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Resumen

En la actualidad, la contaminacion por metales pesados es un gran problema ambiental que causa
graves dafios al medio ambiente, tanto su parte bidtica como abiotica. Es una de las grandes
barreras a superar para conseguir un desarrollo industrial sostenible a mediano y largo plazo, ya
que estos materiales se emplean en paises subdesarrollados sin mayores restricciones para la
fabricacion de partes, compuestos quimicos, armas de defensa, entre otros diversos usos.
Generando problemas de salud como enfermedades respiratorias, enfermedades congénitas al estar
expuestos continuamente, entre otros. ES por estas razones que agencias para la proteccion y
conservacion del medio ambiente realizan monitoreos continuos y determinan las regulaciones
para el uso y descarte de estas sustancias. Sin embargo, los métodos de monitoreo para los metales
pesados requieren mucho tiempo y algunos presentan limitaciones en las técnicas de muestreo y
posteriormente su analisis, por esto se presenta una gran demanda en desarrollar métodos rapidos,
simples, confiables y que permitan el analisis in situ.
La propiedad especifica por la cual se emplea el 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (cloruro cianirico)
es la capacidad para experimentar una reaccién de sustitucion nucleéfila aromatica (SNAr) en
condiciones de temperatura controlada y la adicion de los ligandos cuenta con un orden especifico.
Este proyecto comprende la preparacién de sensores moleculares andlogos de triazinas con
aminoacidos como ligandos (valina, glicina, fenilalanina) con el fin de lograr la deteccion de
metales pesados en soluciones acuosas a través de cambios en el proceso de absorcion-emision del
complejo formado y la observacion de fluorescencia o cambios colorimétricos en las muestras.

Palabras clave: andlogos de triazinas, sensores, aminoacidos, metales pesados,

fluorescencia
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Abstract

At present, heavy metal contamination is a major environmental problem that causes serious
damage to the environment, both biotic and abiotic. It is one of the great barriers to overcome to
achieve a sustainable industrial development in the medium and long term, since these materials
are used in underdeveloped countries without major restrictions for the manufacture of parts,
chemical compounds, defense weapons, among other diverse uses. This generates health problems
such as respiratory diseases, congenital diseases due to continuous exposure, among others. It is
for these reasons that agencies for the protection and conservation of the environment carry out
continuous monitoring and determine regulations for the use and disposal of these substances.
However, monitoring methods for heavy metals are time-consuming and some have limitations in
sampling techniques and subsequent analysis, which is why there is a great demand to develop
faster, simpler, more reliable methods that allow in situ analysis of the sample for the detection of
heavy metals.

The specific property for which 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine (cyanuric chloride) is used is the
capacity to undergo an aromatic nucleophilic substitution reaction (SNAr) under controlled
temperature conditions and the addition of the ligands has a specific order. This project involves
the preparation of triazine analogues molecular sensors with amino acids as ligands (valine,
glycine, phenylalanine) in order to achieve the detection of heavy metals in aqueous solutions
through changes in the absorption-emission process of the complex formed and the observation of
fluorescence or colorimetric changes in the samples.

Keywords: triazine analogues, sensors, amino acids, heavy metals, fluorescence.
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Glosario

1,3,5-triazinas: es una clase de heterociclos que contienen nitrogeno. Las triazinas mas
conocidas son los derivados 1,3,5-triazina de melaminay el cloruro cianurico (2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina). (D’Auria et al., 2023).

Aminoécidos: los aminoacidos son una clase de biomoléculas importantes que contienen
ambos grupos amino. (-NH3") y grupos carboxilato (-COO ~). En la mayoria de los contextos,
el término "aminoacidos" se refiere a los a-aminoécidos, llamados asi porque tanto el grupo amino
como el carboxilo estan unidos al carbono a. (Blanco, A. y Blanco, G. (2022).

energia emitida y su longitud de onda dependen tanto del propio fluor6foro como de su
ambiente

Espectroscopia infrarroja (IR): es un método de absorcién ampliamente utilizado en
analisis tanto cualitativos como cuantitativos. La region infrarroja del espectro incluye radiacion
electromagnética que puede alterar los estados vibratorios y rotacionales de los enlaces covalentes
en moléculas orgéanicas. (Jadhav, Yan, et al., 2013)

Espectroscopia Ultravioleta visible (UV-VIS): es una técnica analitica, simple, versétil, no
destructiva y rentable, adecuada para un amplio espectro de compuestos orgéanicos y algunas
especies inorganicas. En funcidn de la longitud de onda, los espectrofotometros UV-Vis miden la
absorcion o transmision de la luz que pasa a través de un medio. (Mtewa et al., 2021)

Fluorescencia: son aquellas moléculas susceptibles emiten luz a partir de estados excitados
electronicamente creados por un mecanismo fisico (por ejemplo, absorcion de luz), mecanico
(friccion) o quimico. (Levitus, 2020).

Fluoroforos: es un componente de una molécula que hace que ésta sea fluorescente. Es un
grupo funcional de la molécula que absorbera energia de una longitud de onda especifica y la

volvera a emitir en otra longitud de onda diferente, pero igualmente especifica. La cantidad de
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energia emitida y su longitud de onda dependen tanto del propio fluoréforo como de su ambiente
quimico. (Callan JF, et al. 2005).

Metales pesados: se definen como aquellos elementos que tienen un nudmero atémico
superior a 20 y una densidad atémica superior a 5g cm~3 y deben exhibir las propiedades del

metal. (Laureano-Anzaldo et al., 2021).
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Introduccion

Los metales pesados pueden definirse como metales con densidades, pesos 0 nimeros
atdmicos relativamente altos. Los criterios utilizados y la inclusién de metaloides varian segun el
autor y el contexto, ya que se pueden encontrar definiciones basadas en su densidad,
comportamiento quimico, toxicidad o algunas propiedades fisicas. (Adnan et al., 2024) (Metales
Pesados, s. f.) La contaminacion por metales pesados es un problema que se ha discutido desde
décadas anteriores, estos suelen encontrarse en las matrices de agua, aire y suelo; esto debido a
actividades industriales relacionadas con la mineria, reparacién, fabricacion y recubrimiento de
piezas metalicas, reparacion de baterias, curados, refineria, e industria textil (Rodriguez, 2017).
Otro gran problema, es el uso de metales pesados como parte de los componentes principales de
insecticidas, fertilizantes, y algunas practicas de la industria minera lo cual facilita la via de
contaminacion por el contacto directo de este material con el suelo (Neira-Moscoso et al., 2021)
(Sun, Xie, Wang, et al., 2018).

Debido a las caracteristicas de la especie metalica pueden quedar retenidos o ser
movilizados en la solucion del suelo mediante diferentes mecanismos bioldgicos y quimicos, esto
dependera de las propiedades del suelo (acidificacion, uso de pesticidas, condiciones ambientales)
(Sun, Xie, Wang, etal., 2018) llegando de esta forma por escorrentia a cuerpos de agua o
facilitando su volatilizacion llegando a la atmosfera (Nachana’a y Ezekiel, 2019) Por ejemplo, la
concentracion de metales en el suelo suele oscilar entre menos de uno hasta 100.000 mg/kg (LONE
etal., 2018). Los metales pesados son el grupo principal de contaminantes inorganicos y una
considerable gran superficie de tierra estd contaminada con ellos debido al uso de lodos o abono
municipal, pesticidas, fertilizantes y emisiones de residuos municipales incinerados, exudados,

residuos de minas metaliferas e industrias de fundicion (Lin et al., 2018). La preocupacion del
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movimiento de estos metales es su rapida absorcién, inhalacion, ingestion y bioacumulacion por
medio del metabolismo de las plantas y animales, que a su vez al ser consumidos por los humanos
se bioacumulan en sus tejidos y 6rganos (Nachana’a y Ezekiel, 2019); algunas de las afecciones
de salud ocasionadas por estos son afecciones respiratorias y cardiacas, dafio renal y neuroldgico,
debilitamiento muscular, entre otros (Neira-Moscoso et al., 2021; Franco et al., 2016).

Por lo mencionado anteriormente, este tipo de materiales deben tener un monitoreo
constante por parte de las instituciones de proteccién ambiental y de salud publica, para proteger
las poblaciones cercanas y los ecosistemas que se vean afectados por estos contaminantes. El
ministerio de ambiente colombiano ha dictado ciertos decretos y normativas (como la resolucion
1575 del 2007) (Decreto 1575 de 2007 - Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, 2022)
que dictaminan los niveles de concentracion maximos permitidos en las matrices de agua, aire y
suelo que no comprometan la salud a mediano y largo plazo tanto del medio ambiente como de la
humanidad. Por ejemplo, para el afio 2013 se realiz6 un estudio se realizaron 169 muestreos de
cadmio, 180 muestreos de cromo y plomo y 104 muestreos de mercurio (IDEAM, 2014). Con
respecto al Hg, segun se reporta los valores de concentracion méas altos se encuentran en el rio
Marmato, Nechi, Magdalena, Guachal y rio Coello. Con respecto al Cd las mayores
concentraciones se identificaron en rio Negro, rio Bogota y rio Cararé (Reyes y Vergara, 2016).
A pesar de tener una normativa que especifica los métodos a utilizar en el monitoreo, toma de
muestras y analisis de estas; se presentan ciertos inconvenientes como la poca accesibilidad a
ciertos lugares de interés por cuestiones de movilidad. Otra gran limitante son las técnicas
empleadas para su medicion, ya que suelen ser costosas y requieren gran cantidad de tiempo.

Se han empleado distintos métodos de deteccion y encapsulamiento de estos metales y

alguno de sus iones, como es el uso méas habitual de métodos colorimétricos, fluorescentes y
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algunos relacionados con nanoparticulas. Las triazinas son una familia de tres compuestos
isomeros los cuales comparten la formula CsHsN3s, se les conoce como los “herbicidas de la
naturaleza”, en la industria tienen un amplio uso como resinas, herbicidas, fungicidas, colorantes
reactivos, y por supuesto, como productos farmacéuticos (Raghu et al., 2023) (Verma et al., 2020).
La sintesis 1,3,5-triazina despierta un gran interés debido a su versatilidad, ya que las propiedades
e interacciones dependeran completamente de los grupos de sustitucion que se le agreguen, sin
embargo, este no ha sido un campo poco investigado, ya que la mayoria de literatura se concentra
en su uso como herbicidas.

Es debido a estas propiedades de interaccion y facil sustitucion, que se plantea el presente
proyecto de investigacion, que busca disefiar un sensor colorimétrico para iones metalicos a base

de triazinas mono Yy di sustituidas.
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1. Nuevos sensores fluorescentes basados en triazina-aminoacidos para la deteccién

de iones metalicos en solucion acuosa

1.1. Planteamiento del problema

La contaminacion por metales pesados ha sido un foco de tension durante los ultimos afios,
debido a su toxicidad y los problemas ambientales que generan, la comunidad cientifica se ha
mostrado interesada en el disefio, sintesis y fabricacion de quimiosensores de diversa clasificacion,
con el fin de detectar y reconocer los metales pesados que se encuentran en muestras bioldgicas o
de andlisis medioambiental. La estimacién y el seguimiento de la contaminacién ambiental estan
adquiriendo cada vez méas importancia para desarrollar diferentes métodos y estrategias de
seguimiento que permitan tener una buena calidad de suelos, aguas superficiales y subterraneas
(Ali y Muhammad, 2023).

Alrededor del mundo se han presentado diversos casos de contaminacion por metales
pesados en agua y suelos, sin embargo, lo mas preocupante del caso es que han logrado migrar a
los vegetales, frutas y hortalizas cultivadas en diversos tipos de suelos. Se han identificado altas
concentraciones de metales pesados y metaloides, como mercurio (Hg), arsénico (As), plomo
(Pb), cadmio (Cd), zinc (Zn), niquel (Ni) y cromo (Cr). en verduras (Chakraborty et al., 2022). El
contacto de estos vegetales con los metales pesados puede deberse a multiples causas, por ejemplo;
los pesticidas y herbicidas empleados, aguas contaminadas por mineria cercana, residuos
industriales, entre otros.

Otros estudios han demostrado que el uso de exceso de plata y sus derivados puede alterar
los ecosistemas naturales, por ejemplo, destruyendo bacterias ambientalmente benignas (Senkuytu
etal., 2018). Adicionalmente, es mencionado que los iones de plata inactivan las enzimas

sulfhidrilo y se unen a varios metabolitos, incluidos aminas, imidazol, grupos carboxilo. Por otro
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lado, la sobrecarga de plata puede provocar la precipitacion de proteinas en la piel y los ojos
(Senkuytu et al., 2018).

En el caso de Colombia, méas especificamente Santander en los ultimos monitoreos
realizados por empresas privadas a plantas del paramo de Santurban han arrojado la presencia de
trazas de metales pesados y que son perjudiciales para el hombre como cadmio, zinc y mercurio
(Zambrano, 2022). Se establece que la contaminacion puede venir de aguas aledafias y es absorbida
por las plantas; Gustavo Guerrero expuso que esto se debe a la mineria ilegal en esta area (Munera,
2022).

Otro de los preocupantes casos registrados fue la contaminacion de la quebrada La Bajay
los rios Vetas y Surata con mercurio, debido a una red de mineria ilegal para la extraccion de oro
ocurrida en el municipio de California, Santander. (El episodio més reciente, que sustenta la
anterior afirmacion, ocurrio el pasado 23 de febrero del 2022, cuando la Gerencia de Operaciones
del Acueducto Metropolitano de Bucaramanga detectd “con gran preocupacion que los analisis de
laboratorio de las muestras de agua cruda tomadas a las 6:00 a.m., a la entrada de la Planta de
Tratamiento de Bosconia, arrojaron una concentracion de mercurio total de 100 UGHG/L
(microgramos de mercurio por litro de agua) cuando la norma establece 2 UG HG/L”. Este registro
significa que el aumento de trazas de mercurio se elevo, en este episodio, 49 veces por encima del
limite permitido) (Gutiérrez, 2024).

Esta problematica ambiental se ha presentado desde algunas décadas atras, principalmente
contaminando el recurso hidrico utilizado por las poblaciones cercanas. A pesar de ello, Santander
no es el Unico departamento que presenta esta situacion, sino que es un problema generalizado en

todo el pais (por no decir en el mundo). Por eso es necesario un trabajo en conjunto de las
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poblaciones, autoridades ambientales y quimicos con la meta de planear, ejecutar y monitorear
estrategias que permitan la conservacion de este recurso tan preciado.

La propuesta de investigacion consiste en la sintesis de andlogos de cloruro de triazinas
con aminoacidos como ligandos (glicina, valina y fenilalanina) para generar compuestos
fluorescentes versatiles y faciles de transportar, que sean eficientes para la deteccion de iones de

metales pesados en matrices acuosas.

1.2. Justificacion

En el presente proyecto de investigacion se propone sintetizar moléculas analogas de 1,3,5-
triazinas incorporando aminoacidos como ligandos (glicina, valina y fenilalanina) a su estructura,
para obtener derivados mono, di o tri sustituidos a conveniencia y modificar sus propiedades
fisicas, quimicas, luminiscentes y ser usados para la deteccion de metales pesados en soluciones
acuosas; los compuestos actian como sensores opticos, es decir, quimiosensores colorimétricos
y/o fluorescentes que generen una sefial Optica o de cambio en la estructura, bandas de absorcion,
entre otros, que pueda ser comprobada a partir de técnicas espectroscopicas como resonancia
magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo (IR) y espectroscopia ultravioleta visible
(UV-VIS). La respuesta de cambios colorimétricos o fluorescentes de sensores al entrar en
contacto con el compuesto objetivo ha sido empleada ampliamente durante los tltimos afios en los
campos de andlisis cuantitativo, cualitativo y desarrollo de quimiosensores siendo herramientas
eficaces; a pesar de ello, los sensores para la deteccion de metales pesados basados en 1,3,5-
triazinas son limitados.

Las ventajas que ofrecen este tipo de biosensores, quimiosensores o sensores basados en
luminiscencia son su facilidad de transporte, uso in situ para toma de muestras, son altamente

sensibles con la molécula objetivo, ademas de brindar resultados casi de forma inmediata. EI uso
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de métodos con fluorescencia se ha observado en distintos campos de accion, desde la medicina
hasta la biologia molecular; sin embargo, no se ha empleado utilizando aminoacidos como
ligandos de 1,3,5-triazinas. Para el presente proyecto no se empleara compuestos comerciales
fluorescentes debido a la toxicidad asociada para los mismos, para ello en la investigacion
realizada se utilizaran moléculas analogas de 1,3,5-triazinas modificada de facil transporte que
seran valiosas para su aplicacion hacia el disefio de sensores y quimiosensores selectivos,
eficientes y practicos que permitan brindar soluciones al actual problema de contaminacion por

metales pesados.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Sintetizar sensores fluorescentes a partir de triazinas derivadas de cloruro ciandrico (mono,

di y tri) con sustituyentes amino para deteccion de metales pesados en soluciones acuosas

1.3.2 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar compuestos analogos de triazinas mono, di y tri sustituidas con
propiedad fluorescentes como sensores de metales pesados en solucion acuosa.

Evaluar la selectividad de sensores fluorescentes con distintos metales pesados en solucion
acuosa.

Determinar la toxicidad de los sensores sintetizados para la deteccion de metales pesados
a base de triazina y aminoacidos mediante pruebas eco-toxicologicas con Allium cepa, en la

determinacion de posibles afectaciones ambientales por parte de estos compuestos nuevos.
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2. Marco referencial

2.1 Marco teorico

Uno de los compuestos de triazinas méas destacados (1,3,5-triazina), fue sintetizado por
primera vez en 1834 por Liebig, siendo la melamina (2,4,6-triamino-1,3,5-triazina). La 1,3,5-
triazina, es decir, s-triazina, es un heterociclo que contiene tres &tomos de nitrégeno en su anillo
como sustituyentes, siendo una molécula con multiples propiedades y aplicaciones a nivel
industrial en productos como herbicidas, plaguicidas, tintes, ldminas de plastico, entre otros
(Kloeters et al., 2022). Un componente basico cominmente utilizado para la sintesis de derivados
de 1,3,5-triazina es la tricloro-1,3,5-triazina (TCT), es decir, cloruro cianurico (Nobuyasu et al.,
2019); este se obtiene principalmente a partir de acido cianhidrico, o el segundo método menos
utilizado es a partir de cianuro de sodio (Jain et al., 2016). Este compuesto presenta tres isomeros
siendo la (1.) 1,2,3-triazina, la (2.) 1,2,4-triazina (2), y la (3.) 1,3,5-triazina como se muestra en la
figura 1. A pesar de ello, la dltima forma (1,3,5-triazina) es el isomero que ha sido mas

ampliamente estudiado (Kloeters et al., 2022).

Figura 1. Isémeros de la Triazina
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1 1
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1,2,3-Triazine 1,2 4-Triazine 1,3,5-Triazine

Tomado de (Basak et al., 2021)
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Este isomero es menos estable que el benceno porque la nube 7 del anillo se ve debilitada
debido a la presencia de los atomos de nitrogeno, lo que produce un aumento de la densidad de
carga en las posiciones 1, 3y 5y una disminucién de carga en las posiciones 2,4 y 6 lo que facilita
las reacciones de sustitucion nucledfila en dichas posiciones. (Carofiglio. T. et.al 2004)

Debido a su caracter de deficiencia electronica (es decir, aceptor), reacciona muy
facilmente con la unidad donante. Ademas, su coplanaridad espacial y simetria estructural lo
convierten en un nucleo adecuado para la modificacion estructural con una variedad de moléculas
(Maliszewski D y Drozdowska D., 2022); el anillo de triazina es bastante resistente a la sustitucion
electrofila. Sin embargo, facilmente puede someterse a reacciones de sustitucion en el anillo con
nucleofilos y es muy sensible a la hidrélisis por agua y otros compuestos con grupos hidroxilo, en
menor grado. (Muhammed A. 2021).

Gracias a la versatilidad de la molécula es posible preparar diferentes heterociclos
empleando aminas, compuestos nitrogenados u/o grupos hidroxilos que permitan modificar las
propiedades de las moléculas. Los derivados de triazina mas comunmente utilizados se muestran

a continuacion en la Figura 2, el acido ciandrico (4), la melamina (5), y el cloruro cianurico (6).

Figura 2. Derivados comunes de la Triazina
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Tomado de (Hatfield, 2007)

Las reacciones de Cloruro de triazinas hasta 1937 han sido resumidas por Fierz-David y

Matter, sin embargo, aparte de su reaccién con amoniaco y algunas aminas, principalmente
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aromaticas, el primer informe extenso sobre derivados de tricloruros de triazinas no se publicé
hasta 1951. Curiosamente, uno de sus primeros fines sintéticos fue como activador de acidos
carboxilicos para la preparacion de amidas (Quirke, 1984). Por otro lado, hasta el afio 1954 se
determind estructuralmente la primera s-triazina, haciendo pasar cloro a través de tiocianato de
potasio anhidro (Huthmacher, K.; Most, D. 2006); En la figura 3 se observa a continuacion la
reaccion a nivel industrial del cloruro cianurico, el cual se puede preparar mediante trimerizacion
de cloruro de ciandgeno en fase liquida (US2838512A - Preparation Of Cyanuric Chloride -

Google Patents, 1958).

Figura 3. Sintesis industrial cloruro ciandrico

HC=N + cClI, - CI—-C=N + HCI
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Cl N Cl

Tomado de (Hatfield, 2007)

El cloruro ciandrico presenta multiples propiedades que le permite ser versatil estable,
rentable, y facil de manejar ademas de tener diversas aplicaciones. Sin embargo, la capacidad que
mayor es su facilidad para las reacciones de sustitucién aromética nucleofilica del cloruro
cianurico de forma quimioselectiva, la cual puede ser utilizado para producir productos de s-
triazina sustituida con alta complejidad quimica (Apblett et al., 2011).

El cloruro cianurico puede ser mono, di o tri sustituido por diferentes grupos debido a la
facilidad de desplazamiento de los sustituyentes cloro en esta molécula por varios nucleéfilos

(Disasa D. 2010). Sin embargo, para controlar la cantidad de sustituyentes es crucial mantener una
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temperatura estable especifica para cada sustitucion. La primera sustitucion es exotérmica y puede
realizarse a 0 °C, la segunda sustitucion ocurre a temperatura ambiente (entre 30°C-40°C),
mientras que la tercera la sustitucion requiere temperaturas mas altas, generalmente a reflujo de
un disolvente de alto punto de ebullicion (>65 °C-90°C), y largos tiempos de reacciéon (Sharma
et al., 2018). La sustitucion se realiza de forma escalonada para debilitar la fuerza de atraccion
entre el enlace C-Cl y la sustitucion nucleofilica. A continuacion, se observa en la figura 4 las
sustituciones nucleofilicas aromaticas sobre el cloruro ciandrico y el rango necesario de

temperaturas para llevar a cabo dichas sustituciones frente al nucleoéfilo.

Figura 4. Temperaturas para las diferentes sustituciones (1,3,5) nucleofilicas en el anillo de
triazina

‘ 0°C ‘ 25°C ‘
Cl N Cl Cl N Cl / Cl
R"NH, | 80°C
NHR
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Tomado de (Synthesis, Aromatic Character And Reaction Of Triazines, 2020)

Para el caso de la tercera sustitucion se requiere aplicar calor, manteniendo temperaturas
entre 70 y 100 °C o temperatura del solvente usado; teniendo en cuenta la reactividad del

nucleofilo, los tiempos de reaccion podran ser mas prolongados, aproximadamente entre 24 y 48
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horas. Estas reacciones que requieren condiciones duras y/o largas, pueden mejorar los tiempos de
reaccion utilizando radiacion de microondas como fuente de energia (De La Hoz y Sanchez-
Migallén, 2017).

A partir del control de temperatura durante las reacciones de sustitucion nucleofilica
permite la sintesis de triazinas 2,4,6-trisustituidas de forma selectiva de aminas, alcoholes, amidas,
entre otros como se muestra en la figura 5 a continuacion; en nuestro caso para la adicion de

glicina, valina y melanina.

Figura 5. Reacciones de sustituciones nucleofilicas en el cloruro ciandrico.
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La 1,3,5-triazina y sus derivados participan en todo tipo de interacciones, a saber,
coordinacion, enlaces de hidrogeno, electrostaticas, transferencia de carga y atracciones e
interacciones aromaticas-apilamiento. Presentan un caracter muy versatil para la formacion de
enlaces no covalentes, esto se debe al par electronico libre del Nitrogeno, el ambiente electrénico
del anillo heteroaromatico (interaccion electrones m-w € interaccion entre n-cation), facilidad de
sustitucion del cloro e interacciones entre sus enlaces o (De La Hoz y Sanchez-Migallon, 2017)
(Mooibroek y Gamez, 2007). Los derivados de s-triazina han demostrado su gran potencial en esta
creciente area de la quimica de materiales, tanto por sus capacidades de interaccion T como por su
aptitud para participar en intrincadas redes de enlaces de hidrégeno (Mooibroek y Gamez, 2007).

La contaminacion antropogénica del medio ambiente por metales pesados puede ocurrir a
través de diversos medios, como las operaciones mineras, la utilizacion de fertilizantes, herbicidas
y pesticidas, y el riego de tierras agricolas con aguas residuales no tratadas y efluentes industriales
(Zaynab et al., 2022). Los metales pesados, a diferencia de los contaminantes organicos, no son
biodegradables y tienden a acumularse en los organismos vivos cuando se liberan al medio
ambiente, lo que puede afectar negativamente la salud de todas las formas de vida, incluidos los
humanos, los animales y las plantas (Feng et al., 2022). La exposicion crénica a metales pesados
en bajas concentraciones puede tener efectos negativos en el medio ambiente y el cuerpo humano,
incluidos efectos teratogénicos y cancerigenos (Yao et al., 2019). Los metales pesados pueden
ingresar al cuerpo humano a través de diversas rutas, como la absorcion, el contacto con la piel y
la inhalacion, lo que resulta en una variedad de problemas de salud que van de leves a graves,
incluidos intestinos sueltos, ansiedad, enfermedades pulmonares, fatiga, problemas renales,
problemas estomacales y problemas de la piel. infecciones, problemas neurolégicos y crecimiento

maligno (Shah y Daverey, 2020).
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A raiz de esta problematica, a nivel mundial se han creado resoluciones, leyes y normas
que rigen la calidad de agua potable que puede ser utilizada por parte de las personas en sus
actividades cotidianas. Este control de la calidad permite detectar regular la cantidad aceptable de
metales pesados en agua potable, y alertar a las autoridades en caso de presentarse un aumento
repentino.

Es en este punto que las técnicas de deteccion son de vital importancia, las técnicas de
fluorescencia han sido ampliamente estudiadas durante las Gltimas décadas, pueden ser empleadas
de forma practica para la generacion de sensores quimicos (espectroscopia de fluorescencia),
etiquetado fluorescente, tintes, detectores biologicos, entre otros (Shi et al., 2023). Es una técnica
altamente selectiva y rapida que se emplea en la determinacion de iones de metales pesados en
cualquier muestra de suelo o agua, ser vivo, u objeto de consumo alimenticio (Yan et al., 2022).
Los sensores fluorescentes son compuestos quimicos con la capacidad de emitir luz tras la
excitacion de esta; a través de su disefio y creacion es posible obtener moléculas que respondan a
la presencia de un analito objetivo, esto ocurre gracias a la modificacion de sus propiedades
fisicoguimicas (Rajasekar et al., 2023).

Para la deteccion de iones metalicos, se debe emplear la estrategia de tener sitios de
quelacion de metales predisefiados en la estructura, los cuales permitan unir a fluoréforos
especificos o integrarse en el fluoréforo como parte del grupo de union al metal (Yan et al., 2022).
Los principales mecanismos de fluorescencia involucrados en el disefio de los quimiosensores se
presentan en la figura 6 a continuacion:

Transferencia de electrén foto inducida (PET): El donante y el aceptor de electrones forman
un complejo de transferencia de carga, que se relaja desde el estado excitado al fundamental con

0 sin emision de un fotén.
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Transferencia de carga interna (ICT): un solo fluoréforo debe contener tanto un grupo
donante como un grupo aceptor de electrones, involucrando una redistribucion de carga en la
molécula excitada que produce un dipolo de estado excitado muy grande.

La Transferencia de Energia de Resonancia (FRET): Este mecanismo implica la
transferencia de energia desde el estado excitado de un fluoréforo "donante” a un fluoréforo
"aceptor”. En la mayoria de los casos, la FRET ocurre entre dos fluordforos distintos con el
espectro de emision superpuesto del "donante™ y el espectro de absorcién del "aceptor” (L. Wu

et al., 2020) (Kumar et al., 2024).

Figura 6. Representacion de los principales mecanismos de fluorescencia.
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La presencia de heteroatomos la molécula aumenta la posibilidad de union de iones
metalicos al sensor objetivo, ademas de la alteracion en sensibilidad por los sustituyentes. Existen
dos formas de respuesta por parte del sensor de fluorescencia siendo el efecto “TURN OFF” la

intensidad disminuye, lo que se conoce como fluorescencia apagada o extincion; y el efecto
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“TURN ON” a intensidad aumenta, lo que se conoce como fluorescencia encendida o mejora (Wan
et al., 2020).

La utilizacion del cloruro ciandrico y en general de las s-triazinas y sus aplicaciones
fluorescentes se vienen estudiando y fabricando desde el siglo anterior; estas moléculas pueden
funcionar como colorantes reactivos, en general, contienen grupos funcionales que pueden sufrir
reacciones de adicion o sustitucion con los grupos amino o hidroxi presentes en la fibra. Esto dio
paso a un desarrollo comercial; en el cual se introdujo el tinte Procion-MX por ICI (Groger, H.; et
al. 2000). Existen dos categorias principales de detectores fluorescentes de triazinas, las mono y
di sustituidas. Los tintes de triazina di sustituida son mas reactivos y se pueden aplicar sin calor,
pero son mas sensibles a la hidrdlisis (Hatfield, 2007). Debido a la actividad reducida de la triazina
mono sustituida estos compuestos requieren calor para los derivados de fijacion y son muy
adecuados para la impresion (Benkhaya et al., 2020) (Hatfield, 2007). En medio alcalino, la
ionizacion del grupo hidroxilo provoca una reubicacion de la carga negativa de los atomos del
anillo de triazina, mientras que el &tomo de cloro se inactiva y el carbono que se une al cloro se
vuelve menos electrofilo (Benkhaya et al., 2020). Como se observa en la figura 7, la estrategia de
sintesis utilizada para producir estos compuestos permite la incorporacion de dos cromaforos

diferentes en un solo sistema. Esto amplia enormemente la gama de posibles colores.
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Figura 7. Aplicaciones de s-triazinas: Reactivos colorantes de triazina de mono y de doble
sustitucion.
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El nucleo de 1,3,5-triazina molécula que exhibe una excelente actividad antimicrobiana
incluyendo actividad antibacteriana y antifingica (Marin-Ocampo et al., 2019). Los aminoacidos
como sustituyentes son un campo que no ha sido muy estudiado, Corrochano prepard una serie de
triazinas derivadas de iminas con rendimientos buenos a excelentes (47% -92%) utilizando
condiciones verdes, irradiacion con microondas en ausencia de un catalizador acido (Corrochano
etal., 2016).

Las ventajas de la quimioluminiscencia incluyen una instrumentacion relativamente simple
requerida, los limites de deteccion muy bajos y el amplio rango; sin embargo, tiene dos grandes
limitaciones: La primera es una falta general de conocimiento del mecanismo de reaccion
guimioluminiscente; y la segunda una ausencia de selectividad a analitos, lograr que el
quimiosensor detecte Unicamente un analito es un problema que aun se encuentra en investigacion

(Deepa S., et al, 2023).
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El campo de los quimiosensores ha recorrido un gran camino desde sus primeros
descubrimientos (siglo XX), hasta la actualidad; se han observado la creacidn de sensores Opticos
que tienen como ligando moléculas fluorescentes o con capacidades colorimétricas que permiten
la deteccidn de analitos objetivos, ya sean quimicos, bioldgicos, contaminantes, etc. Con el tiempo

han logrado aumentar su sensibilidad, métodos de fabricacion y transporte, etc. (Wu et al., 2024).

2.2 Marco legal
El decreto 475 de 1998 por el cual se expiden normas técnicas de calidad del agua potable

donde se dan a conocer las concentraciones de metales pesados como Cd, Hg, Pb y Cr que al
sobrepasar dichos valores establecidos tienen reconocido efecto adverso en la salud humana, las
concentraciones son 0.003ppm para Cd, 0.001ppm para Hg, 0.01ppm para Pb y 0.01ppm para Cr.
Las disposiciones del presente decreto son de orden publico y de obligatorio cumplimiento y con
ellas se regulan las actividades relacionadas con la calidad del agua potable para consumo humano
(Ministerio de salud publica, 1998).

La resolucion 2115 del 2007 establece las caracteristicas quimicas del agua para consumo
humano de los elementos, compuestos quimicos y mezclas de compuestos quimicos diferentes a
los plaguicidas y otras sustancias que al sobrepasar los valores maximos aceptables tienen
reconocido efecto adverso en la salud humana, deben enmarcarse en los valores maximos
aceptables presentados en la tabla 25 (caracteristicas quimicas que tienen reconocido efecto

adverso en la salud humana) en el apéndice A.

2.3 Antecedentes

Esta creciendo el interés en el uso de la tecnologia de fluorescencia para investigar el

tratamiento del agua potable centrandose en la coagulacién, la adsorcion, la filtracion por
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membrana y la desinfeccion (L. Li et al., 2020). Los sensores basados en fluoréforos podrian
someterse a tres posibles mecanismos de deteccion al detectar un analito, a saber, (i) agotamiento
de la intensidad de la fluorescencia (FL), lo que se conoce como extincién o apagado de FL, (ii)
aumento de la intensidad de FL, que se conoce como FL de encendido, y (iii) el desplazamiento
del espectro de emision a una longitud de onda diferente (Huy et al., 2022) los sensores quimicos
se utilizan frecuentemente para detectar numerosos compuestos nocivos que se encuentran al
alcance de la mano. Debido a su alta selectividad, sensibilidad y bajo costo de procedimiento (Yan
etal., 2022), la técnica basada en espectrofotometria laser ha demostrado ser extremadamente
beneficiosa para la deteccion de iones metalicos en comparacion con otros méetodos (Sreehari et al.,
2023).

En este sentido, los sensores fluorescentes son objetivos atractivos para una deteccion
rapida, robusta y no destructiva. La fluorescencia es una técnica prometedora y sensible para la
determinacion de un analito con alta selectividad. Los sensores de fluorescencia ofrecen
dispositivos portatiles para la deteccion in situ de metales pesados. Se ha empleado una gran
variedad de compuestos organicos, inorganicos e hibridos, asi como nanocompuestos, para
desarrollar sensores fluorescentes sensibles y selectivos (Z. Yan, et al., 2022). Entre estas pequefias
moléculas organicas portadoras de heteroatomos se encontraron objetivos mas adecuados para el
desarrollo de sensores fluorescentes debido a su facil sintesis y naturaleza multidentada, que
facilitan la deteccion rapida de cationes metalicos con alta fidelidad. Las moléculas organicas
pequefias exhiben caracteristicas optoelectronicas notables que las convierten en aplicaciones en
la fabricacion de materiales avanzados y sistemas bioldgicos (Iftikhar et al., 2023).

Al realizar una revision de las publicaciones sobre el avance de articulos sobre los sensores

fluorescentes para la deteccidn de iones de metales pesados en medio acuoso revelé que la editorial
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académica Elsevier ha publicado un total de 2366 documentos de investigacion durante los ultimos
6 afios (2018-2024); como se puede apreciar a continuacion en la figura 8, existe un creciente
interés en su investigacion, como se muestra en el aumento de publicaciones a través del tiempo.
El afio que presenta mayor cantidad de publicaciones hasta ahora corresponde a 2023; segln la
tendencia observada para final del afio 2024 se presume una mayor cantidad de publicaciones que

el afo anterior.

Figura 8. Andlisis de las publicaciones de la editorial ScienceDirect (Elsevier B.V, 2024) sobre
sensores fluorescentes para la deteccion de iones de metales pesados en el agua desde 2012 hasta
2022.
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Las revisiones recientes, centradas en la sintesis de sondas fluorescentes, discutieron las
preferencias de deteccion de iones de metales pesados y describieron una variedad de aplicaciones
potenciales de los sensores sintetizados (Liu et al., 2024) (Iftikhar et al., s. f.) (Elbayoumy et al.,
2024) (X. Chen et al., 2023) (Xu et al., 2022) (zZhu et al., 2023).

Las técnicas Opticas tienen buena selectividad porque se pueden usar reactivos
cromogénicos selectivos y colorantes indicadores donde pueden interactuar con un ion metalico

especifico (Oehme y Wolfbeis, 1997). En comparacion, los metodos electroquimicos son mas
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rentables, rapidos, faciles, fiables y adecuados para aplicaciones de campo (Bansod et al., 2017).
Se han sintetizado muchos materiales para detectar iones metalicos, como materiales a base de
carbono (Raju et al., 2023), nanoparticulas metalicas (Hyder et al., 2022), 6xidos metalicos
(Dharmalingam et al., 2022), nanocompuestos (Naushad, 2014).; Batool et al., 2021; Ali et al.,
2022b) y estructuras metalorganicas (MOF) (Kajal et al., 2022).

En recientes investigaciones se ha observado una tendencia por emplear compuestos
fluorescentes o colorantes que presenten una baja toxicidad tanto para el ambiente como para el
ser humano, ya que la gran mayoria se desarrollan con fines analiticos, relacionados con areas de
salud o clinicos y con fines de deteccion de contaminantes en matrices de agua y suelos
principalmente. Uno de los compuestos que ha sido ampliamente utilizado es la fluoresceina, el
cual expone caracteristicas notables como su baja toxicidad y solubilidad en agua, siendo
empleado con fines oftalmoldgicos en exdmenes clinicos («Preface», 1998). En ambitos quimicos,
la fluoresceina se puede describir como un compuesto organico y un colorante basado en el motivo
estructural triciclico xanteno, que pertenece formalmente a la familia de los colorantes triarilmetina
(Gessner y Mayer, 2000) aparece como un solido amorfo amarillo o cristales de color rojo
anaranjado. Estos ultimos presentan una fluorescencia de color amarillo verdoso por la luz
reflejada. Es soluble en agua y en bases acuosas diluidas (PubChem, s. f.). Las soluciones alcalinas
muy diluidas exhiben una intensa fluorescencia de color amarillo verdoso por la luz reflejada. Se
utiliza como tinte para cosméticos, limpiadores, otros productos para el hogar y diagnéstico
vascular y oftdlmico (puede estar en forma de sal de sodio); Se utiliza como indicador de agua
(detectar fugas, fuentes de contaminacién y para rescates maritimos), indicador de adsorcion y

colorante intermedio; utilizado como reactivo analitico y clinico. (Sjoback et al., 1995)
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Para la deteccion de iones de metales pesados en muestras de agua, los articulos revisados
se trabajan sobre sensores basados en puntos cuanticos, sensores basados en nanomateriales
(nanoparticulas y membranas nanofibrosas), sistemas de deteccion de micro fluidos, al igual que
estructuras organicas moleculares como sensores basados en polimeros covalentes, entre otros
(Iftikhar et al., 2023). Sin embargo, se encuentra poca informacion respecto a sensores basados en
triazinas, y los articulos sobre ligandos de glicina, valina o fenilalanina son escasos. Debido a lo
anterior, se realiza una revision sobre los sensores fluorescentes basados en nucleos de triazinas
para la deteccidn de iones de metales pesados en soluciones acuosas.

Para iniciar con la revision de sensores basados en triazinas, se considera necesario conocer
ciertas propiedades de adicion o sustitucion de la molécula principal; por ello el primer articulo a
revisar corresponde a la Quimioselectividad Ortogonal de la 2,4,6-Tricloro-1,3,5-Triazina (TCT)
como un Enlazador Trifuncional con Diferentes Nucleofilos trabajo desarrollado por Anamika
Sharma y grupo de colaboradores. En este estudio se exploran los tres sitios ortogonales para la
sustitucion nucleofilica aromatica en el cloruro de ciandrico (TCT). Se abordd experimental y
tedricamente el orden preferencial de incorporacion de diferentes nucleéfilos (como alcohol, tiol
y amina). Se encontr6 que el orden preferencial para la incorporacion de nucleofilos en TCT es
alcohol > tiol > amina. La singularidad de TCT es que reacciona con casi todos los tipos de
nucleofilos (S, O, N). Ademas, los tres puntos reactivos estan conectados, ya que después de la
introduccidn del primer nucledfilo, la reactividad de los otros Cl restantes cambia. Una vez que se
ha llevado a cabo la segunda sustitucién, la reactividad del tercer Cl difiere de la de los dos
primeros. Sin embargo, hasta donde sabemos, la reactividad de TCT hacia nucleéfilos distintos,
incluyendo los tres mas importantes bioldgicamente (S, O, N), no ha sido abordada hasta la fecha,

ni se ha explorado el efecto de la sustitucion de "-CI" con grupos donadores de electrones
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(generados a partir de nucleofilos) en la reactividad de TCT. Se sabe que el caracter basico del
nucleofilo entrante que reemplaza al tercer cloro se debilita debido a la presencia de sustituyentes
en TCT, del anillo de triazina, a través de la pérdida de electrones de enlace ¢ de un atomo de cloro
y la ganancia de donacion electronica orbital m de los nucleodfilos agregados (Rapoport y Smolin,
2009). Tomando la definicion de quimioselectividad ortogonal como "la discriminacién entre los
sitios reactivos en cualquier orden™, se puede concluir que solo la sustitucion aromatica doble
nucleofilica de S, O en TCT es quimioselectiva ortogonal, como se demuestra por las dos
estrategias utilizadas para obtener 6. La sustitucion doble restante y también la sustitucion triple
son solo ejemplos de quimioselectividad y no de ortogonalidad. La introduccién de la amina como
el primer nucledfilo impide la incorporacion posterior de tiol o alcohol. Para comprobar el orden
de sustitucion se realizaron pruebas en cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) con el fin de comparar la competitividad de la reaccion, observar que
reactivo se consume mas rapido y cual deja mayores trazas en periodos de monitoreo de 30 min.
Antes de iniciar con la fase experimental y analisis, fue necesario tratar de establecer un esquema
base del orden de sustitucién, llegando al esquema de la figura 9. Los conocimientos que se
tuvieron en cuenta fueron la electronegatividad, la clasificacion de los nucledfilos (fuertes y

débiles) y polaridad (Sharma et al., 2018).
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Figura 9. Diferentes posibles rutas para la sintesis de ligandos del cloruro cianurico
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Tomado de (Sharma et al., 2018).

Este articulo revisado corresponde a Xin Jun Wang y colaboradores, los cuales sintetizaron
un derivado de triazina (N, N’, N"-1, 3, 5-triazine-2, 4, 6-triyltris-glycine [TTG]) semi-bio-basado
en polipropileno intumescente como retardante de llama. EI TTG (tris-glicina de triazina) fue
preparado utilizando glicina y cloruro de ciandrico. La estructura del TTG fue caracterizada
mediante resonancia magnética nuclear de protén (1H NMR) y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). EI TTG se aplico en compuestos de polipropileno
(PP)/retardantes de llama intumescentes para mejorar su retardacion al fuego. En teoria, el
aminoéacido, que tiene un grupo amino, puede reaccionar con el cloruro de cianurico (CYC) para
formar un derivado de triazina como se muestra en la figura 10. Este producto deberia ayudar a
modificar la retardacién al fuego de los IFR (retardantes de llama intumescentes) en PP. Para la
sintesis de este derivado de triazina trisustituido se realiz6 de forma continua durante
aproximadamente de 20 horas, esto debido a las fases de sustitucién de la molécula, la mono

sustitucién ocurrié a temperatura de 0°C, la segunda sustitucion a temperatura ambiente (23°C-
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30°C) y la dltima se realizo aplicando calentamiento (120°C). Los moles de glicina se adicionan
de acuerdo con la correspondiente sustitucion, manteniendo la temperatura y el pH basico (10-12)
durante la reaccion. En los resultados se observé el aumento de la retardacion al fuego no se debe
al aumento de la cantidad de carbdn, sino a la estructura porosa y la morfologia del carbon, lo cual
es demostrado por SEM. Se observa una capa de carbdn con estructura microporosa y sin defectos
para PP/IFR/TTG, que proporciona una buena barrera protectora para aislar el calor y el oxigeno

y prevenir que la matriz se queme (Wang et al., 2019).

Figura 10. Proceso de sintesis de N, N, N"-1, 3, 5-triazine-2, 4, 6-triyltris-glycine [TTG]
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La sintesis de un sensor fluorescente basado en triazina (N2,N*,N ®-tris(benzo[d]tiazol-2-
il)-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina (TBT)) para la deteccién secuencial de Hg?* y L-cisteina fue un
trabajo realizado por Hasher Irshad y grupo de colaboradores. EI compuesto fue disefiado y
sintetizado a partir de cloruro de cianudrico facilmente disponible. La sintesis del sensor TBT
involucra solo un paso. El 2-aminobenzotiazol fue tratado con cloruro de cianurico en presencia
de &cido acético glacial durante 45 minutos a 118°C, lo que produjo el sensor TBT como se observa

en la figura 11. El compuesto sintetizado fue caracterizado mediante espectroscopia de resonancia
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magnética nuclear (RMN). Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de
H'y C13. Esto se realizé con la intencion de detectar de manera secuencial Hg?* y L-cisteina.
Esta capacidad proviene de la porcion de azufre y la cavidad adecuada de la molécula. TBT
mostrd habilidades de deteccion excepcionales para detectar selectivamente iones de Hg?* y L-
cisteina en muestras reales con concentraciones. Cuando se introdujo Hg?* a TBT, se observo un
aumento en la intensidad de emision después de la adicion de una concentracion creciente de iones
Hg?* de 0 a 30 uM. La constante de asociacion (Ka) fue posteriormente calculada a partir de la
region lineal del grafico de Benesi-Hildebrand y se determin6 como 2.3 x 10° M~1, lo que sugiere
una alta sensibilidad del sensor TBT para Hg?*. Esta mejora en la emision se atribuy6 al bloqueo
de la transferencia de carga intramolecular (ICT) y a la fluorescencia mejorada por quelacién

(CHEF) tras la interaccion con Hg?* (Irshad et al., 2023).

Figura 11. Sintesis del sensor N2 ,N* N®-tris(benzo[d]tiazol-2-il)-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina
(TBT)
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Z

Las triazinas han sido empleadas en diversos campos de investigacion, en la medicina se

le ha encontrado una gran utilidad en distintas areas, desde andlisis, cromdforos, etc. Surajit



SENSORES TRIAZINAS-AMINOACIDOS PARA DETECCION IONES METALICOS 45

Barman y grupo de colaboradores desarrollaron una investigacion sobre un propulsor molecular
tripodal perturba la dinamica de los microtabulos: El indol actia como una hoja y juega un papel
crucial en la actividad anticancerigena. Se puede describir como un inhibidor de microtubulos
tripodal rico en indol, que se une al sitio DCVJ de la tubulina e inhibe su polimerizacion. Causa la
muerte apoptotica de células cancerosas sin afectar a las células normales e inhibe el crecimiento
del tumor. Por altimo, los experimentos de STD-NMR y TR-NOESY revelan que el apéndice de
indol juega un papel crucial en la interaccion con la tubulina. Recientemente, la perturbacién de la
funcionalidad de los microtubulos mediante moduladores quimicos ha evolucionado como una
estrategia efectiva para el desarrollo de agentes quimioterapéuticos con el fin de reducir las
toxicidades no especificas. Entre ellos, el myoseverin basado en purina, ha surgido como un agente
moderadamente efectivo contra la tubulina; sin embargo, la explotacion del andamio de triazina
para crear un inhibidor molecular dirigido a la funcion de la tubulina/microtdbulos no se ha
explorado antes. Aqui, implementamos una estrategia simple para disefiar y construir una
biblioteca de derivados de triazina simétricos funcionalizados con aminoacidos para controlar las
funciones de la tubulina/microtabulos. En resumen, sintetizamos moléculas pequefias basadas en
triazina simétrica con éster metilico de cinco aminoacidos (Gly, Val, Pro, Met, Trp) en las

posiciones 2, 4 y 6 como se puede apreciar en la figura 12. (Barman et al., 2019).
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Figura 12. Sintesis de derivados de triazina tri-sustituida
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Los investigadores Fengyan Ge de la universidad de Donghua, Shangai realizaron un
proyecto sobre un sensor de fluorescencia de un nuevo derivado de fluoresceina: [2-Morfolino-4-
(6-cloro-1,3,5-s-triazina)-amino]fluoresceina. Este nuevo tinte fluorescente reactivo [2-morfolino-
4-(6-cloro-1,3,5-s-triazina)-amino]fluoresceina basada en 5-aminofluoresceina se sintetizo
mediante sustitucién electrofilica como se aprecia en la figura 13. Se investigaron las propiedades
fotofisicas, el efecto del disolvente, la sensibilidad al pH y la responsabilidad ante iones metalicos
de este nuevo fluoréforo. En comparacion con la 5-aminofluoresceina, el nuevo fluoréforo exhibid
una fluorescencia mas intensa y una vida Gtil mas larga. La propiedad de fluorescencia del nuevo
tinte fue afectada notablemente por diferentes disolventes y valores de pH, mostrando una
fluorescencia mas intensa en disolventes proténicos o un ambiente alcalino. Ademas, la intensidad
fluorescente podria ser mejorada mediante la formacion de complejos con iones metalicos,
especialmente con Mg?*. Los resultados muestran que el tinte fluorescente es un prometedor

sensor eficiente para disolventes, iones y protones metalicos (Ge et al., 2015).



SENSORES TRIAZINAS-AMINOACIDOS PARA DETECCION IONES METALICOS 47

Figura 13. Representacion esquematica del modo de complexion de DTAF-MOR con iones M g2*.
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Tomado de (Ge et al., 2015).

En un nuevo ensayo fluorescente de iones Al 3+ con (2,2'-(6-((4-nitrofenil)amino)-1,3,5-
triazina-2,4-diil)bis(hidrazina- 2-il-1-ilideno)) bis(indolin-3-ona) (NADO) que contiene un resto
triazina desarrollado sobre otros iones metélicos cominmente coexistentes como se observa en la
figura 15. La actividad de complejacion de NADO con varios iones metalicos en una solucion

etanolica se estudia especificamente mediante espectros fluorescentes. EI NADO exhibe una
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mejora significativa de la fluorescencia a 469 nm en presencia de AI3* debido a la formacion de
un complejo. En condiciones optimizadas, el limite de deteccion es 0,09 uM (Celestina et al.,

2019).

Figura 14. Mecanismo de deteccion propuesto para el ion Al3*por NADO
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Tomado de (Celestina et al., 2019)

Se sintetizd una estructura de triazina covalente (FL-CTF) que consta de unidades de
tiofeno donadoras de electrones y unidades de benzotiadiazol aceptoras de electrones mediante
policondensacion de Suzuki. La extincion de la fluorescencia aparece tras la adicion de Fe3* y la

intensidad de la fluorescencia se recupera facilmente tras la adicién de un agente quelante fluoruro
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de tetrabutilamonio como se puede apreciar en la figura 16. La transferencia de electrones de FL-
CTF a Fe3™ deficiente en electrones y la interaccion entre Fe3* y sitios de nitrégeno en FL-CTF
pueden conducir a la extincion de la fluorescencia. Los experimentos de interferencia indicaron
que FL-CTF puede detectar selectivamente Fe3* en presencia de otros iones metalicos o diferentes
contra-aniones. Ademas, FL-CTF puede detectar Fe3* con alta sensibilidad con un limite de

deteccion de 0,78 uM (D. Wang et al., 2021).

Figura 15. FL-CTF con estructura donante-aceptor selectiva y sensible de Fe3*

FL-CTF

FL-CTF with donor-acceptor structure
Tomado de (D. Wang et al., 2021).
3. Método
3.1 Aspectos generales

Se realiz0 la sintesis de varios compuestos a partir del cloruro ciandrico (CC a partir de

ahora), realizando sobre este, una serie de sustituciones nucleofilicas aromaticas (SNAr) con los
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aminoacidos a estudiar (glicina, valina y fenilalanina) y con el compuesto fluorescente
(fluoresceina), hasta la obtencion de los quimiosensores que se utilizaron en la deteccion de iones
metalicos en solucion acuosa.

La reactividad de los atomos de cloro en el CC hacia los reactivos nucledfilos mediados
por una base, disminuye a medida que avanza la reaccion de sustitucion. La primera sustitucion
ocurrié a temperaturas entre -15 y 0°C, la segunda sustitucion se produjo entre 30-50°C y la tercera
sustitucion sucedio de 90 a 150°C. La sustitucion escalonada con el aumento de la temperatura se
justifica, debido a la disminucion de la electrofilia de los centros por la liberacion de electrones
inductivos a través de los enlaces. (Disasa D. 2016). Estas reacciones de sustitucion nucleofilica
aromatica requirieron de un tiempo prolongado y normalmente son de muy bajo rendimiento (mas
sustituciones, menor rendimiento de la reaccion). (Asmamaw T. 2008). Se observa en la figura 17
las temperaturas en grados Celsius empleadas para las diferentes sustituciones nucleofilicas
aromaticas sobre el cloruro cianarico (CC).

Figura 16. Sustituciones nucleofilicas aromaticas en el anillo de triazina y temperaturas
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Tomado de (Mooibroek y Gamez, 2007)
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3.2 Procedimiento general de sintesis de los derivados triazinas de aminoacidos y compuestos

fluorescentes

3.2.1 Mono-sustitucion nucleofilica aromatica del cloruro ciandrico (CC).

A un matraz de dos bocas provisto con agitador magnético, se adapt6 un sistema de reflujo
y se adiciond el NaOH o el K>COs (5 equiv.) como base, 10 mL de acetonitrilo o acetona como
disolvente y el sistema se mantiene en agitacion hasta completa disolucion. Se afiadio el
aminoéacido (glicina, valina o fenilalanina) (1 equiv.) y/o el compuesto fluorescente (fluoresceina)
(1 equiv.). El sistema se mantuvo a 0 °C al agregar el cloruro cianurico (1 equiv.) por 30 min, se
observo el producto de mono sustitucion a los 15 min, evidenciado por cromatografia de capa fina.

Este procedimiento se detalla en la figura 18.

Figura 17. Mono-sustitucién del cloruro ciandrico con aminoacidos y/o compuestos
fluorescentes.

NH;
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3.2.2 Di-sustitucion nucleofilica aromatica del cloruro cianurico (CC).

A un matraz de dos bocas provisto con agitador magnético, se adapt6 un sistema de reflujo
y se adiciond el NaOH o el KoCOz (5 equiv.) como base, 15 mL de acetonitrilo o0 acetona como
disolvente y el sistema se mantuvo en agitacion hasta completa disolucion. Se afiadié el compuesto
de triazina mono-sustituido (1 equiv.), y/o el aminodcido (glicina, valina o fenilalanina) (1 equiv.),
y/o el compuesto fluorescente (fluoresceina) (1 equiv.). Se dejo el sistema a temperatura ambiente
por 1 h'y se observé la formacion del producto de doble sustitucion por cromatografia de capa fina.
Este procedimiento se muestra en la figura 19.

Figura 18. Di-sustitucion del cloruro ciandrico con aminoécidos y/o compuestos fluorescentes
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3.2.3 Tri-sustitucion nucleofilica aromatica del cloruro cianurico (CC).

A un matraz de dos bocas provisto con agitador magnético, se adapté un sistema de reflujo
y se adiciond el NaOH o el K>COz (5 equiv.) como base, 15 mL de acetonitrilo o acetona como
disolvente y el sistema se mantuvo en agitacion hasta completa disolucion. Se afiadi6 el compuesto
de triazina di-sustituido (1 equiv.) y/o el aminoéacido (glicina, valina o fenilalanina) (2 equiv.), y/o
el compuesto fluorescente (fluoresceina) (2 equiv.), o para el caso de la tri-sustitucion con el
mismo aminoacido (glicina, valina o fenilalanina) (3 equiv.). El sistema se calentd a reflujo para
dar la formacién del producto tri-sustituido, que fue evidenciado por cromatografia de capa fina.

El procedimiento se puede apreciar en la figura 20 a continuacion.

Figura 19. Tri-sustitucion del cloruro ciandrico con aminoacidos y/o compuestos fluorescentes
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Para cada una de las sustituciones nucleofilicas aromaticas, transcurrido el tiempo de
reaccion, se llevaron a temperatura ambiente, se desmonto el sistema y se procedio a la
neutralizacion del crudo de reaccion con solucion al 5% de HCI y lavados con H20 destilada (4 x
25 mL), se realizaron extracciones con acetato de etilo (4 x 15 mL). La fase organica se seco con
sulfato de magnesio anhidro, se filtrd y se evaporo en el evaporador rotatorio, el crudo fue
absorbido en silica gel y se purificd por cromatografia de gravedad utilizando primeramente

hexanos y gradiente de AcOEt/hexanos.

3.3 Caracterizacion quimica de compuestos

3.3.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Se utilizé la técnica de solidos con KBr para los compuestos obtenidos, empleando el
Espectrofotémetro IR con transformada de Fourier marca Shimadzu. Resolucién méxima de 0,25
cm™1. Relacion sefial/ruido de 60,000:1. Rango de escaneo de 7800 a 350 cm ™1, difusor de haz
de Ge/KBr. Debe encontrarse en un ambiente entre 15-30°C. Software: LabSolution IR.

3.3.2 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS)

Se utilizé para los derivados de triazinas sintetizados el Espectrofotémetro UV-Vis Cary
60 Agilent Technologies. Software: Cary WinUV. Lampara de xendn, rango de 190 a 1100 nm.
Spinsolve 60 MHz.

3.3.3 Resonancia magnetica nuclear (NMR)

Todos los compuestos derivados de triazinas se caracterizaron mediante RMN de protones
(*H-RMN), utilizando como solvente dimetilsulfoxido deuterado ((CD3)2SO), cloroformo
deuterado (CDCl3) y/o agua deuterada (D20), ajustando los desplazamientos quimicos (8) teniendo

en cuenta que el pico residual del solvente deuterado, se utilizara el equipo de RMN Magritek.
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1Frecuencia H: 60 MHz. 1H y 19F en todos los sistemas + X nucleos para sistemas de doble canal.
Resolucidn: Spinsolve 60: <0,5 Hz (50%) / <20 Hz (0,55%). Software: Spinsolve, MestReNova.
3.3.4 Punto de Fusion (MP)

Dentro de capilares cerrados se afiadi6 el derivado de triazina para posteriormente ubicarlos

en el compartimento del fusiometro de marca Stuart de 120 V.

3.4 Anadlisis de quimiosensores con metales

Se tomaron 13 soluciones de metales para su analisis con los quimiosensores presentados
en la metodologia; los metales utilizados fueron Zn?*, Cu?*, Mg?*, Pb?*, Hg?*, Cd**, Fe?*,
Cr2*, As?* a 1000 ppm

Para los sensores evaluados se realizé una solucion de 10 ppm de cada uno, diluyendo el
solido en 0,5 mL de DMSO y aforando a 50 mL con agua destilada. En tubos de ensayo se afiadié
2 mL del sensor y 2 mL de solucién de metal (2:2), se dejé en la nevera durante un dia y
posteriormente se observé el comportamiento del sensor al poner los tubos bajo luz UV de longitud
de onda larga.

La deteccion colorimétrica a simple vista y utilizando la lampara de luz UV de onda larga
es la forma maés réapida de apreciar cualitativamente la selectividad de los quimiosensores con los

iones metalicos al presentar el fendmeno de fluorescencia y/o inhibicion de la misma.

3.5 Cuantificacion

3.5.1 Determinacion de . max.
Se tomd 1 ml de la solucion del derivado de curcumina sintetizado y se diluy6 a 10 ml con

metanol, etanol 0 mezcla de DMSO/(etanol-agua) en un matraz aforado. Se analizé la solucion en
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un espectrofotdmetro en el intervalo de 200 a 700 nm, determindndose asi la longitud de onda
maxima de absorcion para los compuestos sintetizados.
3.5.2 Preparacion de la curva de calibracion

A partir de la solucion madre, se transfirieron diferentes alicuotas de 0,25, 0,5, 0,75, 1,0y
1,5 ml a una serie de matraces aforados de 10 ml y se enrasé el volumen con metanol para obtener
diluciones seriadas de las concentraciones de 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 y 15,0 pg/ml y se determinaron
sus respectivas absorbancias a la longitud de onda de méaxima absorcidon frente al blanco de cada
derivado de curcumina sintetizado. La curva de calibracion se obtuvo trazando la absorbancia
frente a la concentracidn correspondiente (Koscielniak, 2022).

Los aspectos referentes a la validacion del método, rango de linealidad, precision, limite
de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) y veracidad se encontraran explicados y

referenciados en el apéndice B.

3.6 Prueba de toxicidad

3.6.1 Ensayo toxicidad aguda Allium cepa L.

Se realiz6 una prueba ecotoxicoldgica; con bulbos de cebolla morada (Allium cepa), con el
fin de determinar los posibles efectos generados por los quimiosensores andlogos de triazinas
modificados con los aminoacidos mencionados anteriormente en este proyecto de investigacion.
La prueba con los bulbos de cebolla morada (Allium cepa) se hizo segun el protocolo del libro
“Ensayos toxicologicos y métodos de evaluacion de calidad de aguas” (Castillo, 2004, pp. 47-52).
Con un periodo de 120 h de incubacion, la cuantificacion del efecto se determind al establecer el
porcentaje de inhibicidn del crecimiento de las raices respecto a la longitud promedio de las raices

del control negativo.
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El estudio inici6 con el llenado de tubos de ensayo con las respectivas soluciones de los
quimiosensores analogos de triazinas modificados con los aminoécidos glicina, valina y
fenilalanina hasta el borde del tubo, se colocaron bulbos de Allium Cepa L limpios sobre la boca
del tubo asegurandose que la zona radicular esté inmersa en el liquido. Se dejaron los tubos en una
gradilla localizada sobre una mesa que no presente vibraciones, estando a una temperatura de 20
°C y evitando la iluminacion directa, durante 120 horas. Durante el tiempo de la prueba, se
reestablecio el volumen que se haya perdido por evaporacidn o absorcion dos veces al dia. Durante
el tiempo de la prueba, se relleno el volumen que se haya perdido por evaporacion o absorcién dos
veces al dia. Pasadas las 120 horas de exposicion, se registro la longitud promedio de las raices,

para obtener el porcentaje de efecto de inhibicion se sigue la operacion:

(Longitud del control — Longitud de la muestra) * 100

raie de inhibicién =
porcentaje de inhipicion Longitud del control

Posteriormente, se grafico la curva de dosis- respuesta, luego a través del método Probit se
calcul6 la concentracién efectiva (CE50; esta se define como la concentraciéon de una sustancia
que es capaz de inhibir el 50% de alguna funcién medible con respecto al comportamiento normal
en agua (control negativo)). Los ensayos se hicieron por triplicado (Castillo, 2004). A
continuacion, se presenta el listado de condiciones seguidas para el desarrollo del experimento.

e Tipo de Ensayo: Estatico

e Temperatura de la prueba: <25 °C

e lluminacién: Indirecta

e Recipientes: tubos de ensayo 10 x 1,5cm

e NuUmero de replicas: 3

e Material Bioldgico para la prueba: Bulbos de cebolla morada (Allium cepa)

e Solvente de dilucion: Agua
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e Numero de concentraciones: 5
e Duracion de la Prueba: 120 h
e Control negativo: Agua

e Control positivo: Cobre (11) a partir de la solucion de CuSO4

4. Resultados obtenidos

4.1 Caracterizacion quimica de compuestos

La caracterizacion quimica de los compuestos se realizd a través de espectroscopia
infrarroja (IR) y de resonancia magnética nuclear (RMN) de protén; y se compararon con lo
reportado en la literatura (Wang, T y colaboradores, 2023), en donde se identifican grupos
funcionales por medio de IR y para compuestos con nucleos triazinicos sustituidos (Vidal, 2016)
para sefiales de protdn para la técnica espectroscopica de RMN y comparados con el predictor de

RMN de ChemDraw 20.0.

4.2 Obtencion monoderivados de triazina

La obtencién de los monoderivados de triazina se realizd a través de la metodologia
presentada anteriormente para cada uno de los aminoacidos (valina, glicina, fenilalanina) por
medio de sustitucion nucleofilica. Los porcentajes de rendimiento de los monoderivados de estos
aminoacidos fueron para el (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)glicina en un 89%, el (4,6-dicloro-1,3,5-
triazin-2-il)valina con un 76% y el derivado (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)fenilalanina con un
69%. EIl monoderivado de triazina con glicina presenta el mejor rendimiento entre los tres
compuestos; puede explicarse, al ser la glicina un aminoacido menos complejo estructuralmente;

en su agregacion en la reaccion de sustitucion aromatica sobre el nicleo triazinico (menor
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impedimento estérico), en comparacion al aminoacido valina y especificamente a la fenilalanina,

ya que esta cuenta con un grupo aromatico en su cadena.
4.1.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y RMN para monoderivados de triazina

4.1.1.1 (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) glicina.

Figura 20. Estructura quimica de (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) glicina
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El (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) glicina, 0 como se le determinara en este documento
(monoderivado CC-glicina); en cuanto a su aspecto, se aprecia como un polvo de coloracion
ligeramente amarilla y su aspecto fisico se mantiene con el paso de las semanas. A continuacion,
se iniciara observando los datos para el monoderivado CC-glicina, cuyo espectro IR se muestra en

la figura 21.
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Figura 21. Espectro IR del monoderivado CC-glicina
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El compuesto tiene bandas de absorcion definidas para v 3240, 3016 y 1311 cm™?!
correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H y el enlace C=0 en region de 1728
cm™~1 del grupo carboxilo, que se encuentra en la seccion terminal del aminoécido. Se observa la
vibracion de tension en v 3441, 3240 (solapandose con O-H) y 1550 cm™! para el enlace N-H,
mientras que el enlace C-N se encuentra en la banda del 1442 y 1234 ¢cm™! del grupo amina
alifatica de la glicina. Se presenta en la region de 2931 cm™? el pico correspondiente al enlace C-
H: en la glicina y la sefial caracteristica de vibracion por estiramiento correspondiente al enlace C-
Halogeno (CI) en v 848 cm ™1 para el anillo de triazina.

En cuanto al espectro normalizado de *H-RMN que se muestra en la Figura 22, se observa
la sefal de 6 2.54 ppm (DMSO d6), y las sefiales correspondientes al enlace N-H, O-H y C-H

presentes en el aminoacido; en la figura se aprecia una sefial en 6 4,48 ppm debido a los protones
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del grupo metileno, se presenta la banda caracteristica de N-H en 6 6.19 ppm y en 6 11.32 ppm

perteneciente al enlace O-H del acido carboxilico.

Figura 22. Espectro RMN del monoderivado CC-glicina
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4.1.1.2 (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) fenilalanina.

Figura 23. (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) fenilalanina
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El (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) fenilalanina, o como se denominara en este documento
(monoderivado CC-fenilalanina); en cuanto al aspecto fisico, se presenta como un polvo fino de
color blanquecino. Su aspecto fisico se mantiene con el paso de las semanas. A continuacion, se
iniciara observando los datos para el monoderivado CC-fenilalanina, cuyo espectro IR se muestra

en la figura 24.

Figura 24. Espectro IR de monoderivado CC-fenilalanina
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El compuesto tiene bandas de absorcion definidas para v 3263, 3032 y 1435 ¢m™?!
correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H del grupo carboxilo, que se
encuentra en la seccion media del aminoacido. Se observa la vibracion de tension en v 3425 y 1562

cm~1 para el enlace N-H y v 1249 ¢m™! para el enlace C-N del grupo amina de la fenilalanina.
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Adicionalmente, se encuentra la vibracion de estiramiento en v 3032 (solapandose con enlace O-
H) y 2931 cm™1 del C-H, en el caso del enlace C-H. la banda esta v 1435 cm™! y v 1026 cm™?
para C=C y C-H del anillo benceno de la fenilalanina. Finalmente, se encuentra la sefial
caracteristica de vibracién por estiramiento correspondiente al enlace C-Halogeno (Cl) en v 848
cm™1 para el anillo de triazina.

En cuanto al espectro normalizado de *H-RMN es posible evidenciar en la Figura 25,
sefiales de protones correspondientes al enlace N-H, O-H del grupo carboxilo, CH- del grupo
metileno, C-H del grupo metino y C-H aromaticos presentes en el aminoacido; en la figura se
muestra en & 2,11 ppm debido a los protones del grupo metileno y en & 3.20 ppm se encuentra las

sefiales correspondientes al enlace C-H del grupo metino.

Figura 25. Espectro RMN de monoderivado CC-fenilalanina
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Por otro lado, en 6 4,45 ppm la sefial del enlace N-H es visible claramente, también se
aprecia un singulete en 6 7.30 ppm propio de los protones aromaticos presente en la fenilalanina y

el enlace de O-H del grupo carboxilo se observa en & 11.23 ppm.
4.1.1.3 (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) valina.

Figura 26. (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) valina
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El (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il) valina, 0 como se le denominara en este documento,
(monoderivado CC-valina); en lo que respecta a su aspecto fisico, se aprecian como un polvo de
apariencia gomosa de coloracion blanquecina y su aspecto fisico se mantiene con el paso de las
semanas. A continuacion, se iniciara observando los datos para el monoderivado CC-valina, cuyo

espectro IR se muestra en la figura 27.
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Figura 27. Espectro IR monoderivado CC-valina
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Como se puede notar en las figuras 21 y 27, el compuesto monosustituido de valina y
glicina tienen similitudes en sus espectros, esto se evidencia en sus bandas de absorcién definidas
para v 3209, 3163 y 1411 cm™? correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H
del grupo carboxilo, que se encuentra en la seccion terminal del aminoacido. Se observa la
vibracion de tension en v 3325, 3163y 1234 cm™? para el enlace N-H y C-N respectivamente del
grupo amina; la sefial caracteristica de vibracién por estiramiento correspondiente al enlace C-
Haldgeno (Cl) en v 840 cm™? para el anillo de triazina. Presentando ciertas diferencias para su
regién de 3500-2500, debido a que la valina presenta grupos -CH3 y -CH en el final de su
estructura encontrandose en v 2970y 1411 cm ™1 para los enlaces C-Hs; (-CH(CHs)2).

La caracterizacion de 'H-RMN para el (4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)valina se toma del

trabajo reportado por (Bhushan, R., Dixit, S. (2010)), N-(4,6-dichloro-[1,3,5]triazine-2-yl)-I-
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valine (CDR 3): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 1 0.85-0.94 (dd, 6H, —2CH3), 2.21-2.27 (m, 1H,

“CH), 4.18-4.25 (m, 1H, ~CH-N), 9.03-9.10 (d, 1H, —NH).

4.2 Obtencion diderivados de triazina

La obtencion de los diderivados de triazina se realizo a través de la metodologia presentada
anteriormente para cada uno de los aminoacidos (valina, glicina, fenilalanina) por medio de
sustitucion nucleofilica. Los porcentajes de rendimiento de los diderivados de estos aminoacidos
fueron para el (Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))diacético) en un 69%, el
Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-fenilpropanoico) con un 29%, el
Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-metilbutanoico) con un 57% y el
(4-((carboximetil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il)valina con un 67%. EIl diderivado de triazina
con glicina presenta el mejor rendimiento entre los tres compuestos; puede explicarse, al ser la
glicina un aminoacido menos complejo estructuralmente; en su agregacion en la reaccion de
sustitucion aromatica sobre el nucleo triazinico (menor impedimento estérico), en comparacion al
aminoéacido valina y especificamente a la fenilalanina, ya que esta cuenta con un grupo aromatico
en su cadena. Sin embargo, el diderivado de triazina que presenta tanto el aminoacido glicina como
valina en su sustitucion, presenta un rendimiento sorprendente, puede deberse a que se realizo la
sustitucion a partir del monoderivado de glicina, por lo cual al agregarse la valina su impedimento
estérico fue menor.

4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y RMN para diderivados de triazina

4.2.1.1 Acido 2°2-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))diacético
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Figura 28. Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))diacético

El Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))diacético, o como se le
mencionara en este documento (diderivado CC-glicina) presento un rendimiento de 67,1%. En lo
que respecta a la apariencia fisica, se aprecia como un polvo de coloracion ligeramente amarilla,
presentando cierta textura grumosa. A continuacion, se iniciard observando los datos para el

diderivado CC-glicina, cuyo espectro IR se muestra en la figura 30.
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Figura 29. Espectro IR de diderivado CC-glicina
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Como se presenta en la figura 30, el compuesto tiene bandas de absorcidn definidas para v
3456, 3294,y 1411 cm ™1 correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H del grupo
carboxilo (solapandose con enlaces N-H); que se encuentra en la seccion terminal del aminodcido.
Se observa la vibracion de tension en v 3456, 3294 y 1620 cm ™1 para el enlace N-H mientras que
1620 y 1242 ¢m™1 para el enlace C-N del grupo amina alifatica de la glicina; estas bandas se
encuentran con mayor acentuacion debido a la disustitucion de la triazina con este compuesto. Se
encuentran las bandas de C-H. que corresponden a los alquenos y alcanos, que se encuentran en
regiones de 2808 cm™1. Finalmente, se aprecia la sefial caracteristica de vibracion por estiramiento

correspondiente al enlace C-Haldgeno (Cl) en v 779 cm ™1 para el anillo de triazina.
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Figura 30. Espectro RMN de diderivado CC-glicina
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En cuanto al espectro 'H-RMN es posible evidenciar en la figura 31 las sefiales
correspondientes al enlace N-H, O-H y CH. presentes en el aminoacido ademas del solvente
DMSO-ds. En la figura se muestra claramente una sefial singlete en 6 4.96 ppm debido al protdn
del grupo N-H, también se aprecia un duplete en & 3.99-4.06 ppm correspondientes al enlace CH-

y la sefial del proton de O-H en 6 10.75 ppm.

4.2.1.2 Acido 2,2’-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-

fenilpropanoico)
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Figura 31. Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-fenilpropanoico)
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El 4&cido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-fenilpropanoico), o
como se le denominara en este documento (diderivado CC-fenilalanina) presento un rendimiento
de 29,4%. En cuanto al aspecto fisico, se presenta como un polvo granuloso de color amarillo
claro. Su aspecto es de textura polimérica, presentando burbujas de aire durante su secado. A
continuacion, se iniciara observando los datos para el diderivado CC-fenilalanina, cuyo espectro

IR se muestra en la figura 33.
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Figura 32. Espectro IR diderivado CC-fenilalanina
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Como se observa en la figura 33, el compuesto tiene bandas de absorcién definidas para v
3448, 3093, 3047, 1404 y 1327 cm™! correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace
O-Hy la sefial en v 1728 cm™1 perteneciente al enlace C=0 de los dos grupos carboxilo, que se
encuentra en la seccion media del aminoécido. Se observa la vibracion de tension en v 3448, 3093,
3047 y 1620 cm™?! para el enlace N-H y 1234 ¢cm~?! del enlace C-N del grupo amina de la
fenilalanina. Se encuentra la sefial caracteristica de vibracion por estiramiento correspondiente al
enlace CH, en v 2785, 1404 y 1080 cm~!. Adicionalmente, se encuentra la vibracion de
estiramiento env 2947 y 2808 cm ™1 del C-H y v 979 cm ™1 para C=C del anillo de la fenilalanina;
siendo estas sefiales de absorcion acentuadas debido a la disustitucion del compuesto. Finalmente,
se encuentra la sefial caracteristica de vibracion por estiramiento correspondiente al enlace C-

Haldgeno (CI) en v 840 cm ™1 para el anillo de triazina.
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Figura 33. Espectro RMN de diderivado CC-fenilalanina
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Teniendo en cuenta la figura 34 se deben encontrar sefiales correspondientes al enlace N-
H, O-H, C-H, C-H (Benceno) y CH (metino) presentes en el aminoacido; se muestra claramente
una sefial de 6 3.25-3.14 ppm debido a dos protones del grupo C-H: y una sefial en 6 4.05 ppm

debido al proton del grupo C-H. Adicionalmente, se aprecia un singulete en 6 7.33 ppm propio del

grupo aromatico presente en la fenilalanina y en 6 10.57 ppm debido al protén del grupo O-H.

4.2.1.3 Acido 2,2’-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil)) bis(3-metilbutanoico)
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Figura 34. Acido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-metilbutanoico)
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El 4cido 2,2'-((6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanediil))bis(3-metilbutanoico), 0 como
se le denominaréa en este documento (diderivado CC-valina) presento un rendimiento de 57%. En
cuanto a la apariencia fisica, se observa como un polvo fino de color blanco. Su aspecto varia con
la humedad presente en el ambiente, ya que, una vez que se ha secado el compuesto utilizando el
equipo rotoevaporador, tras algunas horas su apariencia es la de un polvo algo gelatinoso
(probablemente debido a un comportamiento higroscépico), presentando zonas solidas viscosas.
A continuacion, se iniciara observando los datos para el diderivado CC-valina, cuyo espectro IR

se muestra en la figura 33.
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Figura 35. Espectro IR de diderivado CC-valina
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Como se puede notar en la figura 36, se evidencia en sus bandas de absorcion definidas
para la region entre v 3178, 3047 y 1404 cm™? correspondientes a la vibracion de estiramiento del
enlace O-H de los grupos carboxilo, que se encuentra en la seccién terminal del aminoacido. Se
observa la vibracion de tension entre v 3448, 3425y 1512 ¢m™! para el enlace N-H, mientras que
v 1620 y 1157 cm™1 le pertenecen al enlace C-N del grupo amina. Para las anteriores bandas de
absorcion es evidente su similitud con la version monosustituida teniendo la diferencia en la
intensidad de la sefial. Por Gltimo, se encuentra el pico caracteristico de vibracion por estiramiento
correspondiente al enlace C-Haldgeno (Cl) en v 779 cm™1 para el anillo de triazina. Con la (nica
diferencia del grupo isopropil presente en la valina, con la sefial caracteristica de vibracion por

estiramiento correspondiente al enlace C-Hs, C-H y CH(CHs)2 en v 2962 y 1404 cm ™1,
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Figura 36. Espectro RMN de diderivado CC-valina
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En cuanto al espectro *H-RMN es posible evidenciar en la figura 37 la presencia de
variadas sefiales correspondiente a los grupos funcionales del aminoacido. Se encuentra una sefial
triplete en 6 1.07 ppm debido a protones del grupo metilo CHs, mientras que en la region & 3.54
ppm se aprecia un multiplete corresponde al grupo metino C-H presente en el isopropil. Se
encuentra un pico en 4 6.04 ppm del proton N-H y una sefial en 6 10.78 ppm perteneciente al enlace

O-H del grupo carboxilo.

4.2.1.4 (4-((carboximetil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il) valina
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Figura 37. (4-((carboximetil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il) valina
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El (4-((carboximetil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il) valina, o como se le denominaré en
este documento (diderivado CC-glicina; valina) presento un rendimiento de 69,7%. Por lo que
respecta a la apariencia fisica, presenta un aspecto diferente al de los demas disustituidos, ya que
es un polvo granuloso y gomoso. Con el paso de los dias y la humedad, este cambia, tomando una
apariencia viscosa 0 una mezcla entre estado sélido y liquido (probablemente debido a un
comportamiento higroscépico), manteniendo su color blanquecino. A continuacion, se iniciara
observando los datos para el diderivado CC-glicina; valina, cuyo espectro IR se muestra en la

figura 39.



SENSORES TRIAZINAS-AMINOACIDOS PARA DETECCION IONES METALICOS 77

Figura 38. Espectro IR de diderivado CC-glicina; valina
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Este compuesto se encuentra disustituido con valina y glicina, presentando una mezcla de
sefiales de los dos aminoacidos en el espectro IR realizado, esto se evidencia en sus bandas de
absorcion definidas para v 3440, 2970y 1411 cm ™! correspondientes a la vibracion de estiramiento
del enlace O-H (solapandose con enlaces N-H y C-H3), mientras que en v 1735 cm™! es
representativo del enlace C=0 de los grupos carboxilo, que se encuentra en la seccion terminal de
ambos aminoacidos. Se observa la vibracion de tension en v 3441y 1612 cm ™! para el enlace N-
Hyv 1249 cm™1 le pertenece al enlace C-N del grupo amina; se aprecia cierto desplazamiento en
las sefiales y cambios en su amplitud e intensidad, debido a la disustitucién por parte de dos
aminoéacidos diferentes. Se presenta sefiales del grupo isopropil presente en la valina, con la sefial

caracteristica de vibracion por estiramiento correspondiente al enlace C-Hs, C-H y CH(CHs)2) en
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v 2970, 2785 y 1411 ¢m™1. Por ultimo, se encuentra el pico caracteristico de vibracién por

estiramiento correspondiente al enlace C-Halogeno (Cl) en v 771 cm™! para el anillo de triazina.

Figura 39. Espectro RMN de diderivado CC-glicina; valina
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En cuanto al espectro normalizado *H-RMN, es posible evidenciar en la figura 40 la sefial
en 6 1.20 ppm pertenecientes al enlace C-Hs, continuando con los protones en los dos carbonos C-
H., se observa dos sefiales de menor tamafio en & 2.25-2.75 ppm; mientras que en la region de o
4.25 ppm se aprecia la sefial del enlace C-H. Continuando con el grupo amina presente en la glicina

y valina, se aprecia un singulete en & 7.10 ppm del enlace N-H y dos sefiales de menor tamafio en

6 10.76 ppmy 6 11.46 ppm perteneciente al grupo O-H de los aminoacidos empleados.
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4.3 Obtencion triderivados de triazina

La obtencion de los diderivados de triazina se realizo a través de la metodologia presentada
anteriormente para cada uno de los aminoacidos (valina, glicina, fenilalanina) por medio de
sustitucion nucleofilica. Los porcentajes de rendimiento de los diderivados de estos aminoacidos
fueron para el (2,2"-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-oxo-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-diil) bis(
azanediil))acido diacético) en un 96%, el (2,2'-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-0xo-3H-xanten-7-
il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis( azanediil))bis(acido 3-fenilpropanoico)) con un 40%, (2,2'-((6-
((9-(2-carboxifenil)-3-oxo0-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis( azanediil))bis(acido 3-
metilbutanoico)) con un 33% y el (2-(7-((4-((1-carboxi-2-metilpropil)amino)-6-
((carboximetil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)oxi)-3-oxo- Acido 3H-xanten-9-il)benzoico) con un 93%.
El triderivado de triazina con glicina presenta el mejor rendimiento entre los tres compuestos;
puede explicarse, al ser la glicina un aminoacido menos complejo estructuralmente; en su
agregacion en la reaccién de sustitucion aromatica sobre el ndcleo triazinico (menor impedimento
estérico), en comparacion al aminoacido valina y especificamente a la fenilalanina, ya que esta
cuenta con un grupo aromatico en su cadena. Sin embargo, el triderivado de triazina que presenta
tanto el aminoacido glicina como valina en su sustitucion, presenta un excelente rendimiento,
puede deberse a que se realizo la sustitucion a partir del monoderivado de glicina, por lo cual al
agregarse la valina su impedimento estérico fue menor.
4.3.1 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y RMN de triderivados de triazina
El rendimiento de estos compuestos es sorpresivamente alto en comparacién a los disustituidos, se

mantiene la glicina con el mejor rendimiento entre los aminoacidos sustituyentes; cabe resaltar que
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el orden de agregacion a la molécula tiene en cuenta lo encontrado en el estudio de

quimioselectividad ortogonal para TCT (Sharma et al., 2018).

4.3.1.1 2,2-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-0x0-9a,10a-dihidro-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-

triazina-2, Acido 4-diil)bis(azanediil))diacético

Figura 40. Triderivado CC-glicina

El 2,2'-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-o0x0-9a,10a-dihidro-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,
Acido 4-diil)bis(azanediil))diacético o como se le denominara en este documento (triderivado CC-
glicina) presento un rendimiento de 95,7%. En cuanto a la apariencia fisica, el aspecto de este
compuesto es diferente en su coloracidn y fisico en comparacion a su version mono y disustituida,
las tonalidades son entre el color marrén y rojizo. Su estado sigue siendo sélido con la diferencia
de tener una textura arcillosa con algunos granulos o grumos. A continuacién, se iniciara

observando los datos para el triderivado CC-glicina, cuyo espectro IR se muestra en la figura 42.
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Figura 41. Espectro IR de triderivado CC-glicina
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En la figura 42 se registra las bandas de absorcion del compuesto definidas para v 3124,
3032 y 1404 cm™! correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H del grupo
carboxilo, que se encuentra en la seccion terminal del aminoécido, ademas que se ve reflejado la
cadena -COOH de la fluoresceina. Se observa la vibracion de tension en v 3124, 3032, 1612 y
1404 cm™* para el enlace N-H mientras que la absorbancia v 1226 cm™? le pertenece al enlace C-
N y C-O del grupo amina alifatica de la glicina y de la fluoresceina respectivamente;
adicionalmente, se observa sefiales en v 2077 cm™! correspondiente a vibracion de estiramiento
de enlaces C-H en compuestos aromaticos. En la region de v 1650-1550 estan las vibraciones de
estiramiento C=C para alquenos, C=0 de los compuestos carboxilicos y N-H de la amina,
solapandose todo en esa area. Finalmente se encuentra la sefial en v 941 cm™! para el enlace C-H

del anillo aromaético de la fluoresceina.
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Figura 42. Espectro RMN de triderivado CC-glicina
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En cuanto al espectro 'H-RMN, es posible evidenciar en la figura 35 las sefiales
correspondientes al enlace N-H, O-H C-H: y C-H presentes en el aminoéacido y la fluoresceina; en
la tabla nos muestra claramente una sefial en 6 3.58 ppm debido a dos protones del grupo metileno
CHs, se encuentra un pico en 6 6.55 ppm perteneciente al proton N-H y en 4 10.28 ppm al O-H del
grupo carboxilo. Por otro lado, las sefiales que se aprecian entre 6 7.14-7.93 ppm corresponden a
los enlaces C-H del sistema aromatico en la fluoresceina.

4.3.1.2 2,2’-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-oxo-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-

diil)bis( azanediil))bis(acido 3-fenilpropanoico)
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Figura 43. Triderivado CC-fenilalanina

0,

NH
OH )\
N
)\ J\ 0
O N N
N

OH

El 2,2'-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-oxo-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(
azanediil))bis(acido 3-fenilpropanoico) o como se le mencionara en este documento (triderivado
CC-fenilalanina) presento un rendimiento de 40%. El aspecto de este compuesto es diferente en
su coloracién y fisico en comparacion a su version mono y disustituida, las tonalidades son entre
el color marron, naranja y rojo oscuro. Su estado sigue siendo solido con la diferencia de ser un
polvo de apariencia laminada, similar al confeti. A continuacion, se iniciara observando los datos

para el triderivado CC-glicina, cuyo espectro IR se muestra en la figura 42.
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Figura 44. Espectro IR de triderivado CC-fenilalanina
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En la figura 45 se registra las bandas de absorcion del compuesto definidas para v 3448
cm™1 correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H que se encuentra en la
seccion terminal del aminoacido, ademas que se ve reflejado v 1180 ¢m™1de la cadena -COOH de
la fluoresceina respectivamente. Se observa la vibracion de tension en v 3448 y 1620 cm ™! para
el enlace N-H y v 1265 cm™! para el enlace C-N del grupo amina; adicionalmente, se observa
sefales en v 2607 cm ™1 correspondiente a vibracion de estiramiento de enlaces C-H en compuestos
aromaticos. En el rango de v 1728 se encuentra las vibraciones de estiramiento de C=0 del grupo
carboxilo presente en los 3 sustituyentes; adicionalmente en la region de v 1620 estan las
vibraciones de estiramiento C=C para alquenos junto con la vibracion de estiramiento de N-H
solapandose mutuamente. Finalmente se encuentra la sefial en v 987 cm™1 para el enlace C-H del

anillo aromatico de la fluoresceina y de la fenilalanina.
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Figura 45. Espectro RMN de triderivado CC-fenilalanina
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Teniendo en cuenta la figura 46 se deben encontrar sefiales correspondientes a los protones
N-H, O-H CH. y CH presentes en el aminoacido y los protones en la fluoresceina; se aprecia sefial
de duplete en 6 4.54-4.60 ppm debido a los 4 protones del grupo metileno CH- en ambas cadenas,
se encuentra otra sefial duplete en & 3.52-3.66 ppm perteneciente al grupo metino CH. EI proton
N-H se encuentra en 6 6.56 ppm mientras que, en & 10.49 ppm le corresponde al O-H del grupo
carboxilo. Por otro lado, las sefiales que se aprecian entre 6 7.24-7.92 ppm corresponden a los

enlaces C-H del sistema aromatico en la fluoresceina y los pertenecientes a la fenilalanina.

4.3.1.3 2,2’-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-oxo-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-

diil)bis( azanediil))bis(acido 3-metilbutanoico)



SENSORES TRIAZINAS-AMINOACIDOS PARA DETECCION IONES METALICOS 86

Figura 46. Triderivado CC-valina

OH

El 2,2'-((6-((9-(2-carboxifenil)-3-oxo-3H-xanten-7-il)oxi)-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(
azanediil))bis(acido 3-metilbutanoico) o como se le mencionara en este documento (Triderivado
CC-valina), presento un rendimiento de 32,6%. El aspecto de este compuesto es diferente en su
coloracion y fisico en comparacion a su version mono y disustituida, las tonalidades son entre el
color rojo oscuro y negro. Su estado es similar a su contraparte monosustituida, siendo un polvo
granuloso bastante compacto que dificulta su solubilidad. A continuacidn, se iniciara observando

los datos para el triderivado CC-valina, cuyo espectro IR se muestra en la figura 47.
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Figura 47. Espectro IR de triderivado CC-valina
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En la figura 48 se registra las bandas de absorcion del compuesto definidas para v 3348, y

1319 cm™1 correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H; mientras que el enlace

C=0 se presentaenv 1728 cm™ del grupo carboxilo que se encuentra en la seccion terminal del

aminodcido. El enlace C-O presente en v 1165 cm ™! se ve reflejado en el anillo de la fluoresceina

y en la unién entre la fluoresceina y la triazina disustituida. Se observa la vibracion de tension en

v 3448 y 1597 cm™! para el enlace N-H, mientras la vibracion de tension v 1234 del enlace C-N

para el grupo amina alifatica de la valina; adicionalmente, la Gltima sefial en v 1620 cm™! se

solapa con las sefiales de C=C en el anillo de triazina. Finalmente, se observa sefiales en v 878

cm™1 correspondiente a vibracion de estiramiento de enlaces C-H en compuestos aromaticos.
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Figura 48. Espectro RMN de triderivado CC-valina
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En cuanto al espectro normalizado *H-RMN, es posible evidenciar en la figura 49 las
sefiales correspondientes a los protones N-H, O-H, CH2y CH presentes en el amino&cido y los
protones correspondientes al nucleo de fluoresceina; se observa una sefial multiplete en 5 1.07 ppm
debido a tres protones del grupo metilo CHs en ambas cadenas, se aprecia una sefial intensa en 6
3.93 ppm correspondientes al protdn del grupo metino C-H, la cual, probablemente se encuentra
solapada con trazas de agua, resultando en su gran intensidad. Se encuentran dos sefales
fundamentales, siendo una en 6 6.37 ppm perteneciente al proton N-H y la otraen 6 11.21 ppm del
enlace O-H del grupo carboxilo demostrando su union en la molécula. Por otro lado, las sefiales

que se aprecian entre 6 7.51-8.65 ppm corresponden a los enlaces C-H del sistema aromatico en la

fluoresceina.
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4.3.1.4 2-(7-((4-((1-carboxi-2-metilpropil)amino)-6-((carboximetil)amino)-1,3,5-
triazin-2-il)oxi)-3-oxo- Acido 3H-xanten-9-il)benzoico

Figura 49. Triderivado CC-glicina; valina

OH

El 2-(7-((4-((1-carboxi-2-metilpropil)amino)-6-((carboximetil)amino)-1,3,5-triazin-2-
il)oxi)-3-oxo- Acido 3H-xanten-9-il)benzoico o como se le denominara en este documento
(triderivado CC-glicina; valina), presento un rendimiento de 93,4%. el aspecto de este compuesto
presenta ciertas diferencias al de los demas trisustituidos, mantiene la coloracién caracteristica
dada por la fluoresceina (tonos rojizos-marrones). Siendo la Unica diferencia su estado fisico; ya
que este es un polvo granuloso y gomoso cambiante con el paso de los dias y la humedad tomando
una apariencia viscosa (probablemente comportamiento higroscopico). A continuacion, se iniciara

observando los datos para el triderivado CC-valina, cuyo espectro IR se muestra en la figura 48.
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Figura 50. Espectro IR de triderivado CC-glicina; valina
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En la figura 51 se registra las bandas de absorcion del compuesto definidas para v 3379,
3224 y 1450 cm™! correspondientes a la vibracion de estiramiento del enlace O-H, ademas de
tener el enlace de C=0 1666 cm™! del grupo carboxilo, que se encuentra en la seccion terminal
de los aminoacidos que se ve reflejado la cadena -COOH de la fluoresceina. Se observa la
vibracion de tension en v 3425, 3379 y 1666 cm ™1 (solapandose con los enlaces O-H y C=0) para
el enlace N-H; se tiene v 1172 y 1126 ¢m™! para el enlace C-N del grupo amina alifatica de la
glicina y valina. Adicionalmente en la fluoresceina, se observa sefiales en v 1273 y 1049 cm™1C-
O del oxigeno presente en el ciclo y se aprecia las vibraciones de doblamiento pertenecientes al
enlace C-H del ciclo aromatico. Por otro lado, los aminoacidos empleados muestran picos de

absorbancia en v 2800 y 1450 cm ™! correspondientes a los enlaces C-Hs, C-H, y CH(CHs).). Se
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debe tener en cuenta el solapamiento de las sefiales entre los mismos aminoacidos y sus sefiales
con la fluoresceina, ya que comparten rangos de absorcion similares.

Figura 51. Espectro RMN de triderivado CC-glicina; valina
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En cuanto al espectro normalizado *H-RMN, es posible evidenciar en la figura 52 las
sefiales correspondientes a los protones de los grupos N-H, O-H C-H., C-Hs y C-H presentes en el
aminoacido y en el nicleo de la fluoresceina; se observa una sefial & 1.79 ppm perteneciente a los
protones del grupo metilo C-Hs de lavalinay la sefial de & 2.09 ppm del grupo metino C-H también
presente en el anterior amino. Por otro lado, la sefial intensa en 63.72 ppm es debido a dos protones
del grupo metileno C-H: de la glicina y pequefias trazas de agua que se solapan, por lo cual su
sefial se presenta de esa forma. Se encuentra un pico en el rango de 6 6.58 ppm perteneciente al

proton N-H y el pico en 6 10.57 ppm del enlace O-H de los dos grupos carboxilos. Por otro lado,
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las sefiales que se aprecian entre & 7.18-7.97 ppm corresponden a los enlaces C-H del sistema
aromatico en la fluoresceina.
4.5 Puntos de fusion (MP)

En la tabla 1 se presentan los puntos de fusion de los 4 sensores sintetizados a usar para la
determinacion de metales en soluciones acuosas, se puede observar que el sensor triderivado CC-
glicina presenta un punto de fusién mas alto en comparacion a los demas sensores. Por otro lado,
no se pudo determinar la temperatura de fusion del sensor triderivado CC-glicina; valina debido a
su estado fisico.

Tabla 1. Puntos de fusion de sensores sintetizados

Sensor Punto de fusion (°C)
Sensor CC-triderivado glicina 300
Sensor CC-triderivado fenilalanina 123
Sensor CC-triderivado valina 250

Sensor CC-triderivado glicina; valina  ---

4.6 Mecanismo propuesto para las sustituciones nucleofilicas aromaéticas en el nucleo de
triazinas

La primera sustitucion en los tres mecanismos propuestos a continuacion es exotérmica y
se realiza a 0 °C; se mantuvo esta temperatura por el tiempo de reaccién para cada nucledfilo
utilizado. Manteniendo estas condiciones no se observaron productos de di sustitucion ya que el
anillo de triazina queda desactivado por la introduccion de estos nucledfilos, se debe a que como
sustituyente las aminas presentes en aminoacidos son donadoras de electrones y disminuyen
gradualmente la reactividad del anillo de triazina, ademas de la distribucion de la reactividad en la
molécula por la localizacion de los cloros sustituyentes. Esta disminucion de la reactividad del anillo
de triazina en la primera sustitucion , hace que para que se realice la segunda, se debe suministrar

energia al sistema en forma de calor (temperatura ambiente hasta 30 0 40 °C) y tiempos de reaccion
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mas prolongados; sin embargo, estas condiciones pueden variar ligeramente dependiendo de los
diferentes reactivos (nucleéfilos) en la sustitucion, ya que segin su naturaleza o propiedades puede
modificar la reactividad del nucleo triazinico, por ejemplo, modificando la distribucion de las cargas.
El mecanismo de reaccién sigue al igual que la monosustitucion, una ruta de SNAr de dos etapas
(adicion-eliminacion) con cinética de segundo orden. En la primera etapa de la reaccion, que es el paso
determinante de la velocidad, el nucleofilo reacciona con la triazina y conduce a la movilizacion de las
cargas sobre el nitrdgeno, siendo estabilizado por resonancia, seguido de una répida eliminacion del
grupo saliente (segundo paso). Una vez que se ha producido la segunda sustitucion, la reactividad
del tercer a&tomo de cloro difiere a la de los dos primeros. La tercera SNAr depende exclusivamente
del nucledfilo a introducir y el suministro de mas energia (temperatura), incluso a reflujo para que
se lleve a cabo la reaccion, con aumentos en el tiempo de llevarse a cabo la sustitucién. La
importancia en el orden de agregacion de elementos a los tres sitios ortogonales para la SNAr en
el cloruro ciandrico radica en la naturaleza del sustituyente que facilita la incorporacion de
diferentes nucleofilos (como alcoholes, tioles y aminas). Estos efectos se pueden expresar en forma
analitica mediante la ecuacion de Hammet que se puede utilizar para calcular la "Hammet sigma",
parametro que cuantifica la influencia que tiene la presencia de un determinado sustituyente sobre
la reactividad de la molécula (Da Silva Marques et al., 2024). Se sabe que el caracter basico del
nucledfilo entrante que reemplaza al tercer cloro se debilita debido a los sustituyentes presentes en
el CC del anillo de triazina a través de la pérdida por extraccion de electrones del enlace o de un
atomo de cloro y la ganancia de la donacion electronica del orbital © de los nucleofilos afiadidos.
A continuacion, se presenta la figura 53 que muestra el mecanismo de reaccion para la
Trisustitucion del ndcleo de triazina disustituido con glicina incorporando la fluoresceina como

nucledfilo.
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Figura 52. Mecanismo de reaccion propuesto para la tri sustitucion con fluoresceina del cloruro
ciandrico di sustituido con aminoacido glicina

5 Respuesta de los quimiosensores fluorescentes frente a los metales pesados

Teniendo en cuenta la definicion de metal pesado referida a su alta densidad (4 g/cm3 hasta
7 g/cm3), tendencia a bioacumularse en organismos vivos provocando alto grado de toxicidad,
contaminacion y/o ecotoxicidad. (Rodriguez, D. 2017)

El estudio de los ligandos multidentados proporciona varias rutas sintéticas para generar
materiales magnéticos y catalizadores. Para fines del proyecto, el uso del cloruro cianarico y sus

posibles sustituciones se encuentran en el campo de sensores quimicos. Los ligandos que contienen
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nitrogeno y oxigeno exhiben una quimica de coordinacion versatil y son capaces de formar
complejos metalicos y moleculares que tienen excelentes propiedades estructurales.
5.1 Estudio cualitativo de los sensores en complejacion con metales

Para evaluar de manera cualitativa la deteccion de distintos metales con los sensores
sintetizados previamente, se realizd una solucion de cada sensor a 10 ppm, posteriormente se
agreg0 en tubos con rosca, junto a una solucién de metal de 1000 ppm, con una relacion (3:1).

Con los sensores de triderivado CC-glicina y triderivado CC-glicina+valina se observo que
su fendmeno de fluorescencia aumentaba con el paso del tiempo, por lo cual se realiz la toma de
iméagenes a lo largo de 15 dias; con el fin de comparar los cambios presentados. Para el caso de los
sensores triderivados CC-fenilalanina y triderivado CC-valina se hizo el mismo procedimiento,
con la diferencia de que estos presentaron cambios notables a partir del primer dia; sin embargo,
se continuo el proceso de toma de imagenes a lo largo de las 2 semanas. A continuacion, se
presentaran las imagenes correspondientes de cada sensor.
5.1.1 Sensor triderivado CC-glicina

Como se observa en las imagenes de la tabla 2 los cambios en la fluorescencia se presentan

para los tubos del sensor con Hg*! y Fe*?, se aprecia de forma mas clara para la segunda semana.
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Figura 53. Imagenes dia 1y 15 sensor triderivado CC-glicina
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5.1.2 Sensor triderivado CC-glicina; valina

Como se observa en las imégenes de la tabla 3 los cambios en la fluorescencia se presentan

tubos del sensor con Hg*! y Fe*?, se aprecia de forma mas clara para la segunda semana.
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Figura 54. Imagenes dia 1y 15 sensor triderivado CC-glicina; valina
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5.1.3 Sensor triderivado CC-fenilalanina
Como se observa en las imégenes de la tabla 4 los cambios en la fluorescencia se presentan

tubos del sensor con Hg* y Fe*2 desde el primer dia; y continua este comportamiento aun en la
segunda semana.
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Figura 55. Imagenes dia 1y 15 sensor triderivado CC-fenilalanina

Dial Dia 15

Sensor y
Cationes
Cr’6: Hg"‘l,
Pb*2, Cd*2

Sensor y
Cationes
Zn":, Cu+:',
Ast? Fe™2

5.1.4 Sensor triderivado CC-valina

Como se observa en las imégenes de la tabla 5 los cambios en la fluorescencia se presentan

para los tubos del sensor con Hg*' y Fe*2 desde el primer dia; igualmente, se tomaron imagenes

hasta la segunda semana.
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Figura 56. Imagenes dia 1 y 15 sensor triderivado CC-valina
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5.1.5 Estudio cualitativo de metales con respuesta al sensor

Teniendo en cuenta que en Santander se han presentado problemas con metales pesados
producto de la mineria ilegal (Zambrano, 2022) y segun los resultados observados, se realiz6 una
prueba cualitativa a diferentes concentraciones con los metales de Hg**, Fe*2. A continuacion, se
presentara en la tabla 6 y 7 las imagenes de los sensores que presentaron respuesta a respectivos

metales.
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Figura 57. Respuesta sensores a diferentes concentraciones Hg+1 (izquierda a derecha; sensor,
5ppm, 10ppm, 25ppm, 50 ppm y 100ppm)

Hg*!

Sensor trideriyado CC-glicina Sensor triderivado CC-glicina; valina

Se observa de la tabla 6 que para la deteccion de mercurio Hg*!, todos los sensores a las
diferentes concentraciones del metal dan la deteccion de este, observandose mayormente el
abatimiento de la fluorescencia a concentracion de 100 ppm del metal para los tres sensores
triderivados estudiados. Los sensores triderivados CC-fenilalanina y el CC-valina muestran

decaimiento de fluorescencia desde 10 ppm.
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Figura 58. Respuesta sensores a diferentes concentraciones de Fe (izquierda a derecha; sensor,
5ppm, 10ppm, 25ppm, 50 ppm, y 100ppm)
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Se observa de la tabla 7 que para la deteccion de hierro Fe*?, los sensores triderivado CC-
glicina; valina y el sensor triderivado CC-valina a las diferentes concentraciones del metal se
observa el abatimiento de la fluorescencia. Estos sensores muestran decaimiento de fluorescencia
desde 5 ppm.

5.2 Estudio cuantitativo complejacion de metales con sensor

El X maximo del sensor triderivado CC-glicina y CC-glicina; valina fue en 250 nm a una

absorbancia de 0,403 y 0,240 respectivamente. Mientras que los sensores triderivados CC-

fenilalanina y CC-valina dio en 275 nm; a una absorbancia de 0,602 y 0,541.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de las pruebas cualitativas de deteccion de
metales (seccion 4.1), siendo los sensores sensibles a los metales Cr, Hg, Fe y Mg fueron evaluados
de manera cuantitativa por medio del espectrofotometro de UV-Vis con el fin de determinar el
limite de deteccion. En las figuras presentadas a continuacion, se evidencia las diferentes curvas
de calibracion para cada metal, se puede observar que, al adicionar los sensores, la absorbancia
aumenta (en la misma concentracion de cada metal), ya que la solucién cambia de coloracion.

5.2.1 Curva calibracion y complejacion Cr?* con sensores

Figura 59 Curva calibracion Cry sensores
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Figura 60. Barrido espectroscopico de Cr por ultravioleta-visible en longitud de onda 250-
600nm.
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Se realiz6 una curva (figura 55) a diferentes concentraciones de solucién de cromo desde
5 ppm hasta 70ppm, obteniendo las absorbancias maximas (300nm) expresadas en la tabla.

Tabla 2. Absorbancias del Cromo en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda de
300 nm.

Concentracion Cr (ppm) Abs
5 0,012
10 0,09
25 0,145
50 0,229

70 0,297
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A continuacion, se presenta el barrido espectroscépico realizado al sensor triderivado CC-
fenilalanina (figura 56) y sensor triderivado CC-valina (figura 57) y sus respectivas tablas con las
concentraciones empleadas y absorbancias obtenidas.

Figura 61. Barrido espectroscopico de Cr-Sensor triderivado CC-fenilalanina (1:3) por
ultravioleta-visible de 275-600nm
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Figura 62. Barrido espectroscopico de Cr-Sensor triderivado CC-fenilalanina (1:3) por

ultravioleta-visible de 275-600nm
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Se inicié con una concentracion de 70 ppm de cromo y se redujo gradualmente la

concentracion hasta alcanzar el minimo detectable, que fue de 5 ppm para ambos sensores como

se muestra en la tabla 15 y 16.

Tabla 3. Absorbancias a diferentes concentraciones de Cr en solucion del sensor triderivado CC-

fenilalanina a 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Cr (ppm) Abs
5 0,076
10 0,113
25 0,201
50 0,214
70 0,219




SENSORES TRIAZINAS-AMINOACIDOS PARA DETECCION IONES METALICOS 106

Tabla 4. Absorbancias a diferentes concentraciones de Cr en solucion del sensor triderivado CC-
valina a 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Cr (ppm) Abs
5 0,016
10 0,083
25 0,111
50 0,120
70 0,121

Estos sensores pueden presentar afinidad a formar enlaces con este metal por los pares de
electrones libres en los grupos -OH y -COOH; la polaridad de los grupos en la molécula, ya que
tienen cargas parciales que favorecen interacciones electrostaticas con los iones de cromo,
mejorando la formacion de complejos y los estados de oxidacion de Cr** y Cr', que tienen una
alta afinidad por atomos electronegativos como oxigeno y nitrégeno, lo que aumenta la
probabilidad de interaccion con los grupos hidroxilo, amino y carboxilo (Liu et al., 2023).

5.2.2 Curva calibracion y complejacion Hg?*con sensores

Figura 63. Curva calibracion Hg y sensores
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Figura 64. Barrido espectroscopico de Hg por ultravioleta-visible en longitud de onda 250-
600nm.
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Se realiz6 una curva (figura 59) a diferentes concentraciones de solucion de mercurio desde
5 ppm hasta 70ppm, obteniendo las absorbancias maximas (300nm) expresadas en la tabla.

Tabla 5. Absorbancias del Cromo en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda de
300 nm.

Concentracion Hg (ppm) Abs
5 0,071
10 0,103
25 0,167
50 0,273

70 0,410
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A continuacion, se presenta el barrido espectroscépico realizado al sensor triderivado CC-
glicina (figura 60), sensor triderivado CC-glicina; valina (figura 61), sensor triderivado CC-
fenilalanina (figura 62) y sensor triderivado CC-valina (figura 63) con sus respectivas tablas con
las concentraciones empleadas y absorbancias obtenidas.

Figura 65. Barrido espectroscopico de Hg-Sensor triderivado CC-glicina (1:3) por ultravioleta-

visible de 250-600nm
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Tabla 6. Absorbancias a diferentes concentraciones de Hg en solucion del sensor triderivado CC-
glicinaa 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Hg (ppm) Abs
5 0,065
10 0,081
25 0,090
50 0,133

70 0,152
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Figura 66. Barrido espectroscopico de Hg-Sensor triderivado CC-glicina; valina (1:3) por
ultravioleta-visible de 250-600nm
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Tabla 7. Absorbancias a diferentes concentraciones de Hg en solucion del sensor triderivado CC-
glicina; valinaa 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Hg (ppm) Abs
5 0,063
10 0,097
25 0,118
50 0,141

70 0,287
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Figura 67. Barrido espectroscépico de Hg-Sensor triderivado CC-fenilalanina (1:3) por
ultravioleta-visible de 250-600nm
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Tabla 8. Absorbancias a diferentes concentraciones de Hg en solucion del sensor triderivado CC-
fenilalanina a 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Hg (ppm) Abs
5 0,072
10 0,098
25 0,126
50 0,270

70 0,377
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Figura 68. Barrido espectroscopico de Hg-Sensor triderivado CC-valina (1:3) por ultravioleta-
visible de 250-600nm
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Tabla 9. Absorbancias a diferentes concentraciones de Hg en solucion del sensor triderivado CC-
valinaa 5 ppm a 70 ppm

Concentracion Hg (ppm) Abs
5 0,052
10 0,077
25 0,158
50 0,251
70 0,360

Estos sensores pueden presentar afinidad a formar enlaces con este metal por los pares de
electrones libres en los grupos -OH y -COOH; la polaridad de los grupos en la molécula, ya que
tienen cargas parciales que favorecen interacciones electrostaticas con los iones de mercurio

mejorando la formacion de complejos y los estados de oxidacion de Hg?*; este ion tiene una
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configuracion electronica que le permite aceptar electrones, lo que favorece la formacion de

enlaces con grupos que tienen pares de electrones libres. que tienen una alta afinidad por atomos

electronegativos como el oxigeno para formar enlaces porque suelen ser mas estables debido a la

geometria de los enlaces y la capacidad de formar anillos o estructuras ciclicas. (Wu et al., 2024).

5.2.3 Curva calibracion y complejacion Fe?* con sensores

Figura 69. Curva calibracion Fe y sensores
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Figura 70. Barrido espectroscopico de Fe por ultravioleta-visible en longitud de onda 200-
800nm.
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Se realiz6 una curva (figura 65) a diferentes concentraciones de solucion de hierro desde 5
ppm hasta 70ppm, obteniendo las absorbancias maximas (300nm) expresadas en la tabla.

Tabla 10. Absorbancias del Hierro en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda
de 300 nm.

Concentracion Fe (ppm) Abs
5 0,236
10 0,372
25 0,567
50 2,932
70 4,280

A continuacion, se presenta el barrido espectroscépico realizado al sensor triderivado CC-

glicina (figura 66), sensor triderivado CC-glicina; valina (figura 67), sensor triderivado CC-
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fenilalanina (figura 68) y sensor triderivado CC-valina (figura 69) con sus respectivas tablas con

las concentraciones empleadas y absorbancias obtenidas.

Figura 71. Barrido espectroscopico de Fe-Sensor triderivado CC-glicina (1:3) por ultravioleta-

visible de 250-600nm
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Tabla 11. Absorbancias del Hierro en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda

de 435 nm.
Concentracion Fe (ppm) Abs
5 0,022
10 0,23
25 0,032
50 0,036
70 0,05
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Figura 72. Barrido espectroscépico de Fe-Sensor triderivado CC-glicina; valina (1:3) por
ultravioleta-visible de 250-600nm
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Tabla 12. Absorbancias del Hierro en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda
de 435 nm

Concentracion Fe (ppm) Abs
5 0,088
10 0,101
25 0,120
50 0,136

70 0,189
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Figura 73. Barrido espectroscopico de Fe-Sensor triderivado CC-fenilalanina (1:3) por
ultravioleta-visible de 250-600nm
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Tabla 13. Absorbancias del Hierro en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda
de 435 nm.

Concentracion Fe (ppm) Abs
5 0,143
10 0,160
25 0,174
50 0,182

70 0,182
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Figura 74. Barrido espectroscopico de Fe-Sensor triderivado CC-valina (1:3) por ultravioleta-
visible de 250-600nm
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Tabla 14. Absorbancias del Hierro en solucion a distintas concentraciones en longitud de onda
de 435 nm.

Concentracion Fe (ppm) Abs
5 0,079
10 0,091
25 0,112
50 0,122
70 0,226

Estos sensores pueden presentar afinidad con a formar enlaces o complejos de coordinacion
con este metal por los pares de electrones libres en los grupos -OH y -COOH. Otras razones son
las propias naturalezas de los grupos funcionales, ya que los acidos carboxilicos y los carbonilos

tienen atomos de oxigeno electronegativos que pueden donar pares de electrones al ion de hierro;
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esto favorece la formacion de enlaces coordinados. Cabe resaltar, que los iones de hierro en sus
estados de oxidacion (Fe** y Fe*") tienen configuraciones electronicas que les permiten actuar

como aceptores de electrones. (Li et al., 2024).

5.3 Prueba toxicologica

5.3.1 Ensayo de toxicidad con Allium Cepa L.

En la figura 70 se observa la manera en que el sulfato de cobre inhibe casi en su totalidad
el crecimiento radicular llegando hasta aproximadamente 95% de inhibicidn a 25 ppm, siendo una
sustancia altamente toxica es usada como control positivo en esta prueba.

Figura 75. Control positivo (CuSO.) para porcentaje de inhibicion de crecimiento radicular en
Allium Cepa
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5.3.1.1. Sensor triderivado CC-glicina. En la figura 71 se observa una relacion directamente

proporcional entre el aumento de la dosis del sensor y la inhibicion de crecimiento, siendo que a
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mayor concentracion del sensor el crecimiento de la raiz de Allium Cepa disminuye. Las
concentraciones empleadas en el analisis cualitativo y cuantitativos con metales van desde 5ppm
hasta 70ppm, por lo cual se puede predecir que su porcentaje de inhibicion del crecimiento

radicular seguira en aumento.

Figura 76. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radicular en Allium Cepa segun la dosis del
sensor triderivado CC-glicina
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5.3.1.2. Sensor triderivado CC-fenilalanina. En la figura 72 se observa una relacion
directamente proporcional entre el aumento de la dosis del sensor y la inhibicion de crecimiento,
se aprecia un comportamiento de inhibicion radicular exponencial entre las dosis de 10ppm y 25
ppm; esto se debe a que a esta concentracion no solo inhibe el crecimiento radicular, sino que las
pocas muestras que presentan este crecimiento son minimo. Se puede predecir que al probar este

Sensor a mayor concentracion con otras muestras su porcentaje de inhibicion serd mayor.
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Figura 77. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radicular en Allium Cepa segun la dosis del
sensor triderivado CC-fenilalanina
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Sensor triderivado CC-valina. En la figura 73 se observa una relacién directamente
proporcional entre el aumento de la dosis del sensor y la inhibicion de crecimiento hasta la
concentracion de dosis de 5ppm; entre 10ppm y 25ppm el porcentaje de inhibicion se disminuye
y se mantiene entre 10 y 12%. Predecir su comportamiento es mas complejo que en los
anteriores sensores por su cambio brusco; se requeriria realizar mas andlisis del sensor en un

rango de concentracion mayor.
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Figura 78. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radicular en Allium Cepa segun la dosis del
sensor triderivado CC-valina
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5.3.1.3. Sensor triderivado CC-glicina; valina. En la figura 74 se observa una relacion
directamente proporcional entre el aumento de la dosis del sensor y la inhibicién de crecimiento.
Se observa que a medida que aumenta la dosis del sensor triderivado CC-glicina; valina agregada
a los bulbos de Allium cepa, incrementa también el porcentaje de inhibicion presentado, por lo
que, a mayor concentracion, menor es la longitud radicular. Se presentaron porcentajes en el

rango 12,7- 19,9%.
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Figura 79. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radicular en Allium Cepa segun la dosis del
sensor triderivado CC-glicina; valina

% inhibicidon de crecimiento

= N N
w o (]

% inhibicion
=
o

0 5 10 15 20 25 30
Dosis CuSO,4

6 Conclusiones

La caracterizacion molecular realizada por medio de Espectroscopia Infrarroja,
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia Ultravioleta-Visible a los
compuestos sintetizados en este proyecto cumplio la funcion de garantizar su formacion mediante
las sefiales observadas en resonancia magnética nuclear de proton (1H-RMN), la identificacion de
bandas de absorcion correspondiente a los grupos funcionales (IR) y las bandas de absorcién la
posible acomplejacion con los iones metalicos evaluados (UV-Vis).

El quimiosensor obtenido es selectivo para los metales pesados Hg*! y Fe?*; ya que estos
iones en solucidn abaten la fluorescencia que presenta el quimiosensor y aumenta con el paso del
tiempo. El espectro UV-Vis de estas soluciones tienen un corrimiento hacia longitudes de onda

menores y también presentan una sefial mas fuerte a comparacion de solo el quimiosensor.
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Los limites de deteccion del quimiosensor con las soluciones de los metales pesados fueron
bastante altos a comparacion de las concentraciones maximas que permite la ley colombiana en
solucion acuosa. Por lo cual se deberia evaluar la posibilidad de probarlo a menores

concentraciones y cambiando los aminoacidos empleados.

7 Recomendaciones

Realizar caracterizacion completa de los compuestos sintetizados en este trabajo que
incluyan Espectroscopia de Fluorescencia para el estudio de rendimientos cuanticos de
fluorescencia de las moléculas estudiadas en diversos solventes, Resonancia Magnética Nuclear
de carbono (*C-RMN), realizar experimentos bidimensionales de RMN; COSY HSQC y HMBC
para una correcta asignacion estructural de las moléculas sintetizadas, Espectrometria de masas,
difraccion de rayos X de los complejos que se puedan lograr obtener.

Sintetizar compuestos de triazinas con diferentes nucleofilos (alcoholes, tioles, diferentes
aminas) y la incorporacién fluoréforos (cumarinas, curcuminas, BODIPYSs, cianinas, entre otros)
y realizar el estudio de que nucleofilos y fluoroforos favorecen el uso y rendimiento de estos

compuestos.
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Apéndices

Apéndice A. Tabla con los elementos y compuestos quimicos diferentes a plaguicidas y su
concentracion maxima aceptable por la normativa colombiana vigente.

Tabla de elementos, compuestos y mezclas quimicas con valores maximos aceptables en Colombia

Elementos, compuestos quimicos y mezclas de Expresados Valor maximo
compuestos quimicos diferentes a los plaguicidas y otras como aceptable
sustancias (mg/L)
Antimonio Sb 0,02
Arsénico As 0,01

Bario Ba 0,7
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Cadmio Cd 0,003
Cianuro libre y disociable CN- 0,05
Cobre Cu 1,0

Cromo total Cr 0,05
Mercurio Hg 0,001
Niquel Ni 0,02
Plomo Pb 0,01
Selenio Se 0,01
Trihalometanos totales THMs 0,2

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos HAP 0,01

Tomadade (Resolucion 2115 - 2007 | MinVivienda, s. f.)

Apéndice B. Informacion detallada sobre la validacion del método, rango de linealidad, precision
limite de deteccidn (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) y veracidad.
Validacion del Método

Una vez realizados los ensayos preliminares, se procederd a la validacién del método
analitico en la deteccion y cuantificacion de los metales a evaluar. Este es un procedimiento que
asegura la confiabilidad de los resultados obtenidos mediante el método analitico implementado,
en nuestro caso por deteccion UV-VIS.

Se logra con una serie de estudios en el laboratorio, en los cuales se evallan las

caracteristicas representativas del mismo para verificar si cumple con las especificaciones para las
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que ha sido elaborado esto incluye analisis de la estructura e interacciones del compuesto, observar
y valuar su cinética en accion, entre otros. Desafortunadamente, no se cuentan con suficientes
equipos que permitan una validacion del método en la universidad. En este sentido, se deben
definir los parametros de validacion que aseguren la correcta respuesta del método a la deteccion
de los metales de estudio con los analogos de curcumina que se estableceran como posibles
sensores quimicos. Para el presente estudio, se establece la linealidad, la precision, los limites de
deteccidn y de cuantificacion y la veracidad.

4.1 Rango de linealidad

Para evaluar el rango de trabajo en el que es aplicable la ley de Beer-Lambert, se prepararan
las soluciones de los diferentes metales a evaluar, en las que se varia la concentracion final del ion
metalico. Se realizaran cinco disoluciones, donde el rango de concentraciones del metal sera entre
0,1 ppmal,5 ppm. A partir de los datos obtenidos se determinara la concentracion del ion metalico
mas elevada para la cual la relacion entre la absorcion y la cantidad de metal se mantenga lineal
(Chaudhry et al., 2023).

La linealidad se llevé a cabo midiendo la absorbancia de la solucion de comparacion.
Ademas, se determind la curva de la relacion entre concentracion frente a la absorcion y se
determind la ecuacién de regresion lineal y el coeficiente de correlacion (x) y el coeficiente de la
funcidén de correlacion (Vxo). El coeficiente de la funcion de regresion (VVxo) puede calcularse

mediante la férmula siguiente:

Z(yr—y)?
Tz

_ syfx

Sxo = b {(Ecuacion 1)
Sy /3

Vo = FTHK x 100%
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Donde:

yr: Absorbancia

Sy/x: Desviacion tipica residual

El coeficiente de correlacion se considera bueno si r tiene un valor de > 0,998. El
coeficiente de la funcion de regresion (Vxo) se considera bueno si tiene un valor < 5%.
4.2 Precision

Para medir la precision del método, se trabajaran los sensores sintetizados analogos de
triazinas modificados con los aminoéacidos glicina, valina, fenilalanina y soluciones preparadas de
metales a evaluar, cuyas concentraciones se encuentran dentro del rango de trabajo. Las
concentraciones de estas soluciones se prepararan a partir de la solucion madre certificada de cada
metal. Cada disolucion se utilizé para preparar los complejos metalicos por cuadruplicado. Se
midieron una vez cada una, se calculo el promedio, y la desviacion estandar, s, del grupo de
medidas. Se repitieron los ensayos por triplicado. Se espera que este pardmetro sea mayor cuanto
menor sea la dispersion de los valores obtenidos. Se expresa matematicamente como el coeficiente
de variacién o la desviacion estandar relativa, RSD (por sus siglas en ingles), es expresada en

porcentaje (%CV) y es una relacién entre la desviacion estandar y la media.

%CV = % x100  (Ecuacién 2)

4.3 Limite de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

El limite de deteccion (LOD; por sus siglas en ingles), es la medicion mas pequefia que
puede ser detectada con certeza razonable para un proceso analitico dado. Mientras, el limite de
cuantificacion (LOQ; por sus siglas en ingles), es la concentracion mas baja del analito que puede

ser determinada con un nivel de aceptable de precision de repetitividad y de veracidad (Rao, 2018).
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En consideracion a lo anterior, se prepararan 10 soluciones del blanco del método, independientes
una de la otra. Estas se analizaran segun el método establecido para detectar cada uno de los
metales de estudio. Se mediran una vez cada una, se calculard el promedio, y la desviacion
estandar, S;;, del grupo de medidas. Se repite el ensayo y se obtendra el promedio de los valores
para determinar el LOD y LOQ. La preparacion de los blancos del método se realiza con la medida
Optima de cada sensor analogo de curcumina modificado con los aminoacidos glicina y valina,
determinada en los ensayos preliminares. Finalmente, el calculo de los limites de deteccion y

cuantificacién se obtienen mediante la aplicacidn de las siguientes ecuaciones:

LOD: x; =X, +;(SM (Ecuacion 3)

LOQ'ZEMﬂFlDS{” (Ecuacién 4)

Donde:

bl: es la media de las mediciones del blanco, valor positivo o cero.

Sy,;- s la desviacion estandar de las mediciones del blanco.

k: es un factor numérico elegido de acuerdo con el nivel de confianza.

Es usual aproximar el valor de k = 3 para un intervalo de confianza al 99%

4.6 Veracidad

La evaluacion préactica de la exactitud (veracidad) se basa en la comparacion de la media
de los resultados de un método con relacion a valores conocidos, es decir, la veracidad se determina
contra un valor de referencia. Se dispone de dos técnicas bésicas:

- Verificacion con respecto a los valores de referencia de un material caracterizado y

- Comparacion con otro método caracterizado.
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Para evaluar la veracidad se trabajara con las soluciones de metales a evaluar rotuladas.
Cada solucion de empleara para la evaluacion de los sensores sintetizados, por cuadruplicado y su
cuantificacion segun el método aqui desarrollado. Se miden una vez cada una, se calculara el
promedio, y la desviacion estandar, s, del grupo de medidas. Para cada serie de resultados, se

calcula el sesgo.



