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Resumen

En este trabajo de tesis se evalla la capacidad de una serie de porfirinas sulfonadas para
funcionar como sensores colorimétricos de cadmio y mercurio en disolventes polares, a través
de un método alternativo para la cuantificacion de metales que es accesible y costeable
usando espectroscopia UV-Visible. Adicionalmente, se reporta la sintesis de dos porfirinas
sulfonadas TPP(SOsNa)s y TTP(SOsNa)4, y su evaluacion con acetato de cadmio, donde
ambas presentaron cambios graduales de absorbancia durante los incrementos sucesivos de
concentracion del metal, en los espectros finales se observaron puntos isosbésticos que
confirman las reacciones de metalacion y descartan que solo se lleve a cabo un proceso de
dilucion de la muestra original. El espectro UV-Vis es caracteristico de las porfirinas con una
banda Soret y 4 bandas Q, las cuales se modifican al existir una coordinacion del metal en la
porfirina, presentdndose como un desplazamiento batocrémico de la banda Soret y la pérdida
de dos bandas Q, lo cual es especifico de una conjugacién con el metal en el nucleo de la
porfirina en una proyeccion planar. Tras la comparacién de los espectros de la valoracion por
UV-Vis entre TPP(SOsNa)s-Cd y TTP(SO3sNa)4-Cd, se observa que los espectros obtenidos
con TTP(SOsNa)s presentan un desplazamiento batocrémico de la banda Soret de 416 nm
hasta 431 nm (15 nm diferencia) después de la metalacion, mientras que con TPP(SOsNa)4
el desplazamiento fue de 415 nm hasta 430 nm (15 nm). Se observa un cambio mayor en la
valoracion de TTP(SOsNa)s, por lo que este compuesto se elige para las pruebas con
mercurio, donde se observa que el desplazamiento de la banda Soret fue de 415 nm hasta
425 nm (diferencia 10 nm entre la base libre y el compuesto metalado). La evaluacion de
TTP(SOsNa)s con cadmio y mercurio fue realizada mediante fluorescencia, donde se observa
la disminucion de las sefiales de emisién como resultado de la coordinacion del cadmio o
mercurio. No hay un cambio en desplazamiento, ni se observan puntos isosbésticos en esta
técnica, aunque los coeficientes de correlacion indican cambios casi lineales con valores de
0.9 conforme aumenta la concentracion del metal. Con base en los resultados obtenidos, se

concluye que la porfirina sulfonada sintetizada en este trabajo, TTP(SOsNa)4 puede funcionar



como un excelente sensor colorimétrico para cadmio, destacando su absorcion y el

desplazamiento de la banda de Soret en el espectro de UV-Vis.

Palabras clave: Porfirina, Cadmio, Mercurio, Sulfonadas, Metanol, UV-Vis, Fluorescencia.



Abstract

This project study sulfonated porphyrins as colorimetric sensors of cadmium and mercury in
polar solvents, proposing an accessible and affordable method for the quantification of metals
using UV-Visible spectroscopy. The synthesis of sulfonated porphyrins TPP(SOsNa), and
TTP(SOsNa)s is described, and the evaluation to react with cadmium acetate in both
compounds presented gradual changes in the absorbance when successive increases in
concentration of the metal was done. We observed isosbestic points in the final spectrum that
confirm the metalation reactions and rule out that only a dilution process of the original sample
was carried out. The UV-Vis spectrum is characteristic of porphyrins with a Soret band and
four Q bands. In the metalloporphyrin spectrum a bathochromic shift of the Soret band and
the loss of two Q bands were observed, which is specific of a conjugation of the metal within
the porphyrin nucleus in a planar projection. Analyzing the spectra of the UV-Vis titration
between TPP(SOsNa)s,-Cd and TTP(SOsNa)4-Cd, it was observed that the spectra obtained
with TTP(SOsNa). has a bathochromic shift of the Soret band from 416 nm to 431 nm (15 nm
difference) after metalation, while for TPP(SOsNa)4 the shift was from 415 nm to 430 nm (15
nm). A bigger change is observed in the titration of TTP(SOsNa)., then it was chosen for the
tests with mercury, where it was observed a shift of the Soret band from 416 nm to 426 nm
(10 nm difference between the free base and the metal compound). The evaluation of
TTP(SOsNa)s with cadmium and mercury were carried out with fluorescence spectroscopy,
where the decrease in the emission signals was observed after the addition of cadmium or
mercury. There was no change in displacement and any isosbestic points were observed in
this technique; however, the correlation coefficients indicate almost linear changes with values
of 0.90 when the metal concentration increases. According to the obtained results,
TTP(SO3Na), actsas an excellent colorimetric sensor for cadmium, highlighting its absorption

and the shift of the Soret band in the UV-Vis spectrum.

Keywords: Porphyrin, Cadmium, Mercury, Sulfonated, Methanol, UV-Vis, Fluorescence.



CAPITULO I: ANTECEDENTES

1.1 ¢, Qué es una porfirina?

Las porfirinas son compuestos macrociclicos formados por cuatro pirroles unidos a través de
puentes metino. Tiene una estructura plana con un sistema de electrones T que estan
conjugados y le confieren su caracter aromatico y el color purpura; de hecho, la palabra
porfirina se deriva del griego porphyra, que significa purpura (Milgrom, 1997). Las porfirinas
son excelentes bases de Lewis con una cavidad de coordinacién de 3.7 Armstrong (A) que le
permiten la unién con diferentes iones metalicos, los complejos formados con metales
adoptan geometrias generalmente de tipo plano cuadrado, piramidal u octaédrica
distorsionada, regularmente con constantes de formacion altas que indican la estabilidad de
las metaloporfirinas (Biesaga et al., 2000). Se consideran compuestos anfotéricos, ya que
pueden actuar como acidos y desprotonarse formado un dianién, o como bases aceptando
protones y formando un dication.

Las porfirinas y sus derivados representan una de las familias de compuestos mas
importantes en bioquimica, por ejemplo, como un cofactor hemo de la hemoglobina, los

citocromos, enzimas redox y en el aparato fotosintético de plantas de la clorofila. Figura 1.

—

HyC
0% oo : 2

Protoporfirina Clorofila

Figura 1. Estructura quimica de metaloporfirinas de tipo naturales mas estudiadas (Xahuentitla,
2021).
De acuerdo con la sustitucion del anillo tenemos dos tipos de porfirinas: las sustituidas en las
posiciones - pirrélicas (2, 3, 7, 8, 12, 13, 17 y 18) denominadas posiciones 3 que regularmente
encontramos en la naturaleza y/o en los puentes metino (5, 10, 15 y 20), también llamadas
posiciones meso que regularmente se asocian a las porfirinas sintéticas (Xahuentitla, 2021).

Figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de porfirina no coordinada que indica las

posiciones By meso donde puede ser sustituida (Valicsek and Horvath, 2013).

La estructura quimica de las porfirinas es responsable de propiedades muy caracteristicas

tales como:
v' La banda intensa alrededor de 400 - 700 nm que origina colores de rojos a morados.
v Su débil basicidad.
v' Su facilidad para protonarse formando dicationes.
v' Laflexibilidad para formar enlaces de coordinaciéon con metales y no metales
v' Su capacidad para ajustar y estabilizar el estado de oxidacién del centro metalico.

El caracter hidrofébico, su solubilidad en agua esta directamente relacionada con los

sustituyentes del anillo.

El espectro UV-Vis de las porfirinas libres y metaladas se diferencian por las sefales

asociadas a:

a) Una transicion r-n* debida a la conjugacion del macrociclo, que se presenta como una

banda intensa denominada “banda de Soret”, en la region de ultravioleta cercano, alrededor

de los 400 nm, Figura 3.

b) Las bandas de menor intensidad en la regién del rojo, entre 500 y 700 nm corresponden a

las denominadas bandas Q, las cuales se asocian a una porfirina libre, con la simetria local

del anillo porfirinico Dan Figura 3 (A), cuando la porfirina forma complejos metalicos,

desaparecen dos bandas y la simetria del anillo cambia a D Figura 3 (B). (Milgrom, 1997).
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Figura 3. Espectro de UV-Visible de porfirinas con A) Base libre y B) metaladas (Nasri 2020).

1.2 Sensores quimicos

La IUPAC define a un sensor quimico como “un dispositivo capaz de proporcionar informacion
guimica especifica, formado por un elemento de reconocimiento que esta en contacto directo
con un elemento de transduccién, donde la informacién quimica obtenida del sensor se
convierte en una sefal analitica atil, que permiten la deteccion de diferentes agentes”
(Hulanicki et al., 1991).

Los sensores quimicos se clasifican de acuerdo con la naturaleza de la sefial que se obtiene,
por ejemplo: los sensores electroguimicos, de masa, calorimétricos y 6pticos. Entre ellos, los
sensores colorimétricos u épticos se basan en la absorcién de luz visible. La sefial transmitida
por el sensor como consecuencia de la interaccion con el analito presenta un cambio de color
del sistema que es detectable por el ojo humano, y que puede ser tanto en la intensidad del
tono original o en el cambio de un color a otro (Tancredi, 2011).

La sefial puede ser medida mediante un equipo espectrofotométrico en el rango de UV-Visible
para obtener datos con alta precision y confiabilidad. En el campo de la Quimica Analitica, el
desarrollo de sensores quimicos ha sido objeto de investigacién debido a sus aplicaciones en
diversas areas, algunos ejemplos son: el monitoreo ambiental, diagnostico médico, el control
de calidad en la industria, la seguridad alimentaria, etc.

En las ultimas décadas las porfirinas han surgido como una clase de sensores quimicos
colorimétricos, que mediante el uso de interacciones supramoleculares o formaciones de

enlaces covalentes entre el analito y la porfirina se han utilizado para detectar compuestos
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organicos volatiles, especies reactivas de oxigeno, productos quimicos industriales toxicos,
iones metdlicos, explosivos, patdgenos, etc. (Norvaisa et al., 2020).

Especificamente, se ha desarrollado la construccion de materiales a base de porfirina para la
deteccién de iones metélicos aprovechando sus caracteristicas como cromoéforo y molécula
organica fluorescente. Las porfirinas y las metaloporfirinas se pueden disefiar introduciendo
grupos funcionales para modificar el anillo y conectar otras moléculas, de modo que puedan
usarse incluso como sonda fluorescente para detectar iones metélicos. También pueden
participar en el disefio de otros materiales, como membranas compuestas, complejos
metdlicos, materiales de estructura organometalica, grafeno y otros materiales (Qi et al.,

2020).

1.3 Metales pesados

Los metales pesados son considerados segun la tabla periédica como elementos quimicos
de alta densidad (mayor a 4 g/cm?®), masa y peso atémico por encima de 20 uma y son toxicos
en baja concentraciones, su clasificacion se basa en el peso molecular, el nGmero atémico o
en propiedades fisicas relacionadas. Se dividen en 3 clases de acuerdo con su reactividad
con otros elementos:

Clase A: Son los que reaccionan mas con el oxigeno como el Al, Ca, Sr, Bay La.

Clase B: Reaccionan mas con el azufre como el Cu (I), Hg y Ag.

Clase C: son los metales con afinidad intermedia como Fe, Co, Ni, Zn, As, Cd, Pb 'y Cu (ll).
Algunos metales pesados son esenciales para el funcionamiento de los organismos Vvivos,
requiriéndolos en pequefias concentraciones, pero se vuelven tdxicos cuando se encuentran
en concentraciones elevadas o se modifica su forma quimica. Los metales pesados estan en
la naturaleza formando residuos quimicos que usualmente se producen en fabricas, o por
procesos de refinamiento como se ha visto con el petréleo, donde se han encontrado metales
como: aluminio (Al), berilio (Be), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), cadmio (Cd),

mercurio (Hg) y plomo (Pb), entre otros (S. E. Pabodn et al., 2020).
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Actualmente, uno de los mayores problemas a nivel ambiental es la contaminacién de las
fuentes de agua por metales pesados, siendo un serio problema para los habitantes del
ecosistema contaminado, y los individuos que consumen esa agua o tienen contacto con ella.
El origen de la contaminacion del agua con los metales pesados es variado; pero se puede
unificar en tres areas: origen fisico, quimico o biolégico. Con base en estos puntos, la
actividad humana es una las principales causas de contaminacién de metales pesados del
agua, con el inadecuado proceso de desecho de productos quimicos y/o residuos domésticos,
la descarga de desechos en rios o lagos, los vertimientos de los desechos industriales y
mineros y los residuos de plaguicidas, entre otros aspectos, ((S. E. Pabon et al., 2020).Al ser
tan variadas las fuentes de contaminacién, se hace necesario un método rapido y sencillo
para detectar metales con alta precision, en sistemas donde no deberian de estar presentes
o donde los limites permisibles sean superados.

Si bien las porfirinas resultan ser un croméforo que coordina facilmente metales, la mayoria
de ellas son insolubles en agua, lo que limita su aplicacién en el analisis y la deteccion de
iones metdlicos. Sin embargo, actualmente las porfirinas catiénicas solubles en agua pueden
obtenerse por la protonacion de grupos piridilo y grupos de aminoacidos en porfirinas; o bien,
grupos sulfonato pueden introducirse al anillo porfirinico a través de la reaccion de
sulfonacion, como los compuestos utilizados en esta tesis, por lo tanto, es posible mejorar la
solubilidad en sistemas acuosos y aumentar la selectividad iénica de las porfirinas mediante
la modificacion de sus grupos funcionales. (Qi et al., 2020) Por ejemplo, se han descrito que
los anillos de piridina, pirrol y pirazol que contienen grupos NH se pueden utilizar como sitios
de coordinacion para iones metalicos, por lo tanto, estas moléculas se introducen a menudo
como grupo funcional en las porfirinas. Asi, se han desarrollado sensores para detectar iones
metalicos; por ejemplo, se ha utilizado 5,10,15,20-tetrakis (N-metil-4-piridil) tetracloruro de
porfirina catiénico, como sensor éptico que podria detectar simultdneamente Hg?*, Pb?*, Cu?*
y Cd?* mediante estudios de espectroscopia UV-Vis, donde se observa que el Cu?* esta unido
principalmente al centro de la porfirina, al anillo, mientras que Pb?*, Hg?* y Cd?* no ingresan

directamente al centro de la porfirina debido al gran tamafio de sus radios ionicos, sin
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embargo esto no le impide generar interacciones quimicas las cuales le permitan atrapar a

otros iones metalicos de interés. (Qi et al., 2020).

1.4 Efecto de los metales sobre la salud

Los riesgos a la salud que se generan por metales toxicos varian dependiendo de las

concentraciones en ciertos medios y la duracién de exposicion, aunque en cantidades bajas

algunos pueden ser peligrosos, se ha visto que con la mayoria una exposicién prolongada o

cronica puede causar problemas de salud, como lo son:

a)

b)

d)

Nefrotoxicidad: se produce usualmente por cadmio y los sintomas que presenta
pueden ser glucosuria, sindrome de Fanconi, fosfaturia y aminoaciduria. La nefropatia
aguda por plomo causa disfuncién tubular proximal, la cronica por plomo se puede
caracterizar por hiperplasia, fibrosis intersticial, atrofia de los tubulos, insuficiencia
renal y glomerulonefritis. EI mercurio causa necrosis tubular aguda.
Carcinogenicidad: puede producirse por el arsénico provocando alteraciones
epigenéticas, dafio al ADN, cambios en la expresion de la proteina p53,
modificaciones de histonas, metilacién del ADN y reduccion de la expresion de p21.
El plomo dafia el mecanismo de reparacion del ADN, los genes reguladores de
tumores celulares y la estructura y secuencia cromosémica al liberar especies
reactivas de oxigeno interrumpe la transcripcion al desplazar el zinc de ciertas
proteinas reguladoras. La actividad peroxidativa del mercurio genera una cantidad
significativa de especies reactivas de oxigeno.

Hepatotoxicidad: el cadmio tiene dos tejidos diana humanos: la corteza renal y el
higado; durante la exposicion aguda, se acumula en el higado y esta relacionado con
una variedad de disfunciones hepéticas. El cadmio cambia el balance redox celular,
resultando en estrés oxidativo y dafio hepatocelular.

Toxicidad inmunoldgica: el plomo provoca respuestas inmunitarias, como un aumento

de las alergias, las enfermedades infecciosas y la autoinmunidad, asi como, cancer.
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f)
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Toxicidad cardiovascular: la exposicion crdnica al plomo puede causar arteriosclerosis
e hipertension.
Toxicidad cutdnea: el arsénico promueve enfermedades de la piel, como

hiperqueratosis, hiperpigmentacion y varios tipos de cancer de piel.

1.5 Técnicas analiticas para la determinacion de metales

La cuantificacibn de metales es importante debido a la alta contaminacién en el medio

ambiente, por lo que encontrar métodos o técnicas de andlisis que permitan detectar de forma

adecuada bajos niveles de concentracion de un metal en el agua es esencial para monitorear

los niveles de contaminacién de recursos hidricos. Actualmente, los métodos que se ocupan

para detectar metales bajo normatividad son: (S. E. Pabdn et al., 2020).

A)

B)

Espectrometria de Absorcion Atémica. La norma NMX-AA-051-SCFI-2001, también
conocida como "Andlisis de agua - Determinacion de metales por absorcién atémica
en muestras de agua - Método de prueba", es una norma mexicana gque establece los
procedimientos y requisitos para la medicion de metales en muestras de agua
utilizando la técnica de absorcion atdmica. El método para la medicién de metales por
espectrofotometria de absorcién atbmica en aguas naturales, potables, residuales y
residuales tratadas se basa en la generacion de atomos en estado basal y en la
medicion de la cantidad de energia absorbida por éstos, la cual es directamente
proporcional a la concentracion de ese elemento en la muestra analizada. Se emplea
un equipo capaz de generar &tomos en estado basal de acuerdo con un sistema de
alta temperatura (flama y horno de grafito) o una reaccién quimica (generador de
hidruros o vapor frio) para atomizar la muestra y lograr la absorcién de energia por
parte de los &tomos generados. La norma NMX-AA-051-SCFI-2001 es utilizada en
México y su cumplimiento garantiza la calidad y confiabilidad de los resultados
obtenidos

Espectrometria de plasma de acoplamiento inductivo. Esta técnica suele ir de la mano

con otros métodos como lo son la espectrometria de masas o la espectroscopia de
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emision optica, entre otros, donde el plasma permite el andlisis de los analitos que son
ionizados en la flama para asegurar su correcta cuantificacion.

C) Técnicas fotométricas o electroquimicas. La prueba fotométrica consiste en hacer
reaccionar los metales en el medio con un agente como la ditizona, para someter el
complejo formado a un andlisis con una longitud de onda determinada para cuantificar
la concentracién del metal en la muestra analizada (S. E. Pabon et al., 2020).

Como se describe en la parte superior, los métodos son variados y solo uno es reconocido
por la norma mexicana para la determinacién de metales, por lo que la busqueda de métodos
selectivos, de mayor precision y faciles de trabajar continta siendo constantemente buscando

combatir la problematica de contaminacion.

CAPITULO IIl: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el crecimiento de las tecnologias modernas, una gran variedad de metales forma
parte de productos como enseres domésticos, computadoras, equipos electrénicos vy
baterias. Aunque estos metales son esenciales para el proceso de fabricacion de estos
productos, esta bien establecido que pueden plantear graves peligros para los seres
humanos, la salud y el medio ambiente una vez que dejan de ser (tiles y son desechados.
Por lo tanto, han habido varios intentos de reducir, reciclar o reutilizar los metales para evitar
crear un desperdicio excesivo, aunque los tiraderos de basura ya contienen una gran
cantidad de estos productos que se filtran a los mantos acuiferos, por lo que detectar y
cuantificar estos metales en nuestro entorno ambiental, por ejemplo, mantos acuiferos
campos de riego o cualquier lugar donde se localice la fuente de contaminacion, seria
beneficioso y daria oportunidad de tomar decisiones de forma rapida (Flores, 2023).

Impulsado por el problema antes mencionado, el desarrollo de metodologias que cualifiquen
y cuantifiquen metales pesados con un enfoque en lecturas simples como cambios
colorimétricos (a simple vista) o medicién de absorbancia, son importantes para el desarrollo
de la determinacion de los metales ya presentes como contaminantes en la tierra y funcionan

acompafando a los métodos usados por la normatividad.
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2.1 Justificacién

La contaminacion por metales pesados se ha considerado muy peligrosa, debido a que estos
compuestos no son biodegradables y muchos de ellos no pueden ser metabolizados por el
organismo, aungue son necesarios en bajas concentraciones para realizar diferentes
procesos fisioldgicos, se acumulan mas rapido de lo que se eliminan del organismo, el
consumo de alimentos y agua potable son las principales vias de exposicién para el ser
humano. En la actualidad se ha buscado diferentes métodos para la deteccion de metales
pesados, los cuales cuenten con una gran sensibilidad debido a que las concentraciones
toxicas para el organismo son muy bajas, se han desarrollado sensores de tipo molecular
hasta equipos sofisticados, como por ejemplo el uso de métodos como la espectroscopia de
absorcién atomica, que se menciona en la NMX-AA-051-SCFI-2016 Analisis de agua. -
medicion de metales por absorcion atbmica en aguas naturales, potables, residuales y
residuales tratadas- método de prueba. Este equipo cuenta con una gran sensibilidad la cual
nos permite detectar concentraciones en ppm, sin embargo, aunque se obtienen resultados
satisfactorios con este método, se requieren instrumentos sofisticados, operadores altamente
calificados, el costo del equipo es muy elevado por lo que las probabilidades de que un
laboratorio cuente con el equipo son bajas, por lo que se considera poco Util en ensayos de
campo en los que los recursos son limitados.

Con la finalidad de encontrar una alternativa costeable y disponible para la deteccion de
metales pesados, se pretende demostrar el funcionamiento de las porfirinas como sensores
colorimétricos de estos elementos, modificando a la porfirina para que cumpla dicha funcién,
aprovechando que debido a sus caracteristicas estructurales tienen una gran afinidad por los
metales y muestran bandas intensas en los espectros de la zona del visible. Se plantea que
este método serd costeable y de rdpida deteccion, ya que se acortard el tiempo de obtencién

de datos usando colorimetria, fluorescencia o UV-Visible.
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2.2 Hipotesis

2.2.1 Trabajo H1
Las porfirinas sulfonadas funcionan como sensores colorimétricos para la deteccion de

metales pesados como cadmio y mercurio.

2.2.2 Nula HO
Las porfirinas sulfonadas no funcionan como sensor colorimetro, al no coordinarse con

metales no hay cambios observables.

2.3 Objetivos

2.3.1 General
Evaluar la actividad de las porfirinas sulfonadas como sensores colorimétricos para la

deteccién de metales pesados.

2.3.2 Especificos

Sintetizar TPP(SO3Na)s y TTP(SOsNa)4 para incrementar la solubilidad en disolventes

polares.

e Realizar la valoracion espectrofotométrica de las porfirinas sulfonadas con
disoluciones de cationes de cadmio y mercurio.

e Valorar por fluorescencia los complejos de las porfirinas sulfonadas con disoluciones
de cationes de cadmio y mercurio.

o Determinar la longitud de onda adecuada para el estudio de los complejos mediante

curvas de absorbancia vs concentracion

CAPITULO lIl: METODOLOGIA

3.1 Disolventes y Reactivos

Los reactivos utilizados son de la marca Sigma Aldrich y no se realizé ningln proceso de

purificacién previo a su uso.
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Disolventes: Etanol absoluto, metanol grado técnico, acetona 99.5%, diclorometano. 99.5%,
cloroformo deuterado y dimetilsulfoxido deuterado.
Reactivos: Acido propionico 99.5%, p-toluenaldehido 98%, benzaldehido 99.5%, pirrol 98%,

acido sulfdrico concentrado 38%, hidroxido de sodio, acetato de cadmio, acetato de mercurio.

3.2 Instrumentacioén

Para realizar el analisis se emplearon los siguientes instrumentos:

a) Balanza analitica Symmetry, modelo PA220 (capacidad de 220g X 0.00019).

b) Espectrofotometro Cary-50 Conc Varian, las celdas utilizadas son de cuarzo de 1 cm.

c) Espectrofotometro Infrarrojo FT-IR Digilab, modelo Scmitar FT-IR. Utilizando pastillas
de KBr.

d) Fluorimetro Vernier. Modelo SpectroVis Plus; Software: Logger Pro. Version:3.8.5.
Las celdas utilizadas son de cuarzo de 1 cm con las cuatro ventanas transparentes.

e) Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker 500 MHz. Usando

disolventes deuterados de acuerdo con la solubilidad de la muestra.

3.3 Sintesis de porfirinas

3.3.1 Sintesis de 5,10,15,20-Tetrafenilporfirina (TPP)

En un matraz de bola de 100 mL se adicionan 10 mL de &acido propiénico, 0.3 mL de pirrol
(4.3 mmol) y 0.4 mL de benzaldehido (3.92 mmol), grado reactivo. La reaccion se coloca en
un sistema de reflujo a 140 °C y en agitacion constante por 30 minutos, la mezcla final se deja
en reposo por 24 horas a temperatura ambiente hasta la formacidén de un precipitado color
morado. Se filtra al vacio con papel filtro Whatman no.1 y se lava con metanol. Posteriormente
se purifica por recristalizacion, disolviendo el filtrado en diclorometano:metanol 1:1 hasta la

obtencién de cristales de color morado. Figura 4.
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Rendimiento: 0.1948 g (8.08%). UV-Vis (metanol) [(A) nm/Abs relativa] 417/0.79;
515/0.028; 548/0.01; 590/0.005; 646/0.003. IR (KBr, cm™) 3316 (d); 3053 (d); 3022 (d); 1595

(d); 1558 (d); 1472 (m); 1441 (m). PM: 614.75 g/mol. Punto de fusién: >300°C.
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Figura 4. Esquema representativo de la sintesis de TPP.

3.3.2 Sintesis de 5,10,15,20-Tetratoluenporfirina (TTP)

En un matraz de bola de 100 mL se adicionan 10 mL de acido propi6nico, 0.25 mL de pirrol
(3.6 mmol) y 0.4 mL de p-Toluenaldehido (3.4 mmol), grado reactivo. La reaccién se coloca
en un sistema de reflujo a 140 °C y en agitacion constante por 30 minutos, la mezcla final se
deja en reposo por 24 horas a temperatura ambiente hasta la formacién de un precipitado
color morado. Se filtra al vacio con papel filtro Whatman no.1 y se lava con metanol.
Posteriormente se  purifica por recristalizacion, disolviendo el filtrado en
diclorometano:metanol 1:1 hasta la obtencion de cristales de color morado. Figura 5.

Rendimiento: 0.1827 g (8%). UV-Vis (metanol) [(A) nm/Abs relativa] 419/0.811,;
516/0.028; 552/0.014; 592/0.007; 648/0.009. IR (KBr, cm™). 3055 (d); 3024 (d); 3318 (f);

2924 (d); 2851 (d); 1639 (d); 1597 (m); 1474 (m); 1443 (m). 670.8 g/mol. Punto de fusion:

>300°C.
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Figura 5 Esquema representativo de la sintesis de TTP.

3.3.3 Sintesis de 5,10,15,20-Tetrakis(4’-sulfonatofenil) porfirina TPP(SOsNa)4

En un matraz de bola de 100 mL se adicionan 2.5 mL de &cido sulftrico concentrado y 0.163
g (0.126 mmol) de TPP, a reflujo a 140 °C y agitacion constante por 4 horas. Una vez terminada
la reaccion se deja enfriar y se coloca en un bafio de agua con hielo hasta alcanzar 0 °C,
posteriormente se agregan lentamente 12.5 mL de agua desionizada a la mezcla.
PRECAUCION: la reaccion es exotérmica y puede causar salpicaduras de acido. Por lo tanto,
es necesario disminuir significativamente la temperatura de la mezcla de reaccion.

Una vez fria la mezcla de reaccion se neutraliza con una disolucion 10 M de NaOH hasta
llegar a pH 10, o en su defecto hasta observar el cambio de coloracion de verde a rosa. Se
elimina del crudo de reaccidn el agua por evaporacion y posteriormente se agrega metanol
para disolver el crudo de reaccion. Se filtra el solido insoluble y se lava con metanol.
Adicionalmente, las aguas madres se evaporan para obtener el producto TPP(SO3zNa)s como
un soélido morado, que se purifica por recristalizacion en una mezcla diclorometano:metanol
1:1. Figura 6.

Rendimiento: 0.2256 g (137.9%). UV-Vis (metanol) [(A) nm/Abs relativa] 413/0.64,
512/0.028; 548/0.013; 587/0.009; 642/0.006. IR (KBr, cm™). 1651 (m): 1188 (m). PM:1022.91

g/mol. Punto de fusién: >300°C.
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Figura 6. Esquema representativo de la sintesis de TPP(SO3Na)a.
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3.3.4 Sintesis de 5,10,15,20-Tetrakis(4’-sulfonatotoluen) porfirina TTP(SOsNa)4

En un matraz de bola de 100 mL se adicionan 2.5 mL de acido sulfarico concentrado, 0.172g
(0.16mmol) de TTP, a reflujo a 140 °C y agitacion constante por 4 horas. Una vez terminada
la reaccion se deja enfriar y se coloca en un bafio de agua con hielo hasta alcanzar 0 °C,
posteriormente se agregan lentamente 12.5 mL de agua desionizada a la mezcla.
PRECAUCION: la reaccion es exotérmica y puede causar salpicaduras de &cido. Por lo tanto,
es necesario disminuir significativamente la temperatura de la mezcla de reaccion.

Una vez fria la mezcla de reaccion se neutraliza con una disolucién 10 M de NaOH hasta
llegar a pH 10, o en su defecto hasta observar el cambio de coloracion de verde a rosa. Se
elimina del crudo de reaccion el agua por evaporacion y posteriormente se agrega metanol
para disolver el crudo de reaccion. Se filtra el sélido insoluble y se lava con metanol.
Adicionalmente, las aguas madres se evaporan para obtener el producto TPP(SO3sNa)s como
un sélido morado, que se purifica por recristalizacion en una mezcla diclorometano:metanol
1:1. Figura 7.

Rendimiento: 0.2689 g (156.3%). UV-Vis(metanol) [(A) nm/Abs relativa] 415/0.987;
518/0.055; 557/0.049; 623/0.019; 635/0.021. IR (KBr, cm™) 2924 (d); 2855 (d); 1632 (m);

1184 (m). PM :1079.05g/mol. Punto de fusion: >300°C
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Figura 7. Esquema representativo de la sintesis de TTP(SOzNa)a.
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3.4 Caracterizacién de porfirinas

3.4.1 Caracterizaciéon por espectroscopia infrarroja FTIR

Se prepararon las muestras en pastillas con KBr seco, todos los espectros se obtuvieron en

un espectrofotometro Infrarrojo FT-IR Digilab, modelo Scmitar FT-IR a temperatura ambiente.

3.4.2 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear *H

Todos los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker de 500 MHz, las mediciones
se realizaron a temperatura ambiente. Los disolventes deuterados utilizados para los analisis
fueron CDCI; para TPP y TTP y DMSO-d® para TPP(SOzNa), y TTP(SOsNa)4 de la marca

Aldrich.

3.5 Métodos de cuantificacion para la actividad de las porfirinas sulfonadas como

sensores colorimétricos para la deteccion de metales pesados

La cuantificacion se realizé través de valoraciones por espectrofotométrica UV-Vis vy

fluorescencia, a continuacion, se describen los procedimientos para cada uno.

3.5.1 Valoracion de TPP(SOsNa)s con acetato de cadmio por UV-Vis

La valoracion de TPP(SOsNa). con acetato de cadmio por UV-Vis, se lleva a cabo preparando
las siguientes disoluciones madre:

Disolucion de TPP(SO3sNa).: se pesan 0.0020 g de TPP(SOsNa)4 y se disuelven en 10 mL
de metanol, posteriormente se trasvasan a un matraz de aforacion de 50 mL, se realizan 3
lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que contenia a la porfirina, se
adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL, obteniéndose una disolucion de
concentracion 3.91x10° M.

De la disolucién madre de TPP(SOsNa).s se toma una alicuota de 4.35 mL, se coloca en un

matraz aforado de 50 mL, y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion3.404 x10 M.
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Disolucién de acetato de cadmio: se pesan 0.005 g de acetato de cadmio y se disuelven
en 10 mL de metanol, posteriormente se trasvasaron a un matraz de aforacioén a volumen
final de 50 mL, se realizan 3 lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que
contenia el acetato de cadmio, se adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL,
obteniéndose una disolucién de concentracion 4.34x10* M.

De la disolucion madre de acetato de cadmio se toma una alicuota de 0.39 mL, se coloca en

un matraz aforado de 25 mL y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 6.8x10° M.

El seguimiento de la valoracion se lleva a cabo en una celda de cuarzo en la que se colocan
2 mL de la disoluciéon de TPP(SOsNa)4 (6.8x10° mmol). Se mide en el espectrofotémetro,
Cary 50 CONC, posteriormente se inicia con las adiciones de acetato de cadmio, hasta
alcanzar el punto de equivalencia con la adicién de un mililitro total (6.80x10° mmol), como
se observa en la Tabla 1, entre cada adicion, se realizaron las lecturas correspondientes en

el espectrofotdbmetro.

Tabla 1. Milimoles agregado de acetato de cadmio por cada 0.1 mL en TPP(SOsNa)4

Acetato de cadmio (6.8x10° M) mmoles

(mL) agregados
0.1 6.80x10”7
0.2 1.36x10°
0.3 2.04x10°
0.4 2.72x10°
0.5 3.40x10°
0.6 4.08x10°
0.7 4.76x10°
0.8 5.44x10°
0.9 6.12x10°

1 6.80x10°
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3.5.2 Valoracién de TTP(SOsNa)4 con acetato de cadmio por UV-Vis

La valoracién de TTP(SOsNa)s con acetato de cadmio por UV-Vis, se lleva a cabo preparando
las siguientes disoluciones madre:

Disolucion de TTP(SOsNa)s: se pesan 0.0010 g de TTP(SOsNa)s y se disuelven en 10 mL
de metanol, posteriormente se trasvasan a un matraz de aforaciéon de 50 mL, se realizan 3
lavados méas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que contenia a la porfirina, se
adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL, obteniéndose una disolucién de
concentracion 1.853x10° M.

De la disolucion madre de TTP(SOsNa), se toma una alicuota de 9.18 mL, se coloca en un

matraz aforado de 50 mL, y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 3.404 x10° M.

Disoluciéon de acetato de cadmio: se pesan 0.005 g de acetato de cadmio y se disuelven
en 10 mL de metanol, posteriormente se trasvasaron a un matraz de aforacién a volumen
final de 50 mL, se realizan 3 lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que
contenia el acetato de cadmio, se adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL,
obteniéndose una disolucién de concentracion 4.34x10“ M.

De la disolucion madre de acetato de cadmio se toma una alicuota de 0.39 mL, se coloca en

un matraz aforado de 25 mL y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 6.8x10° M.

El seguimiento de la valoracion se lleva a cabo en una celda de cuarzo en la que se colocan
2 mL de la disoluciéon de TTP(SOzNa)s (6.8x10° mmol). Se mide en el espectrofotémetro,
Cary 50 CONC, posteriormente se inicia con las adiciones de acetato de cadmio, hasta
alcanzar el punto de equivalencia con la adicién de un mililitro total (6.80x10° mmol), como
se observa en la Tabla 2, entre cada adicion, se realizaron las lecturas correspondientes en

el espectrofotdbmetro.
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Tabla 2. Milimoles agregado de acetato de Cadmio por cada 0.1 mL en TTP(SOszNa)4

Acetato de cadmio (6.8x10° M) mmoles

(mL) agregados
0.1 6.80x107
0.2 1.36x10°
0.3 2.04x10°
0.4 2.72x10°
0.5 3.40x10°®
0.6 4.08x10®
0.7 4.76x10°
0.8 5.44x10°®
0.9 6.12x10°

1 6.80x10°

3.5.3 Valoracion de TTP(SOsNa)s con acetato de mercurio por UV-Vis

La valoracion de TTP(SOsNa). con acetato de mercurio por UV-Vis, se lleva a cabo
preparando las siguientes disoluciones madre:

Disolucion de TTP(SOsNa)4: se pesan 0.0010 g de TTP(SOsNa)s y se disuelven en 10 mL
de metanol, posteriormente se trasvasan a un matraz de aforaciéon de 50 mL, se realizan 3
lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que contenia a la porfirina, se
adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL, obteniéndose una disolucién de
concentracion 1.853x10° M.

De la disolucién madre de TTP(SOsNa)s se toma una alicuota de 9.18 mL, se coloca en un

matraz aforado de 50 mL, y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 3.404 x10° M.

Disolucion de acetato de mercurio: se pesan 0.0175 g de acetato de mercurio y se

disuelven en 3 mL de metanol, posteriormente se trasvasaron a un matraz de aforacién a
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volumen final de 10 mL, se realizan 2 lavados mas con volimenes de 3 mL metanol al vaso
gue contenia el acetato de mercurio, se adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50
mL, obteniéndose una disolucién de concentracion 5.491x10° M.

De la disolucién madre de acetato de mercurio se toma una alicuota de 0.012 mL, se coloca
en un matraz aforado de 10 mL y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 6.8x10°

M.

El seguimiento de la valoracion se lleva a cabo en una celda de cuarzo en la que se colocan
2 mL de la disolucion de TTP(SOzNa)s (6.8x10°® mmol). Se mide en el espectrofotémetro,
Cary 50 CONC, posteriormente se inicia con las adiciones de acetato de mercurio, hasta
alcanzar el punto de equivalencia con la adiciéon de un mililitro total (6.80x10® mmol), como
se observa en la Tabla 3, entre cada adicion, se realizaron las lecturas correspondientes en
el espectrofotometro.

Tabla 3. Milimoles agregado de acetato de mercurio por cada 0.1 mL en TTP(SOzNa)4

Acetato de mercurio (6.8x10° M) mmoles

(mL) agregados.
0.1 6.80x107
0.2 1.36x10°
0.3 2.04x10°
0.4 2.72x10°
0.5 3.40x10°®
0.6 4.08x10°
0.7 4.76x10C
0.8 5.44x10°
0.9 6.12x10°

1 6.80x10°
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3.6 Curva de calibracion en fluorescencia

3.6.1 Valoracion por fluorescencia de TTP(SOsNa)s con acetato de cadmio

La valoracién de TTP(SOsNa)s con acetato de cadmio por fluorescencia, se lleva a cabo
preparando las siguientes disoluciones madre:

Disolucion de TTP(SOsNa)s: se pesan 0.0010 g de TTP(SOsNa)s y se disuelven en 10 mL
de metanol, posteriormente se trasvasan a un matraz de aforaciéon de 50 mL, se realizan 3
lavados méas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que contenia a la porfirina, se
adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL, obteniéndose una disolucién de
concentracion 1.853x10° M.

De la disolucion madre de TTP(SOsNa), se toma una alicuota de 9.18 mL, se coloca en un

matraz aforado de 50 mL, y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 3.404 x10° M.

Disoluciéon de acetato de cadmio: se pesan 0.005 g de acetato de cadmio y se disuelven
en 10 mL de metanol, posteriormente se trasvasaron a un matraz de aforacién a volumen
final de 50 mL, se realizan 3 lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que
contenia el acetato de cadmio, se adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL,
obteniéndose una disolucién de concentracion 4.34x10“ M.

De la disolucién madre de acetato de cadmio se toma una alicuota de 0.39 mL, se coloca en

un matraz aforado de 25 mL y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 6.8x10° M.

El seguimiento de la valoracion se lleva a cabo en una celda de cuarzo en la que se colocan
2 mL de la disolucién de TTP(SOsNa)4 (6.8x10° mmol). Se mide en el fluorimetro Vernier,
posteriormente se inicia con las adiciones de acetato de cadmio, hasta alcanzar el punto de
equivalencia con la adicién de un mililitro total (6.80x10° mmol), como se observa en la Tabla

4, entre cada adicion, se realizaron las lecturas correspondientes en el fluorimetro.
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Tabla 4. Milimoles agregado de acetato de cadmio por cada 0.1 mL para TTP(SO3zNa)4

Acetato de cadmio (6.8x10° M) mmoles

(mL) agregados
0.1 6.80x107
0.2 1.36x10°
0.3 2.04x10°
0.4 2.72x10°
0.5 3.40x10°®
0.6 4.08x10°C
0.7 4.76x10°
0.8 5.44x10°°
0.9 6.12x10°

1 6.80x10°

3.6.2 Valoracion por fluorescencia de TTP(SOsNa)s con acetato de mercurio

La valoracion de TTP(SOsNa)s con acetato de mercurio por UV-Vis, se lleva a cabo
preparando las siguientes disoluciones madre:

Disolucion de TTP(SOsNa)4: se pesan 0.0010 g de TTP(SOsNa)s y se disuelven en 10 mL
de metanol, posteriormente se trasvasan a un matraz de aforaciéon de 50 mL, se realizan 3
lavados mas con volimenes de 10 mL metanol al vaso que contenia a la porfirina, se
adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50 mL, obteniéndose una disolucién de
concentracion 1.853x10° M.

De la disolucién madre de TTP(SOsNa)s se toma una alicuota de 9.18 mL, se coloca en un

matraz aforado de 50 mL, y se lleva al enrace, obteniendo una concentracion 3.404 x10° M.

Disolucion de acetato de mercurio: se pesan 0.0175 g de acetato de mercurio y se
disuelven en 3 mL de metanol, posteriormente se trasvasaron a un matraz de aforacion a

volumen final de 10 mL, se realizan 2 lavados mas con volimenes de 3 mL metanol al vaso
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gue contenia el acetato de mercurio, se adicionan al matraz y se lleva a volumen final de 50
mL, obteniéndose una disolucién de concentracién 5.491x103 M.

De la disolucién madre de acetato de mercurio se toma una alicuota de 0.012 mL, se coloca
en un matraz aforado de 10 mL y se lleva al enrace, obteniendo una concentraciéon 6.8x10°
M.

El seguimiento de la valoracion se lleva a cabo en una celda de cuarzo en la que se colocan
2 mL de la disoluciéon de TTP(SOsNa)4 (6.8x10° mmol). Se mide en el fluorimetro Vernier,
posteriormente se inicia con las adiciones de acetato de mercurio, hasta alcanzar el punto de
equivalencia con la adicién de un mililitro total (6.80x10® mmol), como se observa en la Tabla

4, entre cada adicion, se realizaron las lecturas correspondientes en el fluorimetro.

Tabla 5. Milimoles agregados de acetato de mercurio por cada 0.1 mL para TTP(SOsNa)a.

Acetato de mercurio (6.8x10° M) Mmoles
(mL) agregados
0.1 6.80x107
0.2 1.36x10°
0.3 2.04x106
0.4 2.72x10°

0.5 3.4x10°®
0.6 4.08x10°
0.7 4.76x10°
0.8 5.44x10°
0.9 6.12x10°
1 6.80x10°
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Sintesis

La sintesis de TPP y TTP se llevé a cabo con un ligero exceso de pirrol, debido a que el pirrol
no fue destilado previamente y la implementacién de reactivos mas economicos obteniendo
los productos esperados en rendimientos por debajo del 10 %, similares a los reportados para
la mayoria de las porfirinas que utilizan el método de Adler (Adler 1964, Sruti et al., 2021). Si
bien los rendimientos son bajos, las porfirinas son un producto de valor agregado; ya que el
propésito de este trabajo no tiene como enfoque buscar la técnica que nos proporcione

mejores rendimientos.

Para la sintesis de las porfirinas sulfonadas se modifico ligeramente la técnica de sintesis
reportada por Prabal et al. (2017). Trascurridas las 4 horas de calentamiento, la reaccién fue
enfriada a 0 °C con un bafio de agua con hielo, se agregd agua destilada directamente en el
matraz de bola, se neutralizé el excedente de acido adicionando NaOH 10 M, hasta que se
observé una coloracion color rosa, la mezcla se dejé evaporar a temperatura ambiente, el
sélido obtenido se lavd con metanol y se filtr6 al vacio. Los productos obtenidos fueron
caracterizados por la espectroscopia UV-Visible, fluorescencia, FTIR y RMN-H evidenciando
la formacion de TPP(SOsNa)s y TTP(SOsNa)a.

Se calcularon rendimientos para TTP(SOsNa). y TPP(SOsNa). arriba del 100%, lo que
sugiere remanentes de subproductos de la reaccion con NaOH, se trat6 de eliminarlos con
lavados de metanol y filtrando al vacio y ademas de purificacién por cristalizacién en un
sistema diclorometano:metanol 1:1; sin embargo, no fue posible eliminar en su totalidad el
hidréxido de sodio usado durante la reaccidén de neutralizacion, debido a que las porfirinas
sulfonadas y en NaOH presentan solubilidad semejante, sin embargo, se considera que con
la pureza lograda de la porfirina sulfonada es posible realizar estudios preliminares en UV-

Vis y fluorescencia.
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4.2 Espectros UV-Vis de las porfirinas

Los espectros UV-Visible de las porfirinas presentaron el patron caracteristico de la simetria
de la molécula, una banda de Soret en la zona de 390-450 nm debida a las transiciones t—n*
del anillo porfirinico y cuatro bandas (Q) en la zona de 500-700 nm que corresponden a las
transiciones de los enlaces n—n* y n—n* de los sustituyentes en la periferia tal y como se
reporta en la literatura (Milgrom 1997), en el espectro 1; se observan las porfirinas TTP (rojo)
y TPP (azul), entre ambos compuestos se observa un ligero desplazamiento batocrémico de
la banda Soret, en TTP debido al sustituyente metilo del anillo aromético, la medicién se llevé
a cabo en diclorometano a 25°C en el espectrofotémetro Cary-50 Conc Varian. En la Tabla 6
se comparan las bandas observadas y con las bandas de las porfirinas reportados
previamente en la literatura observandose que las absorbancias maximas se presentan a

longitud de onda similares.

0.7935
0.6935
0.5935

0.4935

Abs.

0.3935

0.2935

0.1935

0.0935

350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

-0.0065

Espectro 1. Comparacion de los espectros UV-Vis de los compuestos TPP y TTP.



Tabla 6. Comparacién del comportamiento espectral de TPP & TTP versus las reportadas.
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Compuesto Soret Bandas Q
(A)nm/abs. (AM)nm/abs.
Soret A B I é
TPP 417/0.79 515/0.028 548/0.01 590/0.005 646/0.003
TTP 419/0.811 516/0.028 552/0.014 592/0.007 648/0.009
TPP (Martinez 414 514 549 590 647
2020.)
TTP (Carballo 418 511 547 588 643
2012)

Tras la sintesis de sulfonacion para cada porfirina se tomé el espectro y se compar6 con el

espectro de la porfirina no sulfonada. En el espectro 2 se presenta dicha comparacién de TPP

(azul) versus TPP(SO3sNa)4 (rojo), observandose en la banda Soret y las 4 bandas Q un ligero

desplazamiento hipsocromico debido a la sulfonacion, la medicion se llevd a cabo en

diclorometano para TPP y en metanol para TPP(SOsNa)s a 25°C en el espectrofotémetro

Cary-50 Conc Varian. De forma similar en el espectro 3 se presenta la comparaciéon de las

porfirinas TTP (azul) versus TTP(SOsNa)4 (rojo), la medicién se llevé a cabo en diclorometano

para TTP y en metanol para TTP(SOsNa)s a 25°C en el espectrofotometro Cary-50 Conc

Varian; observandose el mismo comportamiento de las “porfirinas TPP(SO3sNa)4 versus TPP.

En la Tabla 7 se resume el comportamiento espectral para efectos de comparacion entre las

longitudes de onda observadas.



Abs.
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TP TPP(SO3Na)4
NaO3s SONa
O O NaChS SOsNa
0.0135
-0.0065450 500 550 600 650 0
.
350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Espectro 2. Comparacion de los espectros UV-Vis de los compuestos TPP versus TPP(SO3sNa)a.

0.99

0.79

0.59

0.39

0.19

—— TTP(SO3Na)4

HiC CHy e - M
= S, —

700

-0.01
350

400

450

500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Espectro 3. Comparacion de los espectros UV-Vis de los compuestos TTP versus TTP(SOsNa)a.
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Tabla 7. Comportamiento espectral de TPP, TPP(SO3Na)s, TTP y TTP(SO3Na)a.

Compuesto Soret Bandas Q
(A)nm/abs. (A)nm/abs.
S A B r A
TPP 417/0.79 515/0.028 548/0.01 590/0.005 646/0.003
TPP(SOsNa)4 413/0.64 512/0.028 548/0.013 587/0.009 642/0.006
TTP 419/0.811 516/0.028 552/0.014 592/0.007 648/0.009
TTP(SOsNa)a4 415/0.987 518/0.055 557/0.049 623/0.019 635/0.021

4.3 Métodos de Caracterizacion
4.3.1 Espectroscopiainfrarroja FTIR

En los espectros 4 al 6 se presentan los espectros FTIR de las porfirinas TPP, TPP(SOsNa)4

y la comparacién entre ambas.

En el espectro 4 se observa a la TPP, donde las bandas de intensidad débil en 3053 - 3022
cm son asociadas al estiramiento del enlace Csp>-H de los anillos aromaticos, el estiramiento
del enlace N-H del pirrol se presenta en 3316 cm™ como una banda de intensidad débil, el
estiramiento del doble enlace C=C aparece a 1595 cm™ como una banda de intensidad débil,
la banda del estiramiento C-N, también presenta una intensidad débil a 1558 cm, asi como,
las bandas de intensidad media conocidas como modos del anillo aromatico debidas al
estiramiento y contraccion del enlace Cp>-Csp? en 1472y 1441 cm™,

En el espectro 5 se observa a la TPP(SO3NA)4, se comprueba la sulfonacion con la nueva
banda de intensidad media y ancha en 1188 cm™ caracteristica de los grupos sulfatos, el

estiramiento del enlace C-N aparece a 1651 cm™ como una banda de intensidad media.
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En los espectros 7 al 9 se presentan los espectros FTIR de las porfirinas TTP, TTP(SOzNa)4

y la comparacion entre ambas.

En el espectro 7 se observa a la TTP, donde las bandas de intensidad débil en 3055 - 3024
cm™ son asociadas al estiramiento del enlace Csp>-H de los anillos aromaticos, el estiramiento
del enlace N-H del pirrol se presenta en 3318 cm* como una banda de intensidad fuerte, las
bandas de intensidad débil en 2924 y 2851 cm™ correspondientes al estiramiento asimétrico
y simétrico del enlace Csp*-H respectivamente del CHs en la posicién para del anillo aromético,
el estiramiento del enlace C-N aparece a 1639 cm™ como una banda ancha de intensidad
débil, la banda del estiramiento del doble enlace C=C del anillo aromatico a 1597 cm™
presenta una intensidad media, asi como las bandas de intensidad media conocidas como
modos del anillo aromatico debidas al estiramiento y contraccion del enlace Cp>-Csp? en 1474
y 1443 cm™,por ultimo la banda en 1072 cm™ correspondiente al movimiento de doblamiento

del enlace N-H.

En el espectro 8 se observa a la TTP(SOsNA)4, se comprueba la sulfonacion con la presencia
de la banda de intensidad media y ancha en 1184 cm caracteristica de los grupos sulfatos,
las bandas de intensidad débil en 2924 y 2855 cm™ correspondientes al estiramiento
asimétrico y simétrico del enlace Csp*-H respectivamente del CHs en la posicion para del anillo
aromatico, el estiramiento del enlace C-N aparece a 1632 cm™ como una banda ancha de

intensidad media.
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4.3.2 Resonancia Magnética Nuclear 'H

Los desplazamientos quimicos para el nlcleo de 'H tienen como referencia interna al
tetrametilsilano (TMS, & = 0 ppm) y con una frecuencia de 500 MHz. En los espectros 10 al
13 se muestran las asignaciones de las bandas de RMN !H de cada porfirina. Los
desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millén (ppm). El efecto de la
anisotropia diamagnética del anillo de porfirina es evidente en la desproteccion de los
protones fenilo y pirrol, los cuales presentan sefiales en valores altos y en el blindaje de los
protones N-H internos lo cual le brinda un efecto apantallamiento que provoca un

desplazamiento quimico hacia valores negativos.

RMN H TPPy TPP(SOsNa)a.

En el espectro de RMN *H de la porfirina TPP se observan cuatro sefiales de protén coligadas
a las sefales esperadas, a campo alto aparece un singulete de intensidad media con
desplazamiento quimico en -2.77 ppm, e integral relativa de 2, correspondiente a los
hidrogenos del grupo amino del pirrol asignados como e en la porfirina, a campo bajo, en la
zona de los hidrégenos aromaticos aparecen las sefiales asociadas al fenilo, en el intervalo
de 7.72 a 7.82 ppm, una sefial intensa multiplete relacionada con los hidrégenos meta, y para
asignados como b y a respectivamente, con integral relativa de 12, seguida de una sefal
pseudo doble de dobles con desplazamiento quimico en 8.22 ppm e integral relativa de 8,
asociada a los hidrogenos en la posicion orto del fenilo, etiquetados como c, finalmente una
sefial singulete con desplazamiento quimico en 8.84 ppm, con integral relativa de 8, asociada

a los hidrogenos del pirrol asignados como d. Espectro 10. (Prabal et al.; 2017).
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Espectro 10. Espectro de RMN 'H de TPP.

En el espectro de RMN H del producto de la sulfonacién TPP(SOsNa), a campo alto aparece
un singulete de intensidad media con desplazamiento quimico en -2.93 ppm, con integral
relativa de 2, correspondiente a los hidrégenos del grupo amino asignados como d en la
porfirina y que al mismo tiempo confirma la presencia de un solo producto, las sefiales a
campo bajo, en la zona de los hidrogenos arométicos con desplazamientos quimico de 8.06
y 8.20 ppm dos sefiales dobletes con integral relativa de 8:8, correspondientes a los

hidrogenos meta a y orto b del fenilo, respectivamente, acompafiadas de la ausencia de la
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sefal de los hidrégenos aromaticos del fenilo en la posicidon para, finalmente una sefal
singulete con desplazamiento quimico en 8.86 ppm, con integral relativa de 8, asociada a los

hidrogenos del pirrol asignados como c. Espectro 11. (Prabal et al.; 2017).
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RMN HTTP Y TTP(SO3Na)a.

En el espectro de RMN *H de la porfirina TTP se observan cinco sefiales de protén coligadas
a las cinco sefiales esperadas para proton, a campo alto aparece un singulete de baja
intensidad con desplazamiento quimico en -2.77 ppm, con integral relativa de 2,
correspondiente a los hidrogenos del grupo amino asignados como d en la porfirina, a campo
medio con desplazamiento quimico de 2.71 ppm se observa una sefial singulete con integral
relativa de 12 correspondiente a los hidrégenos metilicos e en la posicién para del fenilo, a
campo bajo, en la zona de los hidrogenos aromaticos aparecen las sefiales asociadas al
fenilo, en 7.55 y 8.09 ppm dos dobletes con integrales relativas de 8:8, correspondientes a
los hidrégenos meta y orto asignados como a y b respectivamente, finalmente una sefal
singulete con desplazamiento quimico en 8.80 ppm, con integral relativa de 8, asociada a los

hidrégenos del pirrol asignados como c. Espectro 12. (Prabal et al.; 2017).
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Figura 10. Esquema de sintesis de TTP.
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Espectro 12. Espectro de RMN 'H de TTP.
En el espectro de RMN H del producto de la sulfonaciéon TTP(SOzNa)4, a campo alto aparece
un singulete de intensidad media con desplazamiento quimico en -2.92 ppm, con integral
relativa de 2, correspondiente a los hidrogenos del grupo amino asignados como f en la
porfirina y que al mismo tiempo confirma la presencia de un solo producto, a campo medio
con desplazamiento quimico de 2.89 ppm se observa una sefial singulete con integral relativa
de 12 correspondiente a los hidrogenos metilicos a en la posicion para del fenilo, observamos
cambios en las sefales a campo bajo que indican que la sulfonacion se produce en la posicién
-orto del anillo aromético, en la zona de los hidrégenos arométicos con desplazamientos
guimico de 7.6, 8.1 y 8.5 ppm tres sefiales multipletes con integral relativa de 4:4:4,
correspondientes a los hidrégenos meta b, meta ¢ y orto d del fenilo, respectivamente,
acompafadas de la ausencia de la sefial de los hidrogenos arométicos del fenilo en la

posicién para, finalmente una sefial singulete con desplazamiento quimico en 8.83 ppm, con
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integral relativa de 8, asocada a los hidrogenos del pirrol asignados como e. Espectro 13.

(Prabal et al.; 2017).
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Figura 11. Estructura quimica tras su sintesis de TTP(SOsNa)a.
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Espectro 13. Espectro de RMN 1H de TTP(SO3Na)a.

4.4 Curvas de calibracion por espectroscopia UV-Vis

Se revisaron las valoraciones espectrofotométricas con TPP y TTP con cobre, como modelo
de trabajo; sin embargo, con base en la literatura es necesario agregar un exceso significativo
de aproximadamente 1:50 para observar cambios en la banda de Soret y corroborar la
formacion de la metaloporfirina segun Xahuentitla (2021). Por esa razén se buscé aumentar
la solubilidad de los sistemas y se decidid realizar las valoraciones de los productos

sulfonados con diferentes metales para desarrollar un modelo de trabajo, siendo cadmio y
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mercurio los que presentaron mejor comportamiento espectral, debido a que en las pruebas
preliminares se observé una reaccion muy rapida, de hecho, se necesit6 ajustar el perfil de

concentraciones para logar observar los cambios que se describiran a continuacion.

4.4.1 Valoracién de TPP(SOsNa)s con acetato de cadmio por UV-Vis

La comparacion de los espectros entre la porfirina de base libre TPP(SOsNa). y la metalada
TPP(SO:Na)s-Cd se observan en el espectro 14. La curva de calibracion de TPP(SO3sNa)4
con acetato de cadmio se llevé a cabo en metanol y se determind la obtencién de la
metaloporfirina por espectroscopia UV-Vis. En el espectro 15, se observa un desplazamiento
batocrémico de la banda Soret de 415 nm hasta 430 nm (diferencia de 15 nm) debido a la
reaccion con el acetato de cadmio. También existe un desplazamiento batocrémico de las

bandas (Q) B y y mientras que en las bandas (Q) a y & desaparecieron por completo.

—— TPP(SO3Na)4 —— TPP(SO3Na)4-Cd
0.69 .
NaO35 . - O:Na NaOs - i~ Na
0.59 _dsw
0.49 Naoss” sounn neoss” oo
1039
v
£
<
0.29
-0.001
0.09 480 530 580 630 680
-0.01
350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Espectro 14. Comparacion de los espectros UV-Vis de TPP(SOsNa)s & TPP(SOsNa)4-Cd.
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Se presenta la valoracién espectrofotométrica de la porfirina con cadmio, se coloca una
ampliaciéon en el espectro 16 para observar a detalle los cambios sucesivos. Usando la banda
de Soret en 415 nm que disminuye conforme avanza la formacién de la metaloporfirina y
ademas es la mas intensa, se puede revisar el comportamiento de las gréficas de absorbancia
frente a incrementos sucesivos de la concentracion de cadmio. Se observa un punto
isosbéstico en 426 nm, caracteristico de reacciones en equilibrio y que confirma que los
cambios no son debidos a procesos de dilucién de la muestra. También existe la disminucion
progresiva de las bandas (Q) a y 6, mientras que en las bandas (Q) B y y van aumentando.
Los cambios de las bandas se describen en el gréfico 1. Al llevar a cabo el andlisis de
regresion en 415 nm, se observa una pendiente negativa con un coeficiente de correlacion

de 0.99 que describe un comportamiento ajustable a una linea recta.
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,;\N/)\V\ﬁ %}\\(\
EéNH AN ] Hg(OAc), CHyOH ?Nfc:di | —0.3mL
M, Y 25°C N,
0.49 ffg - U, —— 0.4mL
v L |\ ]
NaOs 0O;Na NaOy OsNa 0.5mL
) 0.39 —0.6mL
2 -
< 0.7mL
0.29 ——0.8mL
—0.9mL
0.19 ——1mL
—1.1mL
0.09 —1.2mL
— 1.3mL
—
-0.01
450 500 550 600 650 700
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Espectro 15. Valoracion espectrofotométrica por Uv-Vis de TPP(SO3sNa)4 con acetato de cadmio.
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Gafico 1. Linealidad de TPP(SOsNa). frente a diferentes concentraciones de acetato de cadmio en

metanol.

4.4.2 Valoracion de TTP(SOsNa). con acetato de cadmio por UV-Vis

La curva de calibracién de TTP(SOsNa)s con acetato de cadmio se llevé a cabo en metanol y
se determind la obtencién de la metaloporfirina por espectroscopia UV-Vis en el espectro 18.
Se observa un desplazamiento batocromico de la banda Soret de 416nm hasta 431 nm

(diferencia 15 nm), la formaciéon de un punto isosbéstico en 426 nm. También existe la
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disminucion progresiva de las bandas (Q) a y 6, mientras que en las bandas (Q) B y y fueron
aumentando. La comparacion de los espectros entre la porfirina de base libre TTP(SOsNa)4
y la metalada TTP(SOsNa)s-Cd se observan en el espectro 17 mientras que en el espectro 19
se coloca una ampliacién para presentar a detalle el cambio. La banda de Soret en 416 nm
disminuye conforme se forma la metaloporfirina, por lo tanto, se utiliza para estudiar los
cambios quimicos y evaluar la linealidad del cambio de absorbancia ante la presencia de
diferentes concentraciones de cadmio. Se determin0 la linealidad de la banda Soret en 416

nm, la cual se muestra en la gréfica 2 con un coeficiente de correlacion de 0.99.
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Espectro 17. Comparacién de los espectros de UV-Vis de TTP(SOsNa)s & TTP(SO3sNa)4-Cd.
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Espectro 19. Ampliacion de la banda Soret y bandas Q del espectro 15.
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Gafico 2. Linealidad de TTP(SO3sNa), frente a diferentes concentraciones de acetato de cadmio en

metano.

4.4.3 Valoracion de TTP(SOsNa)s con acetato de mercurio por UV-Vis

Al observar una diferencia significativa en la banda de Soret del producto no metalado y el
metalado para TTP(SOsNa)s-Cd, se decidi6 realizar una prueba acetato de mercurio para
revisar el comportamiento de TTP(SOsNa)4 ante el Hg, se llevé a cabo en metanol y se verificd
la obtencion de la metaloporfirina por espectroscopia UV-Vis, tal como se muestra en el
espectro 20. Se observa un desplazamiento batocrémico de la banda Soret desde 416 nm
hasta 426 nm (diferencia 10 nm), asi como, la formacién de un punto isosbéstico en 426 nm.
También existe la disminucion progresiva de las bandas (Q) a y 8, mientras que las bandas
(Q) B y y fueron aumentando. Los cambios de las bandas y la valoraciéon se observan en el
espectro 21, en el espectro 22 se coloca una ampliacion para presentar a detalle el cambio.
Usando la Banda de Soret en 416 nm, la cual disminuye conforme se observa la formacion

de la metaloporfirna, se decide evaluarla linealidad del cambio ante la presencia de diferentes
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concentraciones de cadmio. Se determin6 la linealidad de la banda Soret en 416 nm, la cual

se muestra en la grafica 3 con un coeficiente de correlacion de 0.96.
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Espectro 20. Comparacion de los espectros de UV-Vis de TTP(SOsNa)s & TTP(SO3zNa)s-Hg.
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Espectro 21. Valoracion espectrofotométrica por UV-Vis de TTP(SOsNa). con acetato de mercurio.
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Espectro 22. Ampliacion de la banda Soret y bandas Q del espectro 18.
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Géfico 3. Linealidad de TTP(SO3sNa), frente a diferentes concentraciones de acetato de mercurio en

metanol.
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4.5 Curvas de calibracion por fluorescencia

Buscando alternativas que permitieran aumentar la sensibilidad de la porfirina en la deteccion
de cadmio y recordando que los rendimientos cuanticos de emisién de las porfirinas son
relativamente altos, optamos por utilizar la técnica de fluorescencia, ya que es un método
analitico mas sensible que una técnica de absorcion.

Como ya se ha mencionado anteriormente las porfirinas de base libre y las metaloporfirinas
se caracterizan por dos zonas de emision, la primera de las cuales, esta centrada entre 400
y 500 nmy la segunda esta entre 550 y 800 nm, que son transiciones de menor energia. Nasri
(2020) demostro que la excitacion de estos cromaéforos conduce, en la mayoria de los casos,
a la observacion de unicamente dos bandas de emision, en el caso de la porfirina H,TPP, la
excitacion de la banda de Soret da como resultado dos bandas de emision centradas en 650
nmy 709 nm. En el caso de una porfirina con sustituyente similar a los trabajados en esta
tesis encontramos la porfirina [Zn (TPP)], la excitacion de las bandas de Soret en el benceno

da como resultado dos bandas de emisién centradas en 645 nm (Nasri, 2020).

4.5.1 Valoracion de TTP(SOsNa)s con acetato de cadmio por fluorescencia

Al observar un mejor comportamiento y diferencias en los espectros de UV-Vis en las curvas
de valoracion de TTP(SOsNa), con cadmio, se decide realizar las pruebas de fluorescencia
para revisar el comportamiento en esta técnica, se llevd a cabo en metanol y se verifico la
metalacion por fluorescencia usando una longitud de onda de 405 nm como banda de
excitacion. El espectro de fluorescencia presenta dos bandas de emisién una en 651 y otra
en 717 nm, para la valoracion con acetato de cadmio, el espectro 23 representa la
comparacion entre la porfirina sulfonada frente a la metalada con cadmio mientras que el
espectro 24 la valoracién, en los resultados se observa la disminucion de las sefales de
emision como resultado de la coordinacion con cadmio. No hay un cambio en desplazamiento,
ni se observan puntos isosbésticos en esta técnica y los coeficientes de correlacion indican

cambios casi lineales con valores de 0.9 conforme aumenta la concentracion del metal.
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Géfico 4. Linealidad de TTP(SO3sNa)4 ante diferentes concentraciones de acetato de cadmio en

metanol.

4.5.2 Valoracion de TTP(SOsNa)s con acetato de mercurio por fluorescencia

La valoracion de TTP(SOsNa)s con mercurio se llevé a cabo en metanol y se verifico la
metalacion por fluorescencia usando una longitud de onda de 405 nm como banda de
excitacion. El espectro de fluorescencia presenta dos bandas de emisién una en 651 y otra
en 717 nm, para la valoracién con acetato de mercurio, el espectro 25 representa la
comparacion entre la porfirina sulfonada frente a la metalada con mercurio mientras que el
espectro 26 la valoracién, en los resultados se observa la disminucion de las sefales de
emision como resultado de la coordinacién con mercurio. Nuevamente se distingue un cambio
en desplazamiento, ni se observan puntos isosbésticos en esta técnica y los coeficientes de
correlacion indican cambios casi lineales con valores de 0.9 conforme aumenta la

concentracion del metal.
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metanol.
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Conclusiones

Como se ha descrito anteriormente, la sintesis de porfirinas sulfonadas es un método muy
efectivo para aumentar su solubilidad en solventes polares y facilitar los enlaces covalentes
coordinados entre su nucleo y los metales, lo cual hace que las porfirinas sirvan como un

sensor colorimétrico bastante Util, facil de sintetizar y costeable.

La sulfonacion permite que la formacién del complejo metal-porfirina se presente como una
reaccion espontanea y de manera muy efectiva, lo cual nos dice que las porfirinas sulfonas si
funcionan como sensores colorimétricos para la deteccion de metales pesados como cadmio

y mercurio.

Se obtienen cambios graduales de absorbancia durante la administracion de acetato de
mercurio y acetato de cadmio, lo cual destaca la técnica de UV-Vis como una herramienta (til
para estudiar las interacciones entre el complejo Metal-porfirina. Se observan que los
coeficientes de correlacion son cercanos a 0.99, lo que indica que existe linealidad entre la
absorbancia y los cambios de concentracion en los intervalos de trabajo para todas las

valoraciones espectrofotométricas por UV-Vis desarrolladas en este trabajo.

La interaccion entre TTP(SOsNa). y el cadmio presenta un cambio en su espectro UV-Vis
significativo, incluso mas que TPP(SOsNa)s con cadmio y TTP(SOsNa)s con mercurio, por lo
tanto, se demuestra que puede funcionar como un sensor mas especifico sobre cadmio,
debido a los desplazamientos de longitud de onda de la banda Soret y los subsecuentes en

las bandas Q.

La fluorescencia presenta cambios disminuyendo la intensidad de la banda de emision de la
porfirina limitando los intervalos de concentracion, se descarta que los cambios sean debidos
a las diluciones subsecuentes de la muestra, ya que a la par se realiza la determinacion por
UV-Vis. Las caracteristicas fotodinamicas de cada porfirina varian dependiendo del tamafio

de la molécula, sustituyentes y de los metales con los que se encuentre coordinada, lo cual
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abre la posibilidad de que el método en la técnica de fluorescencia pueda ser mas efectivo
para otra porfirina con diferentes disefios. Se observan comportamientos no lineales con

coeficientes de correlacion menores a 0.9 lo cual indica que no es un método tan efectivo.

Perspectivas

Implementar nuevos procedimientos en la sintesis o purificacién de porfirinas sulfonadas para

poder obtener un grado mas alto de pureza.

Sintetizar porfirinas con diferentes sustituyentes para que puedan ser estudiadas por

fluorescencia.

Determinar los pardmetros de validacion (reproducibilidad, repetibilidad, robustez, niveles de
deteccién) para la metodologia de la deteccibn de cadmio con TTP(SOsNa)s por
espectroscopia UV-Vis.

Realizar una comparacién con otros métodos de deteccibn como por ejemplo un espectro de

absorcién atbmica, otro sensor molecular, entre otros.
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Espectro X. Espectro de RMN H de TPP(SO;Na)..
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Espectro Z. Espectro de RMN *H de TTP(SOsNa),.



