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Resumen

Se reporta la inmovilizacién covalente de quercetina sobre resina de Merrifield, mediante
Sintesis Organica en Fase Sélida asistida por microondas para su empleo en el reconocimiento y
preconcentracion de Pb(ll). La caracterizacion por espectroscopia IR, microscopia éptica y
electronica de barrido permitié corroborar la ocurrencia de la reaccion de inmovilizacion, asi
como los cambios en las propiedades morfolégicas de la resina modificada. Se obtuvo un nuevo
material con porcentajes de conversion superiores al 99 % después de 10 minutos de reaccion,
con un caracter acido (de 8,4 mmol g-1 de resina). Por su parte, los ensayos preliminares
mostraron una alta capacidad de retencion del nuevo material para iones Pb(ll) [620 mg(Pb)/g
(resina modificada)] en medio hidrogenoftalato y pH 4,5. El tiempo de equilibrio fue inferior a
30 segundos con porcentajes de retencion de 97,9 + 0,5 % y recuperacion del 100,4 + 3, 4 %
con HNO3 6 mol L-1.

Palabras clave: Resina de Merrifield, quercetina, SOFS, sintesis asistida por microondas,
retencion de Pb(ll).

Abstract

This work shows the immobilization of quercetin on Merrifield resin by microwave-assisted
Solid Phase Organic Synthesis (SPOS) for use in the recognition and preconcentration of Pb(ll).
Characterization of the modified resin by IR spectroscopy as well as by optical and scanning
electron microscopy corroborated the occurrence of the immobilization reaction and the
morphological changes in the resin properties compared to the original one. The performed
characterization and potentiometric titrations showed that a new material was obtained, with
conversion yields of >99 % and the acid character of the modified resin, which was found to be
8.4 mmol g-1 resin. In addition, preliminary essays using modified resin exhibited high Pb(Il)
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retention capacity [620 mg(Pb) /g (modified resin)] in a biphthalate buffer with pH 4.5. The
time to establish equilibrium was <30 s with retention of 97.9 + 0.5 % and recovery of 100.4 +
3,4 % with 6 mol L-1 HNOS3.

Keywords: Merrifield’s resin, quercetin, sorbent material for Pb(II), Organic Solid Phase
Synthesis, microwave.

Introduccion

La extraccién en fase solida es hoy en dia una de las areas més interesantes para la
investigacion en Quimica Analitica. Esta técnica ha alcanzado una importancia
transcendental dentro del analisis de diferentes contaminantes medioambientales al
exhibir altos factores de preconcentracion, gran eficiencia y alta reproducibilidad con
una manipulacién relativamente sencilla [1]. Dentro de la gran cantidad de materiales
solidos que han sido utilizados como sorbentes de iones metélicos, las resinas
quelatantes han jugado un papel preponderante, apoyadas, como ventaja adicional en su

gran selectividad y/o gran capacidad de extraccion [2].

La contaminacion por metales pesados representa una preocupacién ambiental debido a
sus efectos toxicos para la salud humana, en particular el Pb(ll) es uno de los mas
toxicos para hombres y animales causando varias enfermedades [3]. Se han utilizado
diferentes resinas quelatantes para la retencion de iones Pb(Il) variando tanto el soporte
solido inerte como el reactivo quelatante inmovilizado. Este Gltimo es el méas importante
pues es el que interactia directamente con el i6n proporcionando la retencion y
posterior liberacidén del mismo segun convenga. Reactivos como la dietanolamina, acido
iminodiacético [4] acido 3-ferrocenil-3-hidroxiditioacrilico [5] y o-aminofenol [6] han

sido empleados con buenos resultados.

Los flavonoides han Ilamado la atencibn como reactivos quelatantes para la
determinacion de diferentes iones metélicos, tanto en disolucion como en fase solida
para la separacion y concentracion [4,6]. Particularmente la quercetina (figura 1), [2-
(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-cromon-4-ona 0 3,3°,4°,5,7
pentahidroxiflavona] [7, 8] se ha utilizado como reactivo quelatante inmovilizado, para
la sorcion de diferentes iones metalicos. Su principal ventaja consiste en tener 2 posibles
sitios de quelacion, uno entre los hidroxilos de las posiciones 3” y 4’ del anillo B y otro
entre el grupo carbonilo y los hidroxilos de las posiciones 3 o 5. Esto, en principio,
provee a la resina quelatante de una relacion metal: quercetina inmovilizada de 2:1,

aungue se conoce que no resulta asi en todos los casos [9].
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Fig. 1. Estructura de la quercetina

Se ha publicado su inmovilizacion sobre silica gel por adsorcion fisica de una mezcla de
acetona-hexano para la preconcentracion de Sn (IV) y su posterior determinacion por
espectrofotometria de reflectancia difusa. Este material se desarrollé con el objetivo de
determinar Sn (IV) en zinc de alta pureza. Los autores de esta investigacion lograron
limites de deteccion en el orden de los 0,06 mgL™, trabajando a pH entre 1,8 y 2,2 con
una excelente selectividad en presencia de &cido ascérbico [10]. Otros autores realizan
una comparacion de su comportamiento como quelatante de Sn(IV), pero esta vez unida
de forma covalente a la silica gel y a poliuretano. La determinacién se realiza por
Espectrometria de Absorcion Atomica con Generacion de Hidruros y llegan a la
conclusién de que todos los sorbentes presentan excelentes caracteristicas como
quelatantes del Sn(1V) a pH 3,8 con muy buena selectividad ante una gran variedad de

iones ademas de un relativo bajo costo y una durabilidad aceptable [11].

También se ha inmovilizado este reactivo sobre vidrio de poro controlado mediante
enlace covalente con el objetivo de separar y preconcentrar iones Mn(I1), Co(ll), Ni(Il),
Cu(Il) y Zn(ll), empleando como método de determinacién final ICP-MS. Para todos
los metales la relacién Quercetina-metal resulté 1:2, excepto para el manganeso (1:1).
En este caso los investigadores logran un producto con el cual aprovechan la gran
capacidad que tiene la quercetina como reactivo quelatante con las ventajas de su
inmovilizacion por enlace covalente, mayor durabilidad, pero para eso se involucran en
varios pasos de reaccién que hacen lento y costoso el proceso, logrando solo hasta un 40

% de funcionalizacién del vidrio de poro controlado [9].

Aunque la quercetina se ha utilizado para la retencion de varios iones metélicos y se ha
logrado cierta selectividad ajustando las condiciones de retencion y/o elucion de los
mismos, aln no se ha publicado su utilizaciébn como reactivo quelatante inmovilizado

para la retencion de Pb(Il).
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Para evitar el lavado del reactivo quelatante de los sorbentes y con esto darle mayor
durabilidad se prefiere inmovilizar el mismo de manera covalente. No obstante, esto
requiere la realizacion de Sintesis Orgéanica en Fase Solida (SOFS) que, utilizando las
técnicas convencionales de agitacion y calentamiento consumen mucho tiempo, en
ocasiones varios dias para su terminacion [12]. Esto es debido a que la reaccion ocurre
entre dos fases diferentes y por lo tanto es muy limitada el area de contacto entre el
soporte sélido y los reactivos. Con la utilizacion de técnicas no convencionales de
sintesis, como las microondas, se ha logrado reducir entre 10 y 1 000 veces el tiempo de
las reacciones organicas. Esto ha tenido una trascendental importancia en la Sintesis
Organica en Fase Sdlida, pasando las reacciones a durar solo unos pocos minutos en

muchos casos [13].

La resina de Merrifield (poliestireno entrecruzado con divinilbenceno al 2 % y
funcionalizada cloruro) ha sido ampliamente empleada para la SOFS de péptidos, sin
embargo, su utilizacibn como soporte solido de diferentes moléculas para fines
analiticos no ha tenido el mismo desarrollo [14]. Se han publicado trabajos donde se
funcionaliza con 4,4, 4-trifluoro-1-(tiofen-2-yl) butano-1,3-dionabajo condiciones
anhidras utilizando tetrahidrofurano (THF) como solvente e hidruro de sodio como base
auxiliar. La resina funcionalizada es empleada para la separacion y preconcentracion
selectiva de Uranio(VI) y Torio(lIV) antes de la determinacién por espectrofluorimetria,
logrando una capacidad de 32,98 y 27,19 mg/g de resina, respectivamente [15].
Recientemente en nuestro grupo se realizé la inmovilizacion de morina sobre resina de
Merrifield [2] y se estudiaron sus propiedades como material sorbente y de sensado

fluorescente de iones Cu(ll), Pb(l1), Zn(I1) y Cd(Il) con muy buenos resultados.

En este trabajo se reporta la funcionalizacion de la resina de Merrifield con quercetina,
realizando la reaccion mediante SOFS asistida por microondas, de manera rapida y en
un solo paso. El objetivo es obtener una nueva resina quelatante con alta capacidad de
retencion de iones Pb(I1),empleando en ello el menor tiempo posible. La nueva resina es
caracterizada y se presentan los resultados preliminares de su interaccion con los iones

Pb(I1) mediante un estudio en estatico.

Parte experimental

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grados analiticos y obtenidos de las firmas
Merk (Darmstadt, Germany) y BDH Chemicals Ltd (Poole, England). La resina de

Merrifield se obtuvo de la firma Argonaut Technologies, Inc. (Tijuana, México) con una
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carga de 1,62 mmolg? y tamafio de particulas entre 50 y 100 pm. Se utiliz6 una
disolucion estandar de Pb(ll) de 1 000 mg L *obtenida de la Merk y las disoluciones

intermedias se prepararon mediante la dilucion apropiada de la misma con agua milli-Q.

Instrumentacion

Para la SOFS se utilizo un horno de microondas pChemist MLS GMBH con
programacion de calentamiento. Las micrografias se tomaron con un microscopio
electrénico de barrido Vega Tescan, poniendo una pequefia porcion de la muestra y
recubriéndola con una fina capa de aleacion Au-Pd y aplicando un potencial de 10kV.

Los espectros infrarrojos se obtuvieron con un Espectrofotémetro FT-IR Bruker Optic
Tensor 27 con ATR acoplado. La muestra se colocd sobre un cristal de Seleniuro de

Zinc y el espectro de reflectancia se tomo entre 800 y 4 000 cm™,

Las medidas potenciométricas se realizaron con un pH-metro Crison Basic-20,con un
electrodo combinado de vidrio de la misma firma para las medidas de pH y un sistema a
base de un electrodo de alambre de plata como indicador y un electrodo de Calomel
saturado con puente salino de KNO3(15 %) como referencia, para la valoracion de iones

cloruros.

Para el analisis elemental se utiliz6 un equipo de microanalisis elemental automatico

LECO CHNS-932, con el que se obtuvieron los porcentajes de C, H y N.

Las medidas de Absorcién Atdmica se realizaron en un equipo GBC Avanta, con las
condiciones que se muestran en la tabla 1. El calibrado utilizado para la determinacion
cuantitativa de los iones Pb(ll) fue realizado con disoluciones patrones de entre 3 y
90 mgL ™.

TABLA 1. CONDICIONES INSTRUMENTALES PARA LA DETERMINACION
Pb(I1) POR EAA.

Parametro Valor
Longitud de onda(nm) 283,3
Corriente de la lampara (mA) 5
Paso de banda (hm) 0,2
Flujo de aire (cm.equiv) 35
Flujo de acetileno (cm.equiv) 30
Altura del quemador (mm) 10
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Procedimientos

Reaccion de inmovilizacion

La mezcla de reaccion consiste en una suspension de 500 mg de la resina de Merrifield
en 5 mL de dimetilformamida (DMF) anhidro, 367 mg de quercetina y 138 mg de
K2COs anhidro. Estas cantidades se trasvasan a un matraz redondo de 100 mL, se
introduce en el horno de microondas y se programa utilizando una rampa inicial de
3min hasta alcanzar 140 grados Celsius con una potencia de radiacion de 700 Watts. La
reaccion se completa en un tiempo total de 10min a reflujo constante. Posteriormente la
mezcla es trasvasada cuantitativamente a un filtro de placa porosa y filtrada al vacio. El
filtro se lava 5 veces con porciones de 5 mL de DMF y agua milli-Q de forma alterna,
recogiéndose cuantitativamente, el filtrado y los lavados, en el mismo vaso de
precipitados (250 mL), para la valoracion potenciométrica de cloruros. Posterior a estos
lavados, el filtro se lava nuevamente con una mezcla de Acetona/Agua/Metanol (5x5
mL) y Acetona/Metanol (5x5 mL). Finalmente se lava con Acetona (3x5 mL), Metanol
(3x5 mL) y Diclorometano (DCM) (3x5 mL), antes de su secado al vacio por un

periodo de 2 horas.

Caracterizacion

Determinacion del porcentaje de conversion

El filtrado y los lavados recogidos anteriormente en el vaso de precipitadosse acidularon
con 0,5 mL de &cido nitrico al 70 % y se realiz6 la valoracién potenciométrica con
solucion estandar de nitrato de plata 0,01 molL™. El volumen final fue determinado
mediante el método de la segunda derivada. El porcentaje de conversion fue calculado

segun la ecuacién (1):

AgNO3).c(AgNO3
04(conversion) =VE gN03).c(AgNO3) 100 1)
C(rM).m(rM)
donde:
V(AgNO3): Volumen gastado en la valoracion expresado en mL.

C(AgNO:s): Concentracion de la disolucion de nitrato de plata utilizada expresada en

mmolmL*?
C(rM): Carga de la resina de Merrifield expresada en mmolg™.

m(rM): Masa pesada de la resina de Merrifield expresada en g.
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Determinacion de la acidez total

Se ponen en contacto 10 mg de resina modificada y 50 mL de agua, se le adicionan 10
mL de NaOH 0,01 mol L? y el exceso de NaOH es valorado por retroceso

potenciométricamente, con disolucion de HCI 0,01 molL™.

Estudio preliminar de Ia retencion de Pb(11)

Efecto del pH y estudio de la capacidad estdtica en el equilibrio

10 mg de la resina modificada pesados por triplicado para cada pH se sometieron al
siguiente tratamiento. Se le afiadié 7 mL de una solucion patron de plomo de 1 000 mg
L (7 mg) y 13 mL de buffer de hidrogenoftalato de potasio 10 mmolLcon valores de
pH 2,2, 4, 5 y 5,8. Las disoluciones se agitaron durante 24 horas, se filtraron y el
filtrado se recogié en matraces aforados de 100 mL enrasédndolos con agua milli-Q. La
concentracion de Pb(ll) en disolucién se determiné por Espectrometria de Absorcion
Atomica (EAA) con llama utilizando las condiciones reflejadas en la tabla 1. Utilizando
el método estatico con la variante de intercambio en el equilibrio bajo las condiciones
de trabajo en el laboratorio, se determind la capacidad de la resina modificada
dividiendo la masa Pb(ll) retenida, a cada pH, entre la masa total de resina modificada
utilizada para los experimentos. En todos los casos la masa de Pb(ll) afiadida fue

superior a la necesaria para saturar todos los grupos funcionales.

Estudio del tiempo de fijacion y los porcentajes de retencion y recuperacion

Para estos estudios se invierte la relacion masa de resina modificada Pb(ll) utilizada en
el estudio anterior, para lo cual se mantienen las mismas cantidades del ion metalico y
buffer, a pH 4.5+0.1 y se duplica la masa de resina utilizada (20 mg). La suspension se
agita por diferentes intervalos de tiempo tomando 0,5, 1, 5, 10 y 30 minutos. Se filtra, se
lavan con 5 ml de buffer, se recoge el filtrado en matraces aforados de 50 mL,
enrasandolos con agua milli-Q.La resina que queda en el filtro de placa porosa se lava
con 2 porciones de 5 mL de HNOs 6 mol L™para recuperar el plomo retenido. Los
porcentajes de retencion y recuperacion se calculan segun las ecuaciones (2) y (3):

.c(Pb)filtrad 2
%(I‘E‘tencié-n:] = 100_(1? C( ] lUtrado ) ( )

100
V. C[Ph]aﬁadidcrx

v. c(Pb)nitrico (3)
x100
v.c(Pb)afiadido

06(recuperacion) =
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Resultados y discusién
Reaccion de inmovilizacion
El esquema representado en la figura 2 muestra la reaccion de inmovilizacion de la

quercetina sobre la resina de Merrifield bajo las condiciones anteriormente sefialadas.

OH
OH HO
Qo047
K,CO4/DMF O + HCl
— ) OH
Cl OH O MW 700 Watts HO O
140°C 10 min

Fig. 2. Reaccion de inmovilizacion de la Quercetina sobre la resina de Merrifield
mediante SOFS asistida por microondas. Reactivos y condiciones

La reaccion se completa en el tiempo sefialado lo cual se confirma mediante las

valoraciones potenciométricas de cloruros realizada (% de conversion 100,7 + 0,9).

Es necesario sefialar que, en principio la inmovilizacion puede tener lugar por
cualquiera de los 5 grupos hidroxilos presentes en la molécula de quercetina, por lo que
se debe esperar una mezcla de productos y no un producto unico. Se propone como
producto principal la union por el hidroxilo de la posicion 3 teniendo en cuenta que su
hidrogeno es el mas labil y unido a que la reaccion ocurre en medio bésico, el oxigeno
tendrd una carga negativa asociada [2].En todo caso, la incorporacién de grupos
fenolicos a la resina le aporta un caracter acido a la misma, el cual resulto ser de 8,4

mmol g* de resina modificada.

Los resultados del microanalisis elemental de la resina modificada (C = 74,19 %, H =
6,05 %) estan de acuerdo con lo esperado segun el proceso de funcionalizacién de la
resina de Merrifield con quercetina. En este proceso se sustituye un ion cloruro por una
molécula de quercetina mas voluminosa y pesada. Por otra parte, la molécula de
quercetina tiene 7 4&tomos de oxigeno en su composicion, por lo tanto, las cantidades
relativas de carbono e hidrégeno disminuyen con respecto a la resina original (C =
82,92 %, H = 6,92 %). Las cantidades relativas de nitrdgeno estan por debajo del limite
de deteccion del equipo, lo que ofrece una medida de la eficiencia de los lavados

realizados para eliminar la DMF utilizada como solvente de la reaccion.
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Caracterizacion espectroscopica y microscopica

Espectroscopia IR

En el espectro para la resina modificada (figura 3, b) se pueden apreciar las bandas
correspondientes a las vibraciones de valencia de los enlaces O-H (3 380 cm™), C=0 (1
736 cm™) y C-O (1 047 cm™), de la quercetina incorporada covalentemente a la resina
de Merrifield (figura 3, a).Por otra parte, la banda que aparece en 1 265 cm™ en el
espectro de la resina de Merrifieldy que se asigna a la vibracion de doblaje C-Cl,

desaparece después de la reaccion, corroborando su funcionalizacion con quercetina.

b) —— Merrifield with Q
9
()}
(&)
C
S
=
w
C
©
T I ' | T 1 T 1 ' 1 T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
—— Merrifield
32
> | a)
(&
C
= : \/: |
g cl 1265
-
o
' I ' I ' I ' I ' I N I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

wavenumber (cm™)

Fig. 3. Espectros IR de la resina de Merrifield a) y la resina b) modificada
con quercetina

Microscopia Electronica de barrido

En la reaccién de funcionalizacion de la resina de Merrifield se produce un intercambio
neto de masa, correspondiente a la salida de un atomo de cloro y la entrada de un grupo
de mayor masa molar y tamafio (quercetina), por lo que es de esperar un aumento del
tamario de las particulas y por consiguiente un cambio en la morfologia de las mismas.
La figurad muestra las micrografias obtenidas en las cuales se puede apreciar lo antes

expuesto. La resina de Merrifield se presenta en forma de particulas esféricas de
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superficie casi homogénea. Después de su modificacion las mismas adquieren una

estructura amorfa con una superficie totalmente heterogénea.

SEM MAG: 1.00 kx DET: SE Detector P R R |
HV: 5.0 kV WD: 8.7236 mm 100 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS5130SB Digital Microscopy Imaging

SEMMAG: 1.00 kx  DET: SE Detector o =
HV: 100 kV WD: 81870 mm 100 um Vega ©Tescan
VAC: HiVac Device: TS51308B Digital Micrescopy Imaging

Fig. 4. Microscopia electronica de barrido, a) Resina de Merrifield sin modificar, b) Resina
Merrifield modificada

Ensayos preliminares de la sorcion de iones Pb (II) sobre Ia resina modificada
mediante SOFS asistida por microondas

Capacidad estitica en el equilibrio e influencia del pH

La figura 5 muestra el grafico de masa de Pb (Il) retenida vs pH en medio
hidrogenoftalato. Como se puede observar, el intervalo de mayor retencién esta entre los
pH 4 y 5, alcanzando una capacidad estatica en el equilibrio de 620 mg (Pb)/g (resina) o
3 mmol (Pb)/g (resina). En el intervalo sefialado se alcanza la mayor estabilidad del
quelato formado. A pH inferiores existe una fuerte competencia del Pb(Il) con los iones

H3O™ por los sitios activos de la resina, mientras que a pH superiores pueden formarse
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hidroxocomplejos de Pb(ll) estables, reduciendo la capacidad de los iones para la

formacion del quelato con los sitios activos de la resina.

masa de Pb(ll) retenida (mg)

pH

Fig. 5. Influencia del pH en la retencién de Pb(ll). Buffer de
hidrégenoftalato 10 mmol L™

masa de Pb(ll) retenida (mg)

-

Fig. 6. Influencia del tiempo de contacto sobre el porcentaje
de retencién de Pb(Il)

La capacidad estatica en el equilibrio encontrada para la resina modificada representa
una relacion Metal-Quercetina inmovilizada de 2,3:1. Esta relacion es ligeramente
mayor a la esperada (2:1) atendiendo a los posibles sitios de quelacion de la quercetina.

Este comportamiento puede explicarse en funcidén de una posible interaccion de algin
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grupo hidroxilo libre de la quercetina despues de formar quelato, con iones Pb(ll),

reteniendo un pequefio exceso de los mismos.

Estudio del tiempo y porcentajes de retencion y recuperacion

Como se puede apreciar de la figura 6, la retencion de los iones Pb(Il) por la resina
modificada ocurre en un alto porcentaje (97,9 £ 0,5 %) y en un tiempo menor de 30
segundos. Estos valores son superiores a los obtenidos porAbou-EI-Sherbini, et al. para
la retencion de Mn(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) y zZn(ID[9]. Los porcentajes de

recuperacion en medio HNO3; 6 mol L fueron de 100,4 * 3,4 %.

En el trabajo se demostré que la reaccion de inmovilizacion de la quercetina sobre
resina de Merrifield, empleando sintesis orgéanica en fase sélida asistida por microondas,
posibilité la obtencién de un material altamente eficiente para la sorcion de iones
plomo, en un tiempo muy corto (10 min) y con elevado rendimiento. Los ensayos
preliminares mostraron que la resina modificada posee buenas caracteristicas como
material sorbente de iones Pb (Il), con una capacidad estatica en el equilibrio de 620
mg/g; un tiempo para establecer el equilibrio inferior a los 30 segundos con porcentaje
de retencion alrededor del 98 % Yy recuperacion entre el 95 y 105 %, utilizando HNO3 6
mol Lt como eluyente. A pesar de que en nuestro trabajo se describen Gnicamente las
mediciones para Pb (Il), tanto la reaccién de inmovilizacion como los estudios de
sorcion pueden aplicarse al analisis de otros iones metélicos. Los resultados presentados
en este documento, sin duda, sientan las bases para futuros enfoques en el desarrollo de
nuevos materiales sorbentes que permitan el monitoreo de iones metalicos en tiempo

real.
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