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RESUMEN

Debido a laimportancia de los aniones y diversas sales
en la biologia y el medio ambiente, existe un gran interés por
el reconocimiento molecular de estas especies. Al respecto,
la técnica de fluorescencia es una buena herramienta para su
deteccion y cuantificacion. En este trabajo, se reporta la sin-
tesis y caracterizacion de dos nuevos receptores bis-tiourea,
Rec1 y Rec2, y los estudios de reconocimiento molecular
en DMSO de estos sistemas y los aniones F, CI, Br;, I, NO_,
CH,COO;, HSO,  y H,PO,, como sales de tetraalquilamonio.
Adicionalmente, se estudiaron las sales de metales alcalinos
NaF, NaCl, KCl, LiCl, KI, Na,HPO, y Na_SO, en DMSO:Agua (95:5
v/v). Todos estos estudios se realizaron mediante la técnica
de fluorescencia en microplaca. Ambos receptores mostraron
mejores afinidades y respuestas espectrales con las sales de
aniones basicos. A partir de la respuesta en fluorescencia de
Rec1 y Rec2, se obtuvieron los limites de cuantificacion y de
deteccion para las sales NaCH,COO, Na,SO,, Na,HPO, y NaF,
siendo esta Ultima cuantificable en concentraciones simila-
res a las establecidas en las normas oficiales mexicanas para
el agua potable. Por tal razon, la cuantificacion del fluoruro
por Rec1 y Rec2 podria ser aplicada en muestras acuosas y
de alimentos.
Palabras Clave: Tioureas; Aniones y sales; Reconocimiento
molecular; Fluorescencia en microplaca.

ABSTRACT

Due to the importance of the anions and diverse
salts in biology and the environment, there exists a great
interest for the molecular recognition of these species.
Within this respect, the fluorescence technique is a good
tool for their detection and quantification. In this work, we
report on the synthesis and characterization of two new bis-
thiourea receptors, Rec1 and Rec2, as well as the molecular
recognition studies in DMSO between these systems and the
anions F, ClI, Br, I, NO,, CH,COO;, HSO, and H,PO,, as their
tetraalkylammonium salts. Additionally, the alkali metal salts
NaF, NaCl, KCl, LiCl, KI, Na,HPO, and Na_SO, were studied in
DMSO:water (95:5 v/v). All of these studies were performed
by the microplate fluorescence technique. Both receptors
showed better affinities and spectral responses towards the
salts of basic anions. From the fluorescence response of Rec1

L
‘5“5’8‘ Volumen XXI, Numero 2

and Rec2, were obtained the quantification and detection
limits for NaCH,COO, Na,SO,, Na,HPO, and NaF salts, being
this latter quantifiable in similar concentrations to those esta-
blished by the official Mexican standards for drinking water.
Because of this, quantification of fluoride by Rec1 and Rec2
could be applied in aqueous and food samples.

Key words: Thioureas; Anions and salts; Molecular recogni-
tion; Microplate fluorescence technique.

INTRODUCCION

Debido al importante rol que desempenan los anio-
nes en diversas areas tales como en la biologia y el medio
ambiente, ha habido un gran interés por el reconocimiento
molecular de estas especies durante las Ultimas décadas.
Por tal razén, han sido estudiados una gran cantidad de
receptores de naturaleza muy diversa para el reconoci-
miento de aniones. Sin embargo, el disefio de sistemas que
puedan reconocer a dichas especies de forma eficiente y
selectiva sigue siendo un gran reto en la actualidad (Gale et
al. 2016; Gale y Caltagirone, 2018). Esto ultimo es debido a
las caracteristicas intrinsecas de los aniones, tales como su
gran variedad geométrica, sus altas entalpias de solvatacion
y a la dependencia de la carga de algunas especies con res-
pecto al pH del medio, entre otros (Pomecko et al., 2010). En
cuanto a los receptores reportados para el reconocimiento
de aniones, destacan los sistemas neutros basados en grupos
amida, urea y tiourea, ya que estas unidades son buenas do-
nadoras de puentes de hidrégeno y por lo tanto, tipicamente
presentan una gran afinidad por especies anidnicas. Ademas,
dada la naturaleza y los requerimientos geométricos del
puente de hidrégeno, los receptores basados en los grupos
mencionados tienen la ventaja de que pueden discriminar
entre diversos aniones dependiendo de la basicidad y
caracteristicas geométricas de estos (Padghan et al., 2016).
Por otro lado, considerando que los aniones siempre estan
acompanados de un catidén como contraién, el desarrollo de
receptores que incorporen en su estructura quimica a dos
sitios de unién diferentes, para reconocer simultdaneamente
al par idnico cation-anion (también denominados “hete-
roditépicos”), es actualmente un area de investigacién de
especial relevancia. Esto debido a las ventajas de los sistemas
heteroditépicos, tales como la formacién de complejos mas
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estables de aniones (McConnell y Beer, 2012; Makela et al.,
2015), asi como su potencial capacidad de discriminar sales
dependiendo de su naturaleza quimica. En este contexto, el
uso de la técnica de fluorescencia como herramienta para
cuantificar y/o sensar cationes, aniones y especies neutras ha
sido ampliamente descrito en la literatura (Gale et al., 2016;
Gale y Caltagirone, 2018). Al respecto, una estrategia em-
pleada para la transduccion del proceso de reconocimiento
de aniones es unir covalentemente una unidad fluoréfora al
sitio de reconocimiento para incrementar la conjugacion m,
logrando con ello la posibilidad de sefalizar el proceso de
reconocimiento por medio de una transferencia interna de
la carga; este proceso se ve facilitado si la interaccion con el
anion es por puente de hidrégeno (Zhao y Han, 2012; Sahoo
et al, 2016). En este trabajo se reporta la sintesis de dos re-
ceptores tipo bis-tiourea para el reconocimiento de aniones,
los cuales contienen un espaciador poliéter unido a dos
anillos aromaticos para posibilitar la interaccion con ciertos
cationes por medio de interacciones ién-dipolo y catién-nt
(ver Figura 1). En consecuencia, se espera que estos sistemas
sean buenos receptores de aniones y de ciertas sales. El
disefno de estos también considera la incorporacién de dos
unidades naftilo para la sefalizacion del proceso de recono-
cimiento. Asimismo, se reportan los estudios fisicoquimicos y
las curvas de calibracién para la cuantificacion de los aniones
y sales en DMSO y DMSO:Agua 95:5 (v/v), mediante la téc-
nica de fluorescencia en microplaca. Los resultados de estos
estudios podrian ser aplicados en el desarrollo de nuevas
metodologias para la deteccion y cuantificacién de diversos
aniones y sales en muestras acuosas y de alimentos, siendo
de especial relevancia la cuantificacion del anién fluoruro.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos para sintesis y estudios en solucion

Todos los reactivos fueron comprados a las compaiias
comerciales Sigma-Aldrich-Fluka, JT Baker y Fermont, y fue-
ron usados sin otro tratamiento adicional. Los reactivos para
la sintesis de los receptores fueron Ki, K,CO, anhidro, N,N-
dimetilformamida anhidra (DMF) (99.8%), cloroformo grado
reactivo, diclorometano anhidro (99.8%), N-(4-hidroxifenil)
acetamida (99%), 1,2-bis(2-cloroetoxi)etano (97%), bis[2-(2-
cloretoxi)etilléter (99%) y 1-naftilisotiocianato (95%). Para los
estudios en solucion se utilizaron los disolventes dimetilsul-
foxido (DMSO) (99.9%), dimetilsulféxido deuterado (DMSO-
dﬁ) (99.9%) y agua desionizada mili Q. Las sales empleadas
como huéspedes fueron el fluoruro de tetrametilamonio
(FTMA) (97%), cloruro de tetrametilamonio (CTMA) (97%),
bromuro de tetrametilamonio (BTMA) (98%), yoduro de te-
trametilamonio (ITMA) (99%), bisulfato de tetrametilamonio
(BSTMA) (99%), fosfato monobasico de tetrabutilamonio
(FOSTBA) (99%), acetato de tetrabutilamonio (ATBA) (97%) y
las sales de metales alcalinos LiCl (98%), NaCl (99%), Na_SO,
(99%), Na,HPO, (99%), KI (98%), KCI (99%).

Equipos utilizados
Los puntos de fusién fueron obtenidos en un equipo
marca Biichi modelo Melting point B-545 de 200 W de poten-

ciay termoémetro electrénico con un rango de medicién de 0
a 400 °C. Los espectros de RMN de 'H y "*C fueron obtenidos
en un equipo marca Bruker modelo Avance Ill 400, a una
frecuencia de 400 MHz para 'H'y de 100 MHz para '*C. Los es-
pectros de infrarrojo se obtuvieron mediante las técnicas de
pastillas de KBr y ATR (attenuated total reflection) en un equi-
po de infrarrojo con transformada de Fourier marca Perkin
Elmer modelo Frontier. Los espectros de fluorescencia fueron
obtenidos en un equipo lector de microplaca marca Thermo
Scientific™ modelo Varioskan Lux equipado con lampara de
Xendn, cuyas mediciones consisten de 1 a 1000 pulsos de
luz por medicién, dependiendo de la calidad y velocidad de
lectura requerida. Las microplacas de polipropileno utiliza-
das para las mediciones fueron de la marca NUNC, modelo
267342. Los espectros de masas fueron obtenidos en un
equipo de cuadrupolo marca Agilent Technologies modelo
6130 utilizando el modo de ionizacion ESI*.

Sintesis de los precursores P4 y P5

La sintesis del precursor P4 se realizé segun lo repor-
tado por Gangadhara et al., 1996. En el caso del receptor P5
se obtuvo siguiendo la metodologia reportada por Ornelas
Romo en 2017.

Sintesis de los receptores Rec1y Rec2

Para la obtencion del receptor Rec1 (ver Figura 1), se
agregaron 0.113 mmol (37.83 mg) de P4 y 20 ml de dicloro-
metano anhidro en un matraz bola y posteriormente se afa-
dieron 0.263 mmol (48.71 mg) del 1-naftilisotiocianato; tal y
como se esquematiza en la Figura 2. La mezcla se mantuvo
en agitacion vigorosa durante una semana, a temperatura
ambiente y bajo una atmdsfera inerte de N.. Una vez trans-
currido este tiempo, se evaporé el disolvente y se obtuvo un
sélido al cual se le realizaron lavados repetidos con dicloro-
metano y acetona. Para la obtencién de Rec2 se siguié la mis-
ma metodologia empleada para Rec1, a excepcién de que se
utilizaron 0.107 mmol (40.28 mg) de P5 y 0.247 mmol (45.82
mgq) del 1-naftilisotiocianato. En ambos casos se obtuvieron
solidos color café.

Rec1: Rendimiento: 72.5 mg (90.7 %). Punto de fusion:
100.3-101.9 °C. IR (ATR): 3336, 3053, 2924, 2870, 1657, 1599,
1550, 1509, 1222, 1124, 952, 796, 769 cm™. RMN de 'H (400
MHz, DMSO-d,) & 9.70 (s, H-10, 2H), 9.54 (s, H-8, 2H), 7.52-
7.98 (senales del grupo naftilo, 14H), 7.35 (d, J = 9.0 Hz, H-6,
4H), 6.91 (d, J = 9.0 Hz, H-5, 4H), 4.07 (t, J = 6.5, 4.4 Hz, H-3,
4H), 3.75 (t, J = 6.5, 4.4 Hz, H-2, 4H), 3.62 (s, H-1, 4H). RMN
de ™C (101 MHz, DMSO) & 181.97 (C-9), 156.31 (C-4), 135.65
(C-11), 134.39 (C-7), 132.85 (C-15), 130.49 (C-16), 128.56 (C-
18), 127.13 (C-17), 126.84 (C-19), 126.59 (C-6), 126.52 (C-20),
126.11 (C-13), 125.86 (C-14), 123.60 (C-12), 114.67 (C-5), 70.40
(C-1),69.45 (C-2),67.76 (C-3). Fluorescencia: A_=340,\_ =425
nm. ESI-MS (+): m/z (modo de ion positivo) 725.5 (receptor +
Na*) (8.51%) 741.4 [M + K]* (7.30%).

Rec2: Rendimiento: 74.4 mg (93 %). Punto de fusion:
107.4-109.8 °C. IR (ATR): 3198, 3046, 3000, 2927, 2867, 1595,
1535, 1504, 1241, 1112, 1059, 948, 808, 769 cm™. RMN de
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H (400 MHz, DMSO-dG) 6 9.70 (s, 2H), 9.54 (s, 2H), 7.51-8.08
(senales del grupo naftilo, 14H), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, H-7, 4H),
6.90 (d, J= 8.4 Hz, H-6, 4H), 4.06 (t, J = 4.6 Hz, H-4, 4H), 3.72 (t,
J=4.6 Hz, H-3, 4H), 3.56 (dt, J = 9.1, 4.1, 3.6 Hz, H-1, H-2, 8H).
RMN de *C (101 MHz, DMSO) § 181.99 (C-10), 156.32 (C-5),
135.66(C-12),134.40(C-8),132.86(C-16),130.49 (C-17),128.56
(C-19), 127.13 (C-18), 126.83 (C-20), 126.57 (C-7), 126.11 (C-
14), 125.86 (C-15), 123.60 (C-13), 122.26 (C-21), 114.66 (C-6),
70.37 (C-2),70.29 (C-1), 69.40 (C-3), 67.76 (C-4). Fluorescencia:
A, =340,\  =425nm.ESI-MS (+): m/z (modo de ion positivo)
769.5 [M +Nal* (38.79%) 785.4 [M + K]* (20.29%).

Estudios de reconocimiento molecular por fluorescencia

Los estudios de reconocimiento molecular por la
técnica de fluorescencia en microplaca se realizaron en
microplacas de 96 pocillos de polipropileno, a los cuales se
anadieron 300 pL de una solucién de receptor a una con-
centracion de 1.5x10° M y de 3x10* M de la sal de estudio,
posteriormente se mantuvieron en agitacion por diez minu-
tos. Por cuestiones de solubilidad, en el caso de las lecturas
realizadas con las sales de tetraalquilamonio éstas se hicieron
en DMSO, mientras que las mediciones con las sales de me-
tales alcalinos se realizaron en una mezcla de DMSO:Agua en
una proporcion de 95:5 (v/v), todo ello a una temperatura de
298+0.1 K. Este analisis se repitié ocho veces para cada siste-
ma receptor-huésped y se determiné la desviacién estandar
y el intervalo de confianza al 95 % a partir de la distribucién
t de student.

Las titulaciones por fluorescencia para la cuanti-
ficacién de las constantes de asociacién de los sistemas
receptor-huésped, se realizaron Unicamente para los casos
de los sistemas en los que se observaron mayores cambios
en la intensidad de emisién con respecto a la del receptor
libre. Para ello, se agregaron en cada pocillo 300 pL de una
solucién del receptor a una concentracion de 1.5x10° M
y posteriormente se anadieron alicuotas de una solucion
concentrada de la sal huésped. Cada experimento se repitié
ocho veces a una temperatura de 298+0.1 K. La obtencién
de las constantes de asociacion (K) se realiz6 por medio del
ajuste teodrico de las isotermas obtenidas de las gréficas de
intensidad de fluorescencia vs concentracién segun la me-
todologia reportada por Thordarson en 2011. El intervalo de
confianza al 95 % de las constantes de asociacion se obtuvo
segun lo reportado por Hirose en 2014.

Para los sistemas con las constantes de asociacion
mayores, se determinaron los limites de cuantificacién (LC)
y los limites de deteccion (LD) segun las definiciones des-
critas por Miller y Miller en 2002. Para ello, se tomaron diez
mediciones de la solucién blanco y se obtuvo su desviacion
estandar. Posteriormente, se prepararon quince soluciones
en las que se mantuvo constante la concentracién del recep-
tor (1.5x10° M) y a las que se anadieron cantidades variables
de sal. Después, se tomo la parte lineal de la isoterma y se
realizd un analisis por regresion lineal ponderada, utilizando
el software OriginPro® 2016 b9.3.226.

"6 Volumen XXI, Numero 2
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los receptores Rec1 y Rec2 (Figura 1) se obtuvieron
en rendimientos cuantitativos a partir de la reaccién de las
diaminas y los isotiocianatos correspondientes, de acuerdo
con la Figura 2 y empleando el procedimiento descrito en la
seccién de Materiales y Métodos. La obtencion y la pureza de
los compuestos se confirmaron por técnicas convencionales
tales como RMN de 'H y 3C mono y bidimensional y espec-
trometria de masas. Al respecto, los espectros de RMN de 'H
de los receptores presentaron las sefiales caracteristicas de
los hidrogenos -NH de los grupos tiourea a 9.54 y 9.70 ppm.
En el caso de los espectros de RMN de 3C, se observo la seial
para el carbono del grupo carbonilo de la tiourea a 181.97 y
a 181.99 ppm respectivamente para Rec1 y Rec2. Por otro
lado, se observaron por espectrometria de masas a 7255 y
769.5 m/z, las sefales que corresponden respectivamente a
las especies [Rec1+Na]* y [Rec2+Nal*.

Estudios de reconocimiento molecular por fluorescencia

Se realizaron estudios de reconocimiento molecular
de Rec1 y Rec2 con diversas sales. Los resultados de dichos
estudios se presentan en la Figura 3, en estos se observa que
los mayores cambios en las intensidades de fluorescencia
de los receptores fueron ocasionados por efecto de las sales
ATBA, FosTBA, FTMA, Na,HPO,, NaCH,COO y NaF, las cuales
se caracterizan por estar conformadas por aniones bésicos
(CH,COO,HPO,, Fy HPO42’), asi como por el catién Na* el
cual puede interaccionar con el espaciador poliéter. Al com-
parar las magnitudes de los cambios espectrales de Rec1 y

[Of“o’\o)
@g;d_\o%;? S\*ré fé%"s
zvl:nu HNH-Qz .. H HN

Recl Rec2

Figura 1. Estructura quimica de los receptores Rec1y Rec2.
Figure 1. Chemical structure of the Rec1 and Rec2 receptors.
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Figura 2. Sintesis de Rec1 y Rec2.
Figure 2. Synthesis of Rec1 and Rec2.
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Figura 3. Estudios de reconocimiento molecular por fluorescencia, de los receptores (1.5x10° M) y diversas sales (3x10* M). N=8.
Figure 3. Molecular recognition studies by fluorescence, of receptors (1.5x10° M) and diverse salts (3x10* M). N=8.

Rec2 debidos a la presencia de una determinada sal, se ob-
servd que estos son muy similares entre si, lo cual indica que
los receptores reconocen a los huéspedes de forma parecida.

En cuanto a los resultados de los estudios realizados
en particular en DMSO, destaca que ambos receptores
presentaron un incremento importante en la intensidad de
fluorescencia en presencia de los aniones acetato y fluoruro
(sales ATBA y FTMA), con respecto a su forma libre; siendo
este incremento aproximadamente de 2 a 2.5 veces en el
caso de Rec1y de 3 a 4.2 veces en Rec2.

En cuanto a los estudios realizados en DMSO:Agua
95:5 (v/v), se observaron los mayores cambios en la inten-
sidad de la fluorescencia de los receptores en presencia de
la sal Na,HPO,, con un incremento de aproximadamente
1.5 veces en ambos casos. Esto indica que aun en un medio
mas competitivo (dada la incorporacién de agua), los recep-
tores son capaces de interaccionar con algunas de las sales
estudiadas y con cierta predileccién por aquellas de aniones
basicos. Con respecto a esto Ultimo, es importante destacar
que estas sales estan conformadas ademas por cationes
alcalinos, por lo que el catiéon también podria interaccionar
con la cadena poliéter y en consecuencia ayudar a mejorar la
estabilidad del complejo. En base a estos estudios se selec-
cionaron las sales més adecuadas para realizar titulaciones y
obtener tanto las constantes de asociacion de los complejos,
como los limites de deteccién y cuantificacion por medio de
curvas de calibracion.

Determinacién de las constantes de asociacién

En las Figuras 4 y 5 se presentan las titulaciones de
Rec1y Rec2 con FTMA y ATBA respectivamente. Para ambos
experimentos en general los grupos de los espectros pre-
sentaron un comportamiento similar: se observé una banda
ancha no estructurada centrada en 425 nm, para la cual se
incremento su intensidad conforme se afadian cantidades
progresivas del i6n fluoruro. Por otro lado, se construyeron
las gréficas de la intensidad de emisidon de fluorescencia
normalizada vs la concentracion de la sal (insertadas en las
figuras). Al respecto, las graficas de ambas moléculas anfi-
trionas resultaron en curvas cuyo comportamiento se puede
dividir en dos segmentos lineales de diferente pendiente,
lo que sugiere la existencia de dos equilibrios que pueden
atribuirse a la formacion del complejo (primer equilibro) y a
la desprotonacion de las tioureas de los receptores por los
aniones fluoruro y acetato (segundo equilibrio); esto ultimo
debido a la gran basicidad de estos. Tal comportamiento ha
sido ampliamente reportado en la literatura (Amendola et al.,
2013). Por lo mencionado, el incremento de la fluorescencia
tras la desprotonacion, se debe a un proceso de transferencia
de carga y a la deslocalizacién de ésta en el sistema 1 del
naftaleno conjugado. En este sentido, una de las principales
ventajas de incorporar grupos tiourea para el reconocimien-
to de aniones, es la mayor acidez de estos con respecto a
las ureas analogas (Byrne y Mullen, 2018). Sin embargo, la
acidez también puede ser una desventaja dependiendo del
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Figura 4. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicion de FTMA (0-3.35x10* M) en DMSO. Recuadro: graficas de la

emisién a 425 nm vs [FTMA]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 4. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of FTMA (0-3.35x10*M) in DMSO. Inset: Graphs of the emission at

425 nm vs [FTMA]. a) Rec1; b) Rec2.
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Figura 5. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicion de ATBA (0-3.21x10* M) en DMSO. Recuadro: graficas de la

emision a 425 nm vs [ATBA]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 5. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of ATBA (0-3.21x10* M) in DMSO. Inset: Graphs of the emission at

425 nm vs [ATBA]. a) Rec1; b) Rec2.

sistema de interés, ya que también aumenta la probabilidad
de que las tioureas puedan sufrir desprotonacién en presen-
cia de un anién basico (equilibrio acido-base), aun a bajas
concentraciones del anién, lo cual impide el seguimiento y
cuantificacién del equilibrio relacionado con la formacion del
complejacién receptor-anion.

Para el resto de los sistemas estudiados con Rec1
y Rec2, en las Figuras 6-10 se presentan los espectros ob-
tenidos en las titulaciones, asi como las correspondientes
graficas de la dependencia de la intensidad de emision de
fluorescencia normalizada de los receptores vs la concentra-
cion de las distintas sales. A partir del ajuste de estos datos

L
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se obtuvieron las constantes de asociacién para los distintos
sistemas, las cuales se resumen en la Tabla 1. En general se
observa que las constantes para los complejos de Rec1 son
ligeramente mayores. Un aspecto muy destacable es el he-
cho de que se obtuvieron constantes de asociacion mas altas
para los complejos estudiados en DMSO:Agua 95:5 (v/v),
esto a pesar de ser un medio mas competitivo por formacion
de puente de hidrégeno; por lo que en teoria se esperaria
una disminucion de las afinidades de los complejos de los
aniones de ambos receptores tras la incorporacion del agua.
En contraste, el incremento observado en la magnitud de las
constantes de asociacion para las distintas sales de sodio en
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Figura 6. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicién de FosTBA (0-2.94x10* M) en DMSO. Recuadro: gréficas de la
emision a 425 nm vs [FosTBA]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 6. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of FOSTBA (0-2.94x10* M) in DMSO. Inset: Graphs of the emission at
425 nm vs [FosTBA]. a) Rec1; b) Rec2.
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Figura 7. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicion de NaCH,COO (0-1.76x10* M) en DMSO:Agua 95:5 (v/v).
Recuadro: gréficas de la emision a 425 nm vs [NaCH,COOQ]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 7. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of NaCH,COO (0-1.76x10* M) in DMSO:Water 95:5 (v/v). Inset:
Graphs of the emission at 425 nm vs [NaCH,COQ]. a) Rec1; b) Rec2.
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Figura 8. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicion de Na250, (0-1.76x10* M) en DMSO:Agua 95:5 (v/v). Recuadro:
graficas de la emision a 425 nm vs [Na,SO, 1. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 8. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of Na250, (0-1.76x10* M) in DMSO:Water 95:5 (v/v). Inset: Graphs of
the emission at 425 nm vs [Na_SO,]. a) Rec1; b) Rec2.
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Figura 9. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10° M) tras la adicion de NaF (0-1.76x10*M) en DMSO:Agua 95:5 (v/v). Recuadro:

gréficas de la emisién a 425 nm vs [NaF]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 9. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of NaF (0-1.76x10* M) in DMSO:Water 95:5 (v/v). Inset: Graphs of the

emission at 425 nm vs [NaF]. a) Rec1; b) Rec2.
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Figura 10. Espectros de emision de fluorescencia de los receptores (1.5x10°° M) tras la adicién de Na,HPO, (0-1.76x10* M) en DMSO:Agua 95:5 (v/v). Recua-

dro: graficas de la emisién a 425 nm vs [Na,HPO,]. a) Rec1; b) Rec2.

Figure 10. Fluorescence emission spectra of the receptors (1.5x10° M) after the addition of Na,HPO, (0-1.76x10** M) in DMSO:Water 95:5 (v/v). Inset: Graphs

of the emission at 425 nm vs [Na,HPO,]. a) Rec1; b) Rec2.

Tabla 1. Constantes de asociacion (K) de los sistemas estudiados en DMSO
y DMSO:Agua 95:5 (v/v) a 298 K.

Table 1. Binding constants (K) of the systems studied herein in DMSO and
DMSO:Water 95:5 (v/v) at 298 K.

Rec1 Rec2
Huésped KMm") KmMm")
FosTBA’ 6769 =719 3978 £ 602
ATBA’ - -
FTMA® b b
NaCH3COO( 15393 £ 1848 10265 £ 1050
Na SO, 14956 + 1317 10950 + 775
Na,HPO, " 14270 + 2962 11587 + 1956
NaFC 15219 £ 835 13391 £1285
a) DMSO.

b) Urea deprotonation.
c) DMSO: Water 95:5 (v/v).
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este medio puede atribuirse al hecho de que los receptores
son capaces de funcionar como heteroditépicos: con union
del anién mediante la formacién de puentes de hidrégeno
con las tioureas, siendo la fuerza directriz en el proceso de
complejacién, y una simultédnea interaccién del catién alca-
lino via el poliéter y/o los anillos aromaticos directamente
conectados a este.

En este contexto, el grupo de Gasa (2011) ha descrito
un conjunto de factores que se deben tomar en cuenta en
el proceso de reconocimiento molecular para este tipo de
sistemas. Entre estos factores se encuentran los efectos es-
téricos, la competencia entre el contraién y el receptor por
el aniéon y la estabilidad del par idnico, entre otros. Asimis-
mo, de acuerdo con Gunnlaugsson et al. (2005) los efectos
termodindamicos asociados a la solvatacion y desolvatacién
de los sistemas durante el proceso de complejacién también
son muy importantes, por lo que la naturaleza del medio
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juega un papel crucial en la estabilidad de los complejos. Por
todo lo mencionado, se requieren experimentos adicionales
para determinar con mayor precisién cuales son los factores
principales que conducen el proceso de complejacién en
Rec1 y Rec2, asi como evaluar su capacidad como receptores
heteroditopicos.

Curvas de calibracion por fluorescencia

A pesar de que la sensibilidad de un equipo de fluo-
rescencia de microplaca es menor a un equipo estandar de
fluorescencia (Lakowicz, 2006), las ventajas de poder estable-
cer un protocolo experimental que involucre una respuesta
sensibley lineal por un analito de interés, asi como el empleo
de un volumen pequeno de muestra, resultan aspectos
muy atractivos para cualquier aplicacion. En este sentido,
las mediciones realizadas con Rec1 y Rec2 en un medio de
DMSO:Agua 95:5 (v/v), fueron orientadas a la obtencion de
los limites de cuantificacion (LC) y los limites de deteccién
(LD) de las sales de NaF, Na,HPO,, Na,SO, y NaCH,COO. Los re-
sultados obtenidos se presentan en la Figura 11 y en la Tabla
2. Estos demuestran que Rec1 y Rec2 presentan LCy LD en
el mismo orden de magnitud (10 M), en cuyo caso se podria
cuantificar por interpolacion de algun analito a partir de
esas concentraciones. Cabe sefalar, que el intervalo lineal de
estos receptores estd por debajo de los limites establecidos
por la norma oficial mexicana NOM-127-SSA1-1994 para los
limites permitidos en agua potable de los iones F;, Na*y SO,
No obstante, en lo que respecta a fluoruro en sal yodada, se
presenté en el afio 2000 una iniciativa por medio de la nor-
ma PROY-NOM-040-SSA1-2000 donde se establece que no
se debe consumir sal yodada-fluorada en lugares donde la
cantidad natural de fldor en el agua potable es de 0.7 mg/L,

Curva de calibracién del complejo Rec1-NaCH,COO
Y =1.00076 + 9265.95*X

Curva de calibracién del complejo Rec1-NaF
Y =1.00401 + 8025.96*X

cantidad que si puede ser determinada por la metodologia
propuesta con Rec1y Rec2 que corresponde a un intervalo
entre 1x10° M a 4.45x10° M. Por lo tanto, la cuantificacion
de fluoruro en estas concentraciones es importante. Por otro
lado, se han presentado varios reportes de fluorosis dental
en la regién norte de México, en estados tales como Baja
California, Chihuahua, Durango, Tamaulipas y Sonora, cuya
cantidad de fluoruro en agua es superior a 0.7 mg/L (Galicia
Chacén et al., 2011; Molina Frechero et al., 2013)- Por consi-
guiente, el monitoreo frecuente de F- en esas entidades debe
ser constante, por lo que es indispensable desarrollar méto-
dos menos costosos que los empleados convencionalmente.
Debido a esto, sistemas como Rec1 y Rec2 pueden ser una
alternativa viable para la deteccion de fluoruro, ya que su in-
tervalo de concentracién para la medicién, aunque pequefo,
es comparable con algunos métodos y concentraciones ha-
bituales de cuantificacion en agua (0.3 mg/L) descritos en la
norma NMX-AA-077-SCFI-2001 y por la organizacién mundial
de la salud (WHO, 2004); ademds de requerir Unicamente 15
ML de muestra acuosa para realizar un analisis. Sin embargo,
a pesar de estas ventajas es necesario realizar mas pruebas
con Rec1y Rec2, con el fin de establecer un protocolo viable
para la deteccion y cuantificacién de fluoruro, que descarte
posibles interferencias en las mediciones de muestras reales.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron dos nuevos receptores, en altos ren-
dimientos y mediante una ruta sintética sencilla, los cuales
son capaces de interaccionar con aniones y sales diversas en
DMSO. El incremento en la magnitud de las constantes de
asociacion obtenidas para las distintas sales de sodio en un
sistema DMSO:Agua 95:5 (v/v) sugiere que los receptores son

Curva de calibracién del complejo Rec1-Na,SO,
Y=1.00096 + 8115.12*X

Curva de calibracién del complejo Rec1-Na,HPO,
Y =1.00165 + 7852.62*X

: : . :
Intervalo de confianza a 95 % 1.4 J..Tintervalo de confianza a 95 %)

w
w
1

- IS
|

1.0 04

0.00000

Fluorescencia normalizada a 425 nm

Fluorescencia normalizada a 425 nm
N
h

0.00002 0.00004 0.00000 0.00002 0.00004

Intervalo de confianza a 95 %) Intervalo de confianza a 95 %

Fluorescencia normalizada a 425 nm
Fluorescencia normalizada a 425 nm

0.00000 0.00002 0.00004 0.00000 0.00002 0.00004

[NaF], M [NaCH,;COO0], M [Na,SO,], M [Na,HPO,], M
Curva de calibracién del complejo Rec2-NaF Curva de calibracién del complejo Rec2-NaCH,COO Curva de calibracion del complejo Rec2-Na,SO, Curva de calibracién del complejo Rec2-Na,HPO,
Y =0.99758 + 6647.29*X Y =0.99971 + 5972.68*X Y =1.00023 + 6744.41*X Y =1.00169 + 6331.90*X
T T T ] T T — T T T 131 T T
1-3 [ Tintervalo de confianza a 95 % 2 [ Intervalo de confianza a 95 %) 1.34 intervalo de confianza a 95 % 2 [_intervalo de confianza a 95 %

[N}
)
h

=)

S
[N}

o

=}

Fluorescencia normalizada a 425 nm
Fluorescencia normalizada a 425 nm

0.00002 0.00004

[NaCH,COO], M

0.00002 0.00004 0.00000

[NaF], M

0.00000

Fluorescencia normalizada a 425 nm
Fluorescencia normalizada a 425 nm

0.00002 0.00004

[Na,HPO,], M

0.00002 0.00004 0.00000

[Na,SO,], M

0.00000

Figura 11. Curvas de calibracion ponderadas de los receptores Rec1 y Rec2 con NaF, Na,HPO,, Na,SO, y NaCH,COO. Las sombras rojas representan el inter-

valo de confianza al 95%. N=8.

Figure 11. Weighted calibration curves of the receptors Rec1 and Rec2 with NaF, Na,HPO,, Na,SO, and NaCH_COO. Red shadows represent the Confidence

Interval at 95 %. N=8.
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Tabla 2. Limites de cuantificacion y limites de deteccion obtenidos mediante la curva de calibracién ajustada por regresion lineal ponderada.
Table 2. Quantification and detection limits obtained by means of the calibration curve adjusted by weighted linear regression.

Modelo Lineal: Y = a + b*X

Limite de Limite de . R Coeficiente de

Sistema cuantificacion deteccion A B R Sads correlacion

(M) (M) (Pearson)
Rec1-NaF 6.39x10° 1.92x10¢ 1.00401 £5.13x10” 8025.96 + 350.84 0.99809 0.99777 0.99904
Rec1-NaCH,COO 1.65x10¢ 4.95x107 1.00076 £ 1.53x10" 9265.95 + 64.43 0.99971 0.99966 0.99985
Rec1 -NaZSO4 1.84x10° 5.51x107 1.00096 + 1.49x10” 8115.12 + 66.20 0.99960 0.99953 0.99980
Rec1-Na,HPO, 1.97x10° 5.92x107 1.00165 % 1.55x10" 7852.62 + 142.72 0.99802 0.99769 0.99901
Rec2-NaF 4.21x10°¢ 1.26x10° 0.99758 + 2.80x1 0-3 6647.29 = 183.90 0.99543 0.99467 0.99771
Rec2-NaCH,COO 1.84x10° 5.53x107 099971+ 1.10x10° 5972.68 + 135.75 0.99691 0.99639 0.99845
Rec2-Na,SO, 4.18x10° 1.25x10¢ 1.00023 £ 2.82x10” 6744.41 +£131.31 0.99773 0.99735 0.99886
Rec2-Na,HPO, 3.14x10° 9.43x107 1.00169 + 1.99x10” 6331.90 + 105.89 0.99832 0.99805 0.99916

capaces de funcionar como heteroditépicos. Con base en
los resultados obtenidos, la cuantificacion del anion fluoruro
empleando los compuestos Rec1 y Rec2 por la técnica de
fluorescencia en microplaca es viable. Dicha cuantificaciéon
podria implementarse tanto en alimentos como en muestras
acuosas. Sin embargo, el protocolo para la cuantificacion
de fluoruro aun debe ser perfeccionado y debe considerar
el tipo de muestra, esto con el fin de evitar posibles interfe-
rencias con otras especies anidénicas como acetato, sulfato o
fosfato, entre otras.
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