un imidazolio de mono-pireno (Py-
IM). Su emision de fluorescencia solucién acuosa es ordenada. El conjunto presenta
una reactividad cruzada respecto a los catidnicos iones metalicos. Este sistema de sensor
(nico podria también discriminar hasta seis iones metélicos (Fe**, Cu®*, Pb?*, Ni*,
Co?*, Mn*") a través de componentes principales de métodos de analisis. Los
experimentos de control con Py -IM en ausencia de SDS y en union con soluciones
micelares SDS revelan que el efecto de modulacion de los conjuntos de tensioactivos
juegan un papel importante en las respuestas de la reaccion cruzada de la sonda
catidnica, que proporciona una forma general de la fabricacion de sistemas de sensores

individuales discriminativos.

En donde se modul6 la fluorescencia de emision del monomero en solucion acuosa
limpia en co-emision en micelas antes y durante la emision de monémero en soluciones
micelares. El conjunto basado en la union Py-IM y SDS exhibiendo un monémero y la
emision muestra respuestas cruz-reactivo con longitudes de onda maltiples en presencia
de iones metalicos cationicos. El sistema del sensor pudo discriminar bien los siguientes
iones metalicos: Fe**, Cu®*, Pb*, Ni**, Co?* y Mn?*, por medio del método de analisis
de componentes principales, donde dicha técnica es utilizada para la reduccion de la
dimensionalidad del conjunto de datos obtenidos producto de la experimentacion, que
sirve basicamente para encontrar la causa para que exista tanta variabilidad en un
conjunto de datos y asi mismo, éste pueda ser ordenado de acuerdo al grado de
importancia. Los experimentos de control con Py-IM en la ausencia de la SDS y en
soluciones micelares. Se evidencia que el efecto de modulacion de union del surfactante
juega un papel importante en las respuestas clasicas de las ondas cationicas, que
proporciona una forma general de la fabricacion de sistemas de sensores solo

discriminativo.
5.1.Preparacion de Sensores Quimicos

En esta secciobn se menciona la preparacién de algunos sensores revisados en
bibliografia, que presentan similitud con la sintesis realizada para la elaboracion del

presente trabajo de investigacion.

1. Los sensores quimicos fueron sintetizados de acuerdo con la ruta como se

muestra en el Esquema 1:
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Fig. 7. Sintesis del quimiosensor®* para AI** y Cu?".

2. Las vias de sintesis de nuevos derivados de thiazol®, se muestran en la
figura 8. El aldehido correspondiente, tal como 2- (2-metoxietoxi)
benzaldehido donde se afiadio &cido rubeanico en 20 ml de DMF, que
después se sometid a reflujo durante 20 h. Después se evapord el disolvente,
obteniendo el producto bruto, el cual se purificé por cromatografia en
columna usando acetato de etilo-hexano (2: 1) como eluyente para dar el
compuesto 1 como un polvo amarillo con un rendimiento 34%. Para el
compuesto 2, el aldehido correspondiente 2- [2- (2-metoxietoxi) etoxi]
benzaldehido, se sintetiz6 siguiendo el procedimiento descrito. Los
compuestos 1 y 2 se caracterizaron por 1H NMR, 13C NMR vy

espectroscopia de masas FAB de alta resolucion.
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Fig. 8. Estructuras de derivados de tiazol®.
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Fig. 9. Ruta de sintesis de los derivados de tiazol®.
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3. Se prepar6 una mezcla que contiene salicilaldehido (0,02 ml, 0,2 mmol) y 3-
aminopiridin-2 (1H) -ona (0,022 g, 0,2 mmol) en 3 mL de metanol se sell6
en un autoclave forrado con 25 mL de teflon y se calentd a 80 °C por 24 h, y
después se dejo enfriar a la temperatura ambiente de forma natural (Fig. 10).
Se formaron cristales en forma de bloque, que se lavaron con metanol y se
secaron a temperatura ambiente, obteniendo el ligando HL*® con un
rendimiento de 85,3% (37 mg).
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Fig. 10. Sintesis del quimiosensor HL*.

4. Py-IM es un fluorescente anfifilico®’ que contiene una cadena de alquilo que
actia como un puente entre una unidad de pireno y una del grupo imidazol
cationico. Para su realizacion se prepard la solucién 1 (200,00 mg, 0,48
mmol) y 1-metilimidazol (0,12 ml, 1,42 mmol) en 15 mL de acetonitrilo
anhidro, luego se calenté a reflujo durante 48 h bajo nitrégeno. Después de la
eliminacion del disolvente, aparecié un precipitado amarillo. El producto
obtenido se lavo con éter dietilico y se secO bajo presion reducida para
conseguir obtener un polvo amarillo de 0,212 g y un rendimiento. La ruta de
sintesis de Py-IM es:

®
o Og(/\)\Br A/\)\/N/\N/
N O Os 7 ) \:/
N” N Br
‘ Bri/\)EBr \—/
‘ A ¥ —
1

Py - IM

Fig. 11. Sintesis del derivado del monopireno®’.
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CAPITULO I

1. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales, Reactivos y Equipos

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion, se utiliza agua destilada (1,0
uS cm™ a 20° C) y agua ultrapura. Todos los reactivos que se utilizaron en la
preparacion de soluciones® para el estudio colorimétrico fueron de calidad p.a. o para
sintesis, asi mismo fue con todos los solventes que se necesitaron para el procedimiento,
como, cloroformo (CHCI3), etanol (C,HsO), metanol (CH3OH), acetonitrilo (C,HN),
hexano (CgH14), acetato de etilo (C4HsO,). La Rodamina B fue adquirida de la casa

ICN Biomedicals, su estructura se presenta en la Fig. 12.

OH

. o Ik )

Fig. 12. Estructura de la Rodamina B

Para corroborar el pH de las distintas soluciones stock, se usdé un pH-metro de
Methrom, asi mismo se utilizaron pipetas, probetas, y micropipetas de rangos adecuados
para la medicion de los volumenes requeridos.

2. Planteamiento operacional

2.1. Sintesis del Primer Fluoro6foro
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2.1.1. Esquema sintético para el Primer Fluoroforo (A)

O o o x~
T o 00
LN O o \NJCF
N )

socl,

CICH,CH2CI

A

X/ . LNON
J

\

(A)
Fig. 13. Sintesis del cloruro de Rodamina

2.1.2.  Proceso de Sintesis del Primer Fluoréforo

Se prepard una solucion con 0.25 g de Rodamina B y 5 mL de cloroformo, se llevé a
reflujo con 0.5 mL de cloruro de tionilo por un periodo de 4h, en campana extractora y
control de temperatura (no mayor a 50° C). Antes de realizar la mezcla de reactivos a
reflujo, se tomo una pequefia alicuota con un capilar para sembrar una placa de silica-
gel para TLC (Cromatografia en capa fina); tomando tiempos (t 0, t 1/2 de la reaccion, t
final) con la finalidad de identificar el mecanismo de la reaccion de la sintesis a

desarrollar. Para la fase movil se uso cloroformo y como revelador, la lampara UV.

Para remover el exceso de cloruro de tionilo con el proposito de obtener cloruro de
Rodamina B, se uso el rotavapor. Se obtuvo un producto de consistencia viscosa. El
cloruro de Rodamina B obtenido se disolvié con 5 mL de acetonitrilo, en cama de hielo
y fue almacenado a 4°C. Posteriormente se prepard 1.25 mL de solucion de acetonitrilo
de trietilamina, para lo que se tomé 700uL de trietilamina y se adiciond 100uL de o-
anisidina gota a gota. La mezcla obtenida fue sometida a reflujo por 6 horas y se enfrid

en bafio de hielo.
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CORRIDADE TLC UV LEJANO (366 nm)
Fig. 14. Placa de TLC sembrada con el producto de la sintesis, donde se puede apreciar
que la mezcla no se separa de la linea de siembra.

A modo de ver si la reaccion se daba de manera completa se realizd una corrida por
cromatografia en capa fina, usando como fase mévil 5 mL de cloroformo; para el

revelado se utilizé una lAmpara de UV, como se observa en la Fig. 14.

La mezcla obtenida se vertio en 50 mL de agua fria. Finalmente para concluir la sintesis

se realiz6 una extraccion liquida-liquida con etil acetato y se seco con Na,SO, anhidro.

La fase organica fue concentrada, utilizando un rotavapor del pabellén F, aula 301

perteneciente al area de quimica organica de la Universidad Catolica de Santa Maria.

Finalmente, dicha fase, fue reconstituida con 10 mL de cloroformo para poder realizar
la purificacion del producto de la sintesis realizada, siendo utilizada la técnica de
cromatografia en columna a presion moderada usando como fase mavil cloroformo y
etanol (9:1), con la finalidad de aumentar la polaridad del eluyente, ya que
anteriormente no se habia podido apreciar una separacion considerable entre los

compuestos constituyentes del producto de la sintesis.

A la par se sembrd por triplicado en una placa de TLC a modo de comparar con los
productos obtenidos de la cromatografia en columna a presion moderada. El proceso de

sintesis se puede apreciar en la Figura 15.
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Se coloca la silica gel en el
embudo de forma que haya un
llenado uniforme y compacto.
Luego se humedece con la
fase moévil sin formar burbujas.

Se colocd el producto de la
sintesis sobre la silica gel de la
columna cromatografica para
gque pase por ésta vy
comencemos con la
purificaciéon

Se recolecta en tubos de
ensayo todo lo que arrastre la
columna cromatografica, en
éste caso segun la variedad
de color
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Los tubos recolectados de la
purificaciéon fueron 8, se
puede apreciar que al
comienzo son casi
transparentes y van
cambiando e intensificando

Se realiza el sembrado de la
placa de TLC para poder
observar si hay separacion vy
que fracciones se pueden
asociar segln la posicion de
las manchas que apareceran
durante el revelado

Placa de TLC con la
corrida de las 8
fracciones

Fig. 15. Proceso de purificacion del producto obtenido de la sintesis

Para una mejor separacion de los compuestos presentes en la placa de TLC, se cambid

la fase mdvil con la que se estaba trabajando y se procedié a tomar una alicuota del

producto de la reaccion para evitar el problema de cometas como se puede apreciar en la

Fig. 15., obteniendo mejores resultados.
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Fig. 16. Placa de TLC con FM acetato de etilo:metanol (9:1)

Las fracciones obtenidas de la purificacion se guardaron debidamente rotuladas. Solo 4
de las 8 fracciones fueron enviadas a la Universidad Autonoma de México, para la
realizacion de los analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectroscopia
Infrarroja (IR).

2.2. Sintesis del Segundo Fluordéforo (A)

2.2.1.  Nuevo Esquema Sintético para el Segundo Fluoroéforo

Cl
NH; EtsN ’ O N@
©i
X

LN O \NJCF + - LN O © O NJ
\ )

socl,

CICH,CH2CI

Fig. 17. Sintesis de cloruro de Rodamina
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2.2.2.  Proceso de sintesis del Segundo Fluoréforo

Se prepard una solucion con 0.25 g de Rodamina B y 5 mL de cloroformo, se llevd a
reflujo con 0.5 mL de cloruro de tionilo por un periodo de 8h, en campana extractora y

control de temperatura (no mayor a 70° C).

Antes de realizar la mezcla de reactivos a reflujo, se tomé una pequefia alicuota con un
capilar para sembrar una placa de silica-gel para TLC; tomando tiempos (t 0, t 1/2 de la
reaccion, t final) con la finalidad de identificar el mecanismo de la reaccion de la
sintesis a desarrollar. Para la fase mdévil se uso cloroformo y como revelador, la lampara
UV. Para remover el exceso de cloruro de tionilo con el proposito de obtener cloruro de
Rodamina B, se usé el rotavapor para secar la muestra. Obtuve un producto de

consistencia viscosa.

El cloruro de Rodamina B obtenido se disolvio con 5 mL de acetonitrilo, en cama de
hielo y fue almacenado a 4°C. Se prepar6 1.25 mL de solucién de acetonitrilo de
trietilamina (0.5 g) y 0.105 g de o-anisidina serd adicionado gota a gota. La mezcla
obtenida fue sometida a reflujo por 4 horas y se enfrié en bafio de hielo. A modo de ver
si la reaccion se daba de manera completa se realizo una corrida por cromatografia en
capa fina, como se muestra en la Imagen 3, usando como fase mavil 4.5 mL de acetato
de etilo y 0.5 de etanol (9:1).

Luego la mezcla obtenida se vertié en 50 mL de agua fria. Al concluir la sintesis se
realiz una extraccion liquida-liquida con etil acetato y se secard con Na,SO, anhidro.
Finalmente se concentré la fase organica con la utilizacion de un rotavapor y la fase

cruda se guardo por si fuera necesario algin analisis posterior.
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CORRIDADE TLC LAMPARA UV

En la Fig. 18, podemos apreciar mayor cantidad de manchas en la placa de TLC, lo que
podria interpretarse como la presencia de mas de un compuesto en el producto de la
sintesis. También se podria decir que nuestro producto de interés se encuentra en la
parte superior de la placa, evidenciando una coloracion fucsia violeta.

En el caso de ésta Segunda sintesis no se realizaron analisis de RMN debido que al
recibir los resultados de la Primera sintesis se pudo apreciar que el anillo aromatico
proveniente del xanteno presentaba ruptura, ya que el espectro no se apreciaba la seial
caracteristica en la zona donde generalmente deberian aparecer dichos anillos.
Procediendo a cambiar la metodologia, la cual ser& explicada en la sintesis del Tercer
fluoréforo.

2.3. Sintesis del tercer fluoréforo (B)

Se modificd el proceso de sintesis cambiando ciertos reactivos utilizados en las

anteriores sintesis realizadas. Para el cual se propone un esquema diferente.
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2.3.1. Esquema del Tercer fluoroforo

DCC/DMAP O Nj@
e eoow
§ P

Fig. 19. Proceso de sintesis de la modificacién de la Rodamina B

Para el desarrollo de la sintesis fue necesario disolver la Rodamina B en 50 mL de
diclorometano y enfriar a 0° C en bafio de hielo, se afadi6 el DDC
(dicyclohexylmethanediimine) disuelto en 20 ml de diclorometano frio y fue agitado por
una hora. En un balén de tres bocas de 250 mL se disolvid la 2-metoxianilina (o
anisidina), el DMAP (4-(dimetilamino) piridina) en 30 mL de diclorometano.

Luego se coloco la mezcla anterior en una pera de decantacion y finalmente se afiadio
gota a gota sobre ésta la primera mezcla, agitindose por 72 horas a temperatura
ambiente. Después de la reaccion, el precipitado formado se removié por filtracion y el
filtrado obtenido se secO por concentracion en el rotavapor. El producto obtenido se
purifico mediante cromatografia en columna con silica gel 60, utilizando como fase

movil hexano: acetato de etilo (70:30) un volumen de 200 mL.

La identidad del compuesto se verificd por TLC (cromatografia en capa fina) y RMN
(Resonancia Magnética Nuclear). Al realizar el sembrado en la placa de TLC de la
tercera sintesis realizada, tuvo por conveniente que se pruebe con dos fases moéviles
diferentes, como se aprecia en la Fig. 20.
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Fig. 20. Placa de TLC sembrada con el tercer fluoréforo en diferentes fases moviles.

En la Fig. 20, se puede apreciar un mancha muy pronunciada de color lila en ambas
placas, las cuales fueron apareciendo con el pasar de los minutos, es por ello, que se
realizo el raspado de dichas manchas presentes en la placa de TLC a mayor altura,
evidenciando que posiblemente el producto de interés reacciona en presencia de algun

componente presente en la placa.

2.4. Preparacion de soluciones stock

Para la preparacion de las soluciones stock, se procedio a pesar en viales las cantidades
calculadas; haciendo uso de una balanza analitica Ohaus Pioneer PA-124, previamente
verificada; luego se transfirio el contenido a fiolas de 5 mL de capacidad, disolviendo el

contenido con agua ultrapura, llevando seguidamente la fiola a un bafio de ultrasonido
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Ultrasons JP Selecta por espacio de 5 a 10 minutos, segun requiera la muestra, y

finalmente se enrazo, tap6 y guardd adecuadamente para su posterior uso.

Tabla 1. Cationes usados para el estudio colorimétrico.

Metales
Cobre Cadmio
Mercurio Plata
Cromo Il Manganeso
Vanadio Zinc
Hierro 111 Arsénico
Cobalto Plomo
Niquel Boro
Aluminio Estroncio
Calcio Bario

Para preparar la solucion stock a diferentes concentraciones de los interferentes, se
procedié de manera similar a lo indicado para las demas soluciones. Los cationes que se

utilizaron fueron los siguientes:

Tabla 2. Aniones usados para analizar interferentes.

Interferentes
CaOH HPO4~
S04~
E
r
CN’
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CAPITULO 11l

I1l.  RESULTADOS
1. Sintesis del Primer fluoréforo (A)

1.1.Esquema de sintesis para el Primer fluoréforo.

O o o x~
° R
+ MeCN
OO0, e LA
N o NCl )
. )

socl,

CICH,CH2ClI

Fig. 21. Proceso de sintesis del cloruro de Rodamina

1.2.1dentificacion y Caracterizacion

1.2.1. Estudio por RMN

En el espectro que se presenta en la Fig. 20 se puede apreciar que en la region aromatica
no hay sefiales que indiquen la presencia de protones aromaticos. S6lo hay una sefial a
7.3 ppm que es parte del cloroformo residual (CHCI3) presente en el solvente deuterado
que se utilizdé (CDCls).

El hecho de que no haya sefiales aromaticas es un indicativo que la molécula propuesta
(Fig. 22) no se ha formado y que las condiciones de reaccion han sido muy drasticas o

no adecuadas, de alli que no se ha formado el compuesto propuesto.
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Fig. 22. Espectro de RMN de la primera fraccion de la purificacion de la sintesis del

Cloruro de Rodamina.

1.2.2. Estudio por Espectroscopia IR

La Fig. 23 Presenta el espectro FT — IR del producto obtenido, para su identificacion el

espectro se dividio en dos zonas:

I. Una comprendida ente 1400 — 500 cm-1, la cual corresponde a la denominada
zona de la huella dactilar, caracterizada por presentar las vibraciones, tensiones y
flexiones de los enlaces caracteristicos de la molécula, que la identifican

inequivocamente.

ii. La zona de los grupos funcionales estd comprendida entre 3700 — 1500 cm™, la
sefial de intensidad fuerte (s) comprendida entre 2972 -2883 cm™ corresponde al grupo
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amino del tipo secundario, la sefial fuerte (s) a 3466 cm™ indica la presencia de un

grupo oxhidrilo.

iii. El espectro IR hace suponer que hay presencia de grupos oxidrilo y cadenas
alifaticas, pero no hay indicios de enlaces aromaticos, corroborando lo mencionado en
la parte de espectroscopia por RMN.

Con este primer experimento se concluye que el utilizar cloruro de tionilo atacando a la

Rodamina para posterior reaccion con o-anisidina, no se obtiene el producto deseado.

1001
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85 |
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e
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e |
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Fig. 23. Espectro FT — IR de la primera fraccion de la purificacion de la sintesis del
Cloruro de Rodamina.

No se realizaron méas pruebas dado que al momento de interpretar el analisis de RMN,

se pudo deducir que el anillo aromatico presente en el compuesto se habia roto producto
de la fuerza energética de la reaccion.
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1.3.Sintesis del Segundo fluoroforo

1.3.1. Nuevo esquema para la sintesis del segundo fluoroforo (A)

A <
0o e
+ MeCN
> < L
LN O o \Nér LN © NJ
\ )

socl,

CICH,CH2CI

Fig. 24. Proceso de sintesis para cloruro de Rodamina

1.3.2. Ildentificacion y Caracterizacion

En este caso, no se realizd ningln tipo de estudio debido que en la interpretacion del
analisis de RMN de la primera molécula sintetizada, se pudo apreciar que el anillo
procedente de la Rodamina B no se encontraba presente en el producto final de la
sintesis realizada, posiblemente por la fuerza energética de la reaccion. Dado que al
realizar la primera y segunda sintesis se utilizaron el mismo procedimiento y por ende

los mismos reactivos, no se realizaron mas pruebas.

A diferencia del esquema anterior, aqui se trabajé mas tiempo. Sim embargo, cuando se
comparo la placa de TLC de este con el anterior, el resultado fue idéntico, por lo que se

decide no continuar con este esquema pues el resultado es el mismo.
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1ra. Sintesis 2da. Sintesis

Fig. 25. Comparacién de placas de TLC entre la Primera y la Segunda sintesis

1.4.Sintesis del Tercer fluoréforo

El tercer esquema se hizo de acuerdo a lo que esta en la Fig. 26.

1.4.1. Esquema de sintesis para el Tercer fluoroforo

(0]
(L)
Oi _bec/owae o
LNk (L )NJ
Fig. 26. Proceso de sintesis del Tercer fluoréforo.

Puesto que los dos esquemas anteriores no eran los mas adecuados se decidid optar

por usar otra reaccion.
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El uso de DCC (Cyi3H22N2) en presencia de DMAP (C;HioNy), utilizando
diclorometano como medio de la reaccion. EI DCC, es un reactivo Util que permite
el acoplamiento entre un grupo amino y un grupo carboxilico para formar una
amida. Es un esquema clasico en la obtencién de aminoacidos y consideramos que

seria de utilidad en nuestro esquema.

Muchas veces el uso de DCC requiere de DMAP como reactivo activante que

permite el adecuado acople entre el grupo aminay el grupo &cido.

Se procedid a hacer la reaccidn, siguié por TLC usando hexano y acetato de etilo
como solventes para la fase mdvil, y se observé que efectivamente habia reaccion
después de 72 horas y como se puede apreciar en la placa de TLC se evidencia la
presencia de varios productos, uno de ellos aparece luego de unos segundo y se
intensifica después un periodo muy corto de espera; por lo que se procede a efectuar
una separacion por cromatografia en columna. Producto de la cromatografia en
columna se obtuvieron 15 fracciones incoloras, las cuales al momento de realizar
cromatografia en capa fina se pudo observar que presentaban la misma mancha a la
misma altura, por lo que se unieron dichas fracciones y fueron secadas en el

rotavapor para realizar las pruebas cualitativas que mencionamos mas adelante.

Al haber la presencia de un anillo tipo Rodamina y que al probar con soluciones
acidas, algunas pruebas dieron positivas virando de incoloro a fucsia y en medio
alcalino pierde color, esto evidencia una gran probabilidad que haya anillos
aromaticos y tomando en cuenta que se hizo la separacion cromatogréfica y se
obtuvo un producto bastante puro (de acuerdo a la cromatografia en capa fina) se
procede a hacer los ensayos cualitativos con diferentes iones metalicos.

Este experimento tiene como objetivo evidenciar la afinidad de la molécula por Al
(1) y cianuro (-1).

1.4.2. Estudio colorimétrico del ligando con diversos cationes

Para ésta sintesis se realizaron varias pruebas con la finalidad de evidenciar la afinidad
de la molécula sintetizada por ciertos cationes. Lo primero que se realiz6 fue un raspado
de la placa de silica gel en donde se evidenciaba la aparicion de coloracién luego de un

periodo corto de tiempo. Para ellos se prepararon soluciones en base del raspado que se
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hizo para poder probar si reaccionaba en presencia de ciertos metales, obteniendo los

siguientes resultados en la Tabla 3:

Tabla 3. Estudio colorimétrico de la tercera molécula sintetizada.

Metales Reaccion
Cobre negativo
Mercurio positiva/negativa
Cromo 111 negativo
Vanadio negativo
Hierro 111 negativo
Cobalto positiva/negativa
Niquel negativo
Aluminio negativo
Cadmio negativo
Plata negativo
Manganeso negativo
zZinc negativo
Arsénico negativo
Plomo negativo
Boro negativo
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En la Tabla 4, se puede apreciar que los metales con mayor afinidad con la molécula
sintetizada fueron el Cu®* y Hg*, ya que la solucién mostré un fenémeno
colorimétrico, que fue apreciable a simple vista.

Fig. 27. Fendmeno colorimétrico como respuesta de la molécula sintetizada en
presencia de Co?* y Hg?".

Al obtener posibles resultados positivos procedimos a realizar mas pruebas. Para ello se
prepararon soluciones stock de diferentes estandares de metales a una concentracion de
10 ppm, presentado la siguiente tabla:

Tabla 4. Estudio colorimétrico de la tercera molécula en presencia de cationes a una

concentracion de 10 ppm y CN°

Metales Reaccion Presencia de
CN’
Cobre positiva con 20 pl positiva
Mercurio positiva con 20 pl positiva
Cromo 111 positiva con 10 pl positiva
Vanadio positiva con 20 ul positiva
Hierro 111 positiva con 20 pl positiva
Cobalto positiva con 20 pl positiva
Niquel positiva con 20 pl positiva
Aluminio positiva con 20 pl positiva
Cadmio positiva con 20 pl positiva
Plata positiva con 20 pl positiva
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Manganeso positiva con 20 pl positiva
Zinc positiva con 20 pl positiva
Arsénico positiva con 20 pl positiva
Plomo positiva con 20 pl positiva
Boro negativa negativa

En la Tabla 4 se puede apreciar que, el cromo 11l reacciona con la molécula con 10 L,
mientras que todos los demas metales reaccionan con 20 pL a excepcion del boro, que
no reacciona ni con 10 ni 20 pL. Luego de presenciar el fendmeno colorimétrico que
presentan las soluciones que puede apreciarse a simple vista; procedimos a afadir la
misma cantidad de KCN a una concentracion de 10 ppm y pudimos observar que existe
una pérdida de coloracion en la solucién bastante significativa. Evidenciando afinidad
de la molécula por el anién cianuro en presencia de ciertos cationes.

Para descartar que el medio en el que se encuentre los metales pueda representar un

interferente se realizaron mas pruebas:

Tabla 5. Estudio colorimétrico de la tercera molécula en presencia de soluciones acidas

a diferentes concentraciones y KCN

Muestra
500 pL 1000 pL KCN
Hel 0.1M positivo positivo positivo
1M positivo positivo positivo
0.1M positivo positivo positivo
HNO; } 4 1 .
1M positivo positivo positivo

Al revisar la composicion de los estandares con los que se trabajaron, se pudo concluir
que el producto de la sintesis reacciona en presencia de acido; por lo tanto, todos los
estandares usados se encuentran en medio &cido, evidenciando una clara reaccion en
medio &cido al estar en contacto con el producto de la sintesis. El Unico que no presento
reaccion fue la solucion estandar de boro, a pesar de encontrarse en medio acido.
Finalmente se procedi6 a afiadir una solucion de cianuro de potasio en una
concentracion de 10 ppm, evidenciando una pérdida de color al estar en contacto con las

soluciones anteriormente mencionadas, tomando en consideracion que el KCN se
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encuentra a un pH bastante alcalino, podemos decir, que la molécula sintetizada
presenta una coloracion fucsia en medio acido y en medio alcalino tiene una notable

pérdida de color.

Fig. 28. Bateria de metales en presencia de la molécula sintetizada en medio &cido

observado en la lampara UV.

En la Fig.28 se puede observar que la presencia de acido en el medio representa un

interferente, es por ello que se opto6 por trabajar con cloruros y descartar los nitratos.

Al quedar descartados los nitratos se prepararon soluciones stock de cloruros a una
concentracion de 10 ppm de un blogue de metales:

Tabla 6. Estudio colorimétrico de la tercera molécula en presencia de soluciones de

cloruros metalicos y KCN

Metales Reaccién KCN
Zinc positiva/negativa positivo
Aluminio Positiva positivo
Cobre positiva/negativa positivo
Calcio negativa negativo
Plomo negativa negativo
Bario negativa negativo
Mercurio negativa negativo
Estroncio negativa negativo
Cadmio negativa negativo
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En la Tabla 6 se aprecia que la molécula sintetizada presenta cierta afinidad para zinc y
cobre, sin embargo para aluminio mostr6 un fendmeno colorimétrico mucho mas
evidente con una coloracion apreciable a simple vista, que se pierde al entrar en

contacto con el KCN.

1%,

Fig. 29. Fendmeno colorimétrico que evidencia afinidad por A

Presenta ligera coloracion rosa tenue para cobre y zinc, mientras que es evidente que
posee afinidad por estos metales pero evidencia mayor intensidad en el cambio de
coloracion al estar en contacto con aluminio, virando a un fucsia intenso. Es por ello
que fue necesario preparar soluciones buffer para ver el comportamiento de la molécula
sintetizada a diferentes condiciones de pH, la siguiente tabla muestra los resultados:

Tabla 7. Estudio colorimétrico de la tercera molécula en presencia de cationes a

diferente pH
Sintesis PH
3.68 4 7
Aluminio 10 ppm negativo negativo negativo
1000 ppm positivo negativo negativo
KCN 10 ppm negativo negativo negativo
1000 ppm positivo negativo negativo

En la Tabla 7, se puede apreciar que la solucion buffer genera que la molécula
sintetizada no evidencie el fendbmeno colorimétrico cuando se encuentra a pH 4 y 7,
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mientras que a 3.68 si presenta el viraje de color. Podriamos decir que el pH ideal para

evidenciar reaccion es a 3.68, pH al cual se encuentra sin necesidad de modificar pH.

Fig. 30. Molécula sintetizada en presencia de solucién buffer y aluminio.

El la Fig. 30, podemos apreciar cuatro viales, los cuales son soluciones preparadas de
aluminio en presencia de buffer, ambas dieron negativo en presencia de la solucién
tampdn; mientras que la solucidn que no esta con el buffer si presenta reaccion positiva,
evidenciando que la molécula sintetizada presenta una coloracion intensa al estar en

presencia de aluminio 1000 ppm .

Se realiz6 una prueba para analizar interferentes:

Tabla 8. Interferentes

Interferentes
CaOH"~ negativa
HPO,~ negativa
SO4” negativa
F negativa
I negativa
CN’ positiva
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En la Tabla 8 se puede apreciar que el producto de la sintesis fue probado con diferentes
interferentes, a los cuales solo dio positivo a CN’, evidenciando una pérdida de color de
las soluciones antes coloreadas en presencia de AI**.

Fig. 31. Muestra de AI** en presencia de 0.1 ppm de KCN.

En la Fig. 31, se puede observar la perdida de coloracion de la solucién de aluminio en

presencia de KCN, evidenciando gran afinidad por el anion CN" .
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CAPITULO IV

V. Conclusiones

1. El uso de cloruro de tionilo (SOCI,) en la primera y segunda sintesis, provoco la
ruptura de los anillos aromaticos presentes derivados de la Rodamina B, lo cual

se vio evidenciado en los resultados del IR y la RMN.

2. Utilizando DCC (Cy3H2,N2) con DMAP (C;HioN2) en diclorometano a 0° C,
sugiere un adecuado acople entre el grupo amino y grupo éacido para la

obtencion de un nuevo derivado de Rodamina.

3. Uno de los reactivos de interés, producto del acople entre Rodamina B y o-
anisidina puede separarse por cromatografia en columna usando silica gel y

como solventes, hexano y acetato de etilo.

4. El producto separado de acuerdo a la conclusion 3. Reacciona de forma positiva
con Al (I11), Cu (I1) y Zn (H11); sin embargo frente a la presencia del ion cianuro
hay decoloracién, lo que evidencia que el cianuro desplaza a los aniones

metalicos.

5. De acuerdo a lo mencionado hay una fuerte evidencia que se ha obtenido un
nuevo derivado de Rodamina B de acuerdo a las pruebas de TLC vy los
resultados positivos con los iones metalicos quedando pendiente la confirmacion
por RMN.
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V. Recomendaciones

1. Realizar la confirmacién estructural por la técnica de Resonancia

Magnética Nuclear (RMN) para los compuestos obtenidos.

2. Elaborar test paper a base de los productos obtenidos.

3. Sintetizar derivados similares para otros elementos.
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Preambulo

Como se sabe el ion AI¥*

existente en las aguas naturales y la mayoria de las plantas
puede entrar en el cuerpo humano a través del agua y los alimentos. Asi como la
presencia de cianuro como consecuencia de la actividad minera. Los estandares
nacionales de la calidad ambiental (ECA) para agua en Perd, indica que el valor

maximo permisible para aluminio es de 0,2 mg/L.

La acumulacién de una cantidad excesiva de aluminio en el organismo causa
enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica. Por lo
tanto, es crucial desarrollar algunos métodos analiticos para la facil deteccion y el

control de los niveles de concentracién de aluminio en el medio ambiente.

Por otro lado el ion cianuro es uno de los aniones téxicos méas notorios, que interacttan
fuertemente con el citocromo C, de modo que pueden interrumpir la cadena de la
electro-transportacion mitocondrial y conduce a una disminuida utilizacion de oxigeno y
el metabolismo oxidativa. La presencia de una pequefia cantidad de iones cianuro puede
conducir directamente a la muerte de los seres humanos en pocos minutos. Sin embargo,
el cianuro es utilizado ampliamente en muchos procesos industriales como la mineria de
oro, galvanoplastia, metalurgia y la sintesis de las fibras y resinas. Siendo asi, que la

I3

deteccion eficaz de los iones AI°" y CN ha tomado gran importancia. Se conoce de

muchos sensores para la deteccion separada de AI** y CN™ y de otros bifuncionales

P

pueden detectar selectivamente AlI°" y CN ™ simultaneamente. El desarrollo de sensores

moleculares individuales para varios iones se ha convertido en un reto.

En comparacién con algunos de los métodos convencionales, los sensores quimicos han
atraido considerable atencién debido a sus sefiales facilmente detectables sobre el
reconocimiento de reacciones metalicas con alta sensibilidad y selectividad.

VII. Planteamiento Tedrico

1. Problema de investigacion

1.1. Enunciado del problema
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“Sintesis de un derivado de Rodamina B y su aplicacion para la deteccion

+ ] .
de AI** y CN’ en soluciones acuosas”

1.2. Descripcion del problema

Tipo de investigacion

Segun la intervencion del investigador
o Experimental
- Segun la planificacién de la toma de datos
o Prospectivo
- Segln el ndmero de ocasiones en que mide la variable de
estudio
o Longitudinal
- Segln el nimero de variables analiticas
o Analitico

Nivel de investigacion

- Aplicativo y exploratoria

1.3. Justificacion del problema

El presente proyecto de investigacion pretende demostrar que por medio de una
sintesis organica que modifique la estructura de un colorante, éste pueda generar un

cambio de color que evidencie la presencia de AI** y CN".

La deteccion de AP

es importante ya que existe evidencia bibliografica que su
presencia en aguas naturales, pueden causar alteraciones que podrian ocasionar su
acumulacién en el organismo humano por el consumo de agua y alimentos,

ocasionando problemas de salud como es el caso del AI**

, que es utilizado en el
tratamiento de potabilizacion de aguas naturales con el objetivo de mejorar su

calidad.

Por otro lado, los aniones de interés, debido a la alta toxicidad que presenta el anién

cianuro (CN°) representa una latente preocupacion ya que puede afectar los
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sistemas fisiologicos, y el continuo impacto negativo sobre la calidad ambiental
causado por su uso industrial generalizado en petroquimica, la mineria de oro,
fotografico, y la fabricacion de acero, muchos investigadores han desarrollado
selectiva, sensible y métodos faciles para la deteccion de anion cianuro,

especialmente en agua y condiciones fisiologicas.

Por lo tanto, es crucial desarrollar algunos métodos analiticos para la deteccion y
posterior control de los niveles de concentracion de aluminio y cianuro en el medio
ambiente. En los Gltimos afos, se han desarrollado varios métodos para la deteccion
de AI**y CN".

2. Marco Conceptual
2.1.Introduccion

2.1.1. Aluminio

El aluminio viene a ser el metal en mayor porcentaje en la corteza terrestre, se
presenta generalmente en forma de aluminio silicatos en las clases de tierra y roca
existentes en nuestro planeta’. Hace muchos afios no se sabia a ciencia cierta la
toxicidad que posee este metal; el aluminio es ingerido en porciones bajas en nuestra
dieta diaria en una cantidad de 35 mg por dia; pero dicha cantidad puede variar de
acuerdo a el tipo de alimentacién, medicacion e incluso por el consumo de ciertos
tipos de agua’. La zona en la que se da la mayor absorcién de aluminio es por el
duodeno y el estdmago, dado que al verse disminuido el pH, la solubilidad de este
metal se vera incrementado®. Luego de absorberse el aluminio, éste es eliminado por
los rifiones de manera tan rapida y en cantidades de 15 a 55 pg/dia sin g/dia sin
problema alguno®, pero cuando la capacidad excretoria del rifién se ve afectada, éste

se deposita en tejidos, pudiendo alcanzar niveles toxicos.

Este caso se presenta generalmente en personas que son sometidas a tratamientos
parenterales de aluminio, que contienen altas cantidades del metal ya mencionado®,
un claro ejemplo es cuando hablamos de pacientes dializados ya que el tratamiento
de didlisis contiene concentraciones muy alta de aluminio en su composicién®, otro

caso frecuente es en personas que son tratados por afecciones de Ulceras peptidicas,
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debido a los prolongados tratamientos que reciben a base de antiacidos de sales del
metal’, también se presenta en algunos habitantes de zonas determinadas que
consumen aguas que tienen cantidades elevadas de aluminio®, otra poblacion
afectada son los lactantes cuya dieta esta compuesta por alimentos con formulas de
contenido alto de aluminio especialmente si éstos sufren de algun tipo de falla renal,
luego tenemos a individuos que tienen contacto con el metal como parte de su

actividad ocupacionalmente®, y en casos accidentales™®™*.

El aluminio tiende a acumularse en mayor proporcién en los huesos™?, sin embargo
éste se acumula con mayor afinidad en todos los tejidos. Por ejemplo a nivel
glandular, el aluminio es capaz de inhibir la sintesis de la hormona paratiroidea,
disminuyendo de ésta forma la respuesta 6sea a la misma*3. En la médula y bazo
inhibe la hematopoyesis provocando la anemia microcitica'®. Los desérdenes més
graves 0 consecuencias letales por exposicion son las encefalopatias, que son
provocadas al no ser tratadas a tiempo por la acumulacion de aluminio en el
cerebro®™. En algunos estudios se menciona que se ha encontrado la acumulacion de
aluminosilicatos amorfos en el cerebro de pacientes que padecen la enfermedad de
Alzheimer'®. También refieren que se ha detectado concentraciones altas de
aluminio en las neuronas de personas que sufrieron las enfermedades de Parkinson y
el sindrome de Down’. Ya que el aluminio es el tercer metal mas abundante en la
corteza terrestre y por su mdltiple uso en la actualidad®, es asi que debido a la
lixiviacion de aluminio de los suelos por la precipitacion de lluvia acida aumenta el
AI** libre en el ambiente y la superficie de los cuerpos de agua, que es nocivo e
incluso mortal para el desarrollo de las plantas'®. Por otra parte, AlI** es perjudicial
para los seres humanos y podria inducir a muchas enfermedades, como la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer®®?*. Sin embargo, son

pocos los ejemplos de otros sensores para AI** que han sido regsitrados® 2.

2.1.2. Cianuro

El ion cianuro, CN’, presenta una unién muy fuerte con muchos metales, en especial
con los de la serie de transicion, por lo que se usa para extraerlos de sus mezclas. A
consecuencia de ello, el cianuro, viene siendo muy utilizado en mineria y para la

obtencion de recubrimientos metalicos, como oro, cadmio y niquel.
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Lamentablemente, el ion cianuro es demasiado venenoso, tanto para la vida animal,
ya que presenta un enlace con iones metélicos de la materia viva como son el hierro
en proteinas que son necesarias para el uso del oxigeno molecular por parte de las
células. Por consiguiente es una especie muy estable y no se descompone por si solo

en el medio ambiente, representando un importante contaminante del agua®’.

2.1.3. Quimiosensores

El disefio y preparacion de quimiosensores ha experimentado un gran desarrollo.
Son moléculas capaces de transmitir, como sefial macroscopica, procesos de
reconocimiento, generalmente dadas por complejaciones, que se producen a nivel

molecular.

Generalmente consisten en una unidad complejante y otra sefializadora. Esta sefial
puede ser cualquier observable susceptible de ser medido, aunque la deteccion
Optica, junto con la electroquimica, suele ser de aplicacién mas factible.

Se han desarrollado multitud de quimiosensores capaces de reconocer cationes,
aniones e incluso moléculas neutras. De entre ellos, los cromogénicos son los que
permiten una aplicacion mas sencilla ya que son observables a simple vista. Cuando
se requiere una mayor sensibilidad se suele recurrir a sensores fluorescentes. La
geometria y estabilidad de los complejos entre la molécula huesped y el analito
condicionan la sensibilidad y selectividad de los diferentes ligandos. Para su disefio
hay que considerar diversos factores tales como los equilibrios conformacionales,

procesos de dimerizacion o interacciones secundarias.

La extension a sistemas ditopicos, con subunidades capaces de complejar tanto
carboxilatos como cationes, permite una mayor constante de complejacion lo que ha
permitido preparar ligandos capaces de extraer aminoacidos a medios no acuosos.

El interés por el estudio de la Quimica de Coordinacion de ligandos polidentados ha
ido en aumento en las ultimas décadas debido a su capacidad para actuar como
quimiosensores luminiscentes de elevada sensibilidad y selectividad en la deteccion
de iones metélicos, aniones y moléculas orgéanicas biactivas. Uno de los grupos
cromoforos mas ampliamente utilizado en la obtencion de sensores y marcadores

fluorescente es el dansilo®* %,
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3. Analisis de antecedentes investigativos

Partiendo de la RHODAMINA B, se sintetizaron dos sensores AlI**/Cu* -selectiva, que
muestran una alta selectividad para AI** y Cu®** entre los iones del metal con el medio
ambiente y biolégicamente relevantes. Un derivado de rodamina modificado 1.8-
Naphthyridinepuede detectar AI** en etanol con un comportamiento off-on de la
fluorescencia y detectar Cu®* en solucién acuosa con método colorimétrico. La 8-
hidroxiquinoleina - rodamina base sensor puede detectar AI** en etanol con métodos
colorimétricos y off-on fluorescencia. EI mecanismo de deteccion implica un proceso de
apertura como consecuencia de la formacién de complejos metalico. Parcelas de trabajo
y un estudio espectral de masa de tiempo de vuelo indicaron que cada quimiosensor
habfa quelado APP*/Cu®* con estequiometria 1:1. El atascamiento de los sensores y
AI¥*/Cu** es quimicamente reversible por la adicion de solucion /EDTA F,

respectivamente.

Se sintetizaron dos nuevos productos derivados del 2,5-diarylthiazolo [5, 4-d] tiazol
teniendo 6xido de etileno. Se examinaron sus propiedades fotofisicas y electroquimicas,
asi como propiedades de enlace hacia varios iones metalicos. El derivado de tiazol 1
mostré grandes mejoras fluorescentes con Cr®* y AI**. Por otra parte, el derivado de
tiazol 2 muestra un cambio fluorescente selectivo con Cr** entre los iones del metal
examinado. Reportan como que son los primeros ejemplos de derivados de tiazol como

sensores fluorescentes para los iones del metal.

En algunos estudios se probo la fluorescencia de la sintesis de la 8-formi I-7-hidroxil-4-
methyl cumarina — (20-methilquinolina-4-formyl) hidrazona (L). EI sensor quimico

resulté con mayor selectividad por el Al**

en presencia de otros iones competitivos a
pesar de diferentes cambios asociados en su comportamiento espectros 6pticos y de
fluorescencia. Tras la adicién de AI** a una solucién de L, se muestred la mejora de 200
veces de la intensidad de fluorescencia atribuido a formar una estequiometria 2:1 segin
el modo de unién de LA Al (lIl) y el proceso de quelacién dando lugar a la
fluorescencia (CHEF) a 479 nm en etanol. Con un limite de deteccién més bajo para
AP,

Por otro lado la construccion de un sensor quimico colorimétrico y fluorescente

3+
|

selectivo para la deteccion de AI** y Cu?* basado en-naftol. Se trata de un colorimétrico

simple y facilmente sintetizado y sensor quimico fluorescente, sobre la base de restos de
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naftol como una unidad de union y de sefalizacion, se ha sintetizado en un
procedimiento de un solo paso. Sensor quimico exhibié un cambio de color de amarillo
a naranja y mejora de fluorescencia con un desplazamiento hacia el rojo tras la union a
AIP* en acetonitrilo. Ademas, se pudo detectar de manera selectiva iones Cu?* a través
de una reaccion de oxidacion de iones promovido en acetonitrilo, dando como resultado
un cambio selectivo de color de amarillo a azul oscuro y un efecto de extincion de la
fluorescencia. Ademas, sensor quimico mostré selectividad colorimétrica y de

fluorescencia para Cu?* en solucién de acetonitrilo acuoso.

4. Objetivos
4.1.0bjetivo General

- Sintetizar a partir de Rodamina B un derivado que pueda ser usado como

sensor quimico detectando AI** y CN™ en soluciones acuosas.

4.2.0bjetivos Especificos

- Sintetizar a partir de Rodamina B un derivado que puede ser usado como

sensor quimico detectando AI**

y CN" en soluciones acuosas
- Evaluar las propiedades como sensor quimico la sintesis de un derivado a
partir de Rodamina B que puede ser usado como sensor quimico

detectando AI** y CN".

5. Hipotesis

Dado que la Rodamina B es un compuesto organico que al coordinarse con iones
metalicos origina un cambio de color es probable que sus derivados tengan afinidad por
AIF*yCN..
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VIIIl. Planteamiento operacional

1. Técnicas, instrumentos y materiales de verificacion.

1.1. Cromatografia en Capa Fina (TLC)
Es una alternativa a la cromatografia en columna o en papel, por lo que se
aplican los mismos principios; en este caso la fase mévil se encuentra fija en la
placa conformada por una capa uniforme de adsorbente Illamada fase
estacionaria en la cromatografia de particién. Tiene como ventaja la rapidez del
desarrollo y la facilidad para identificar los componentes presente en la mezcla

a analizar®’.

1.2. Cromatografia en Columna

Es el método general para la separacion y purificacion de compuestos

organicos, solidos o liquidos a escala preparativa.

La fase estacionaria (absorbente) se coloca en el interior de una columna de
vidrio que termina en un estrechamiento con una llave y se impregna con la
fase movil (eluyente). La mezcla que se va a separar es depositada en la parte
superior de la fase estacionaria, y la fase movil atravesard el sistema. Los
compuestos eluidos, disueltos en la fase mavil, van saliendo de la columna y se
recogen en fracciones. Los menos polares, que son los que se retienen menos en
el adsorbente, son los primero en salir. Sin embargo son los mas polares los que
quedan mas retenidos y para su elucién generalmente es necesario incrementar
la polaridad del disolvente. El tiempo necesario para eluir un compuesto de la
columna se denomina tiempo de retencién. Es muy caracteristico para cada
compuesto en condiciones cromatograficas determinadas y especificas

(adsorbente, disolvente, diametro de la columna, presion, etc.).
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El adsorbente més utilizado para cromatografia en columna es el gel de silice.
La alimina y florisil (silicato magnésico) se emplean como sustitutos del gel de
silice cuando éste es incompatible con la mezcla de cromatografiar.

La elucion de la cromatografia puede realizarse por gravedad o a media presion
(flash chromatografhy). En este dltimo caso la cabeza de la columna es
conectada a un compresor de media presion (5-10psi) o a una linea de aire

comprimido.

El tamafio de particula del gel de silice para cromatografia a media presion
(0.040-0.063 mm, 70-230 mesh). Si en gravedad se empleara gel de silice de
tamafio de particula mas pequefio, la elucion no se produciria ya que se
impediria el flujo del disolvente. Sin embargo, si se aplica presion, se fuerza al

disolvente a eluir.

Debido que la disminucion del tamafio de particula del adsorbente conduce a
una separacion mas eficaz, la cromatografia a media presion proporciona
generalmente mejores resultados que la cromatografia por gravedad. Ademas al

ser mucho mas rapida, es la técnica que mas se emplea.

Antes de llevar a cabo la cromatografia en columna es necesario elegir el
disolvente adecuado para optimizar la separacion de los componentes de la
mezcla. Esta separacion se lleva a cabo mediante cromatografia a media presion

utilizando gel de silice como fase estacionaria.
1.2.1. Diéametro de la columna y calidad de gel de silice.

La altura de la fase estacionaria en la columna estd relacionada
fundamentalmente con la diferencia de los valores de Rt de los componentes de
la mezcla. El diametro esta relacionado, ademas con la cantidad de muestra a

separar.

Una columna de un mismo didmetro admitird mas o menos cantidad de mezcla

en funcién del valor relativo de los R¢ de sus componentes.

Al tener seleccionado el diametro de la columna para cromatografia de dificultad
media, se rellena la columna con silica gel hasta una altura de 15-20 cm
aproximadamente. Para preparaciones de mayor dificultad, requiere incrementar
la altura de relleno hasta 20-25 cm.
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1.2.2. Eleccion del disolvente

Para la eleccion del disolvente, se lleva a cabo una cromatografia en capa fina de
la muestra a analizar. El disolvente tiene que conducir a una buena separacion de
los componentes de la mezcla de la placa y situar el componente menos polar a
un Rf aproximado de 0.3. La separacion de una mezcla en una columna sera
poco eficaz si se utiliza un disolvente que sitle los compuestos a separar a un

valor de Rf superior a 0.3.

Para columnas pequefas es preferible optar un eluyente menos polar obtenido

del resultado de la placa.

En muchos casos se emplean mezclas de disolventes y se realiza una elucion en
gradiente. Es por ello que la cromatografia se inicia con una mezcla de
disolventes de la polaridad adecuada para separar el componente de mayor Ry, y
una vez que el disolvente haya recorrido la columna, se aumenta gradualmente la
polaridad de éste para lograr un mejor separado de los componentes mas polares
presentes en la mezcla a analizar. Si al iniciar la cromatografia se utiliza un
disolvente muy polar la separacion de los componentes no podré apreciarse

adecuadamente.

2. Campo de verificacion

2.1. Ubicacion espacial

- Laboratorio 202. Proyecto Mercurio, Universidad Catélica de Santa Maria,
Arequipa.

- Laboratorio 203. Laboratorio de Organica, Universidad Catdlica de Santa
Maria, Arequipa.

- Laboratorio 204. Laboratorio de Ensayos y Control de Calidad,
Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa.
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- Laboratorio 301. Laboratorio de Orgéanica, Universidad Catdlica de Santa

Maria, Arequipa.

2.2. Ubicacion temporal

El proyecto se realizara desde los meses de abril a diciembre del afio 2015 y de
los meses de enero a julio del 2016.

2.3. Unidades de estudio

El quimio sensor y las soluciones de AI**y CN".

3. Estrategia de recoleccion de datos

Andlisis cualitativo
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IX.  Cronograma de trabajo

ANO 2015 - 2016
ACTIVIDADES MESES

5|16 |7 (8(9(10|11 |12 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7
Elaboracion del proyecto X | X

Revision del proyecto X | X

Elaboracién del marco

tedrico

Fase experimental XXX | X | X

Recoleccion de datos X | X | X [ X]|X

Tabulacién de datos X | X | X|X

Interpretacion de resultados X[ X|X]|X

Conclusiones X | X

Elaboracién del informe

final.

Presentacion de informe final X
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