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RESUMEN

Se estudi6 par espectrofotomelria UV-vis, fluarescencia y RMN H', la
autoasaciacion de la Coproparfirina | (Cpl) en disolucién acuosa como modelo para
explorar los factores que contribuyen a las interacciones denominadas n-n. Se
cuantificaron diferentes efectos del medio como son: el pH, la fuerza idnica, la
naturaleza del electrolito, codisolventes y la temperatura.

Las sales como NaCl, KNO, y KCI, promueven la dimerizacion de Cp!l y los
calidnes Ca?" son atin mas efectivos. Por el contrario, las sales cuaterarias de amonio
y los codisolventes empleados (metanol, etanol, dioxano y acetona) promueven la
monomerizacion. Los efectos del pH y la fuerza idnica se explicaron mediante un ciclo
de equilibrios que involucran el monémero, el dimero y las respectivas especies
protonadas.

Los parametros termodindmicos evaluados para el proceso de asociacién
dependen de la caracteristica observada en Ja molécula y se encontré compensacion
con los valores de otras porfirinas en diferentes disoiventes.

Se estudid Ia cinética de insercidn del lon Cu® en la molécula de Cpl, utilizando
el complejo de bis(etilendiamina) de cobsre (il). Se comoboré el mecanismo que
involucra un intermediario fipo SAT (sitfing-atop) y se presenta evidencia de la baja
reactividad de fa Cp! dimerizada. Como un efecto paralelo, se observd que ia molécuia

de etilendiamina interacciona con fa Cpl aun en ausencia del ion metalica.
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1.1 Naturaleza de las interacciones n-n

Las interacciones no covalentes entre moléculas aromaticas tienen un papel
determinante en el tipo de estructuras y propiedades de los sistemas moleculares en
biologia, quimica y 1a ciencia de los materiales. Estas interacciones llamadas cominmente
n-n, se conocen desde hace mucho tiempo, mucho antes de que el concepto de
aromaticidad fuera bien entendido.'

Se sabe que estas interacciones controlan diversos fenémenos de reconocimiento
molecular y autoensamblaje, tales como la estabilidad del DNA pur medio de la interaccion
entre pares de sus bases, el reconocimiento molecular de farmacos por receptores
biolégicos y enzimas, la estructura terciaria de las proteinas, la complejacion en muchos
sistemas huésped-anfitrién y la agregacién de porfirinas. No obstante, Ia fuerza directriz
que promueve este tipo de interacciones aln no estd bien entendida. Cuando los
investigadores obtienen resultados inesperados en un sistema que contiene electrones =,
normalmente tienden a invocar los poderes miticos de las interacciones n-n, del
apilamiento n (n-stacking), de las transferencias de carga, de las interacciones n acido-n
base o de las interacciones electrodonador-electroaceptor. El amplio nimero de términos
utilizados para describir e} mismo fendmeno refleja la confusién existente acerca de la
naturaleza exacta de estas interacciones.>>

Hasta el momento, no existe un modelo adecuado que explique las observaciones
experimentales para este tipo de sistemas. A partir de célculos ab initio, semiemplricos y
de dindmica molecular se han podide reproducir resuitados experimentales para un
nimero limitado de sistemas, pero no explican el mecanismo basico de estas
interacciones.*®

Hunter y Sanders® han propuesto un madelo electrostatico donde las interacciones
7-n ocurren cuando una interaccidn atractiva entre los electrones n y la estruclura o
producen contribuciones mas favorables con respecto a la repulsién de los electrones n.
También han informado que mediante la inclusién de la molécula 1,4-diazabiciclo[2.2.2]
octano (DABCO) en el dimero de una metaloporfirina unida covalentemente, figura 1.1.1,
es posible evaluar la magnitud de la interaccion entre los planos de la molécula de
porfirina. E{ valor estimade para la energia de esta interaccién fue de -112.4 Kcal/mol."’

Introduccion



Zn 7n

v Zn T - Zn

Figura 1.1.1 Dimero covalente de una metaloporfirina de Zn y su interaccion con la molécula
DABCOQ. AH,., = -11£2.4 Kcal/mol ¥ Se han omitido los nitrégenaos pirrdlicos para mayor claridad.

En general, son varios los factores que conltribuyen a la magnitud de cualquier
inferaccién no covalente entre dos moléculas'®: i} Las interacciones de van der Waals,
también llamadas fuerzas de dispersidn, que es la suma de la energla de atraccién y de
repulslén debida a dipolos transitorios en una molécula, ii) fa interaccion eleclroslética,
término que se utiliza para referirse a las diferenles contiibuciones debido a cargas
permanentes, dipolos o multipolos en una molécula, iii) /a energla de induccién que es la
interaccion entre distribuciones estaticas de carga de una molécula y el cambio inducido
en la distribucion de carga de la otra, iv) las lransferencias de carga (charge transfor, CT
por sus siglas en inglés) que se explican como una estabilizacién debido a la mezcla del
estado basal (AB) de las moléculas y el estado excitado de cargas separadas (A'B’) y v)
la diferencia en la energla de solvatacién de [as molécuias separadas y la especie
asociada.

Una contribucién adicional es que las especies de carbono aromaticas son
generalmente consideradas hidrofébicas debido al comportamiento que el benceno y sus
derivados no polares muestran al ser transferidos de un liquido puro hacia un medio
acuoso (AH es pequefio y positivo o negalivo, AS es grande y negativo, ACp es grande y
positivo). Estas caracteristicas termodindmicas, también mostradas por hidrocarburos
saturados, han sldo cominmente explicadas como una preferoncla de las moléculas de
agua a interaccionar mas entre si que con el hidrocarburo. Las moléculas de agua
forzadas a estar cerca del soluto no polar tienen un exceso de energla libre que se

manifiesta por el alto grado de orden que presenta el seno de la disolucién acuosa.'""?
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Por et contrario, la autoasociacion de heterociclos arométicos en disolucion acuosa,
por ejemplo derivados de purinas y pirimidinas, es entalpicamente favorable pero
entrdpicamente desfavorable. La explicacion que se ha dado es que este tipo de
asociaciones son promevidas por atracciones entre cargas parciales dentro de los anitlos
adyacentes, mas que por la exclusion mutua de las moléculas de agua. Esto también se
ha denominado como un efecto hidrafbico na clésico.”

En el campo de los sistemas huésped-anfitrion, Diederich ha estudiado la
importancia de las interacciones entre moléculas aromaticas en la farmacion de camplejos
entre ciclofanos y diversos huéspedes. Ha establecido que la polaridad del disolvente
(correlacionada con el pardmetro de solvatacion de Reichartd, E;) incrementa las
constantes de asociacion (:106 veces) al pasar de un disolvente no polar a uno poiar,""'5

En los Gltimos afos se han aportado pruebas a favor de que fas interacciones
electrostdticas son las que detenminan la orientacion de fas interacciones entre moléculas
aromaticas'®? Por ejemplo, en el estudio de la energla de la bairera de rotacion para
diarilnaftalenos sustituidos, figura 1.1.2, la menor energla de rotacién se tiene cuando los
sustituyentes son electrodonadores (X+=Y=0Me), mienlras que la barrera energética mas
alla se manifiesta con sustituyentes electroatrayentes (X= NO,, Y= COOMe). La energla
intermedia se tiene cuando hay un sustituyente electroatrayente y otro electrodonador.
Este Ultimo caso es el que favorecerla la interaccién mediante un mecanismo de
transferencia de carga o por interacciones donador-aceptor. La evidencia anterior indica

que los anillos aromédticos mantienen una posicion paralela mas estable cuando fa
2,19,20

repulsion electrostatica disminuye.

Flgura 1.1.2 Equilibrio de epimarizacion para 1,8-diarilinaltalenas sustituidos.

Introduccidn
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Otra ejempio es fa geometrla que presenta la asociacion de la molkécula du

benceno en estadoe solido y en el estado liquido.” "™ "

La resolucion de ia estructura
cristalina y simulaciones del tipo Monte Carlo han perntido determinar que 1a geometria
cara a cara tiene una menor estabilidad que una geometria cara a cara hgeramente

desplazada (A) o un arreglo perpendicular (B), figura 1.1.3.

®
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Flgura 1.1.3 Geometrias estables para el dimero de benceno

Existen evidencias que confirman la importancia de las interacciones de van der
Waals, electrostaticas e hidrofébicas en las llamadas interacciones n-r. En el caso de las
transferencias de carga (CT) y las interacciones donador-aceptor (electrodonor-aceplor,
EDA por sus siglas en inglés) se ha encontrado de forma tedrica y experimental que
consisten principalmente de contribuciones de origen electrostético.?"*

Si deseamos entender verdaderamente el papel de las interacciones n-n en el
control de varios sistemas quimicos y bioldgicos o construir receptores sintéticos con
propiedades especlficas en el reconocimiento, es muy importante conocer la magnitud
relativa de cada una de estas contribuciones.

A pesar de la gran cantidad de literatura existente acerca de estas interacciones, no
hay atn un estudio experimental sistematico de moléculas aromdticas simples que sin
ambigliedades establezca la importancia relativa de estas conbribuciones. Dentro de las
moléculas aromaticas, las porfirinas presentan un comportamiento quimice y propiedades
espectrascopicas particuiares, que las hacen muy atractivas como modelo para estudiar fa
naturaleza de éstas interacciones en disoluclén.

Introduccidn
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2,1 Poffirinas. Generalidades

Las porfiinas son compuestos derivados de !a porfina, figura 2,11, por la
sustitucion de alguna o todas las posiciones periféncas. La quimica de este tipo de
compuestos ha sido estudiada extensamente desde el siglo pasado y existen compendios

espiéndidos acerca de su reactividad, distribucion e importancia biologica.”

3

1
R
g 3

Figura 2.1.1. Anillo de la molécula de Porfing. Posiciones periféricas substituibles 1-8 y posiciones
interpirrolicas «,B,y y 8, lamadas cominmente meso.

Ef macrociclo de la porfirina esta altamente conjugado y pusden escribirse muchas
formas resonantes, Hay 22 electrones n, pero solamente 18 de estos estan Incluidos en la
deslocalizacion de acuerdo con la regla de Hilckel (4n+2) para el criterio de aromaticidad.
Las porfirinas son compuestos altamente coloridos y sus principales bandas de absorcion
tienen coeficientes de absorlividad muy grandes siendo la banda de Soret, ubicada
alrededor de los 400 nm, caracteristica de la conjugacion del macrociclo.

La porfirina puede verse como un anfolito con dos &lomos de nitrégeno capaces de
aceptar protones y dos grupos NH susceptibles de perderlos. Formalmente pueden
escribirse {os siguientes equilibrios para las constantes de acidez de una porfirina sin

grupos laterales ionizables:

Koy PR PR
§ em— B s 3 . rmm————— 2.
PH, PH, PH P
P

N o T T

{yA’ 4 N
PH,2

Antecedentes
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Las porfiinas se comportan camo acidus muy débiles, de manera que para
observar la especie deprotonada (P”) se requiere de sustancias tales como el alcoxido de
sodio. Las porfirinas que se encuentran en la Naturaleza, poseen normalmente cadenas
faterales de dcidos carboxllicos, para estos grupos se ha propuesto una ionizacién de
manera simultdnea con los nitrégenos pirrdlicos con un aparente incremento en la
basicidad de la porﬁrina.26 Normaimente, para evitar esta complicacién se trabaja con los
ésteres de los acidos carboxilicos pero con el inconveniente de la insolubilidad en medios
acuosos. Las cadenas de 4cidos carboxllicos cominmente encontradas en las porfirinas
naturales, son los grupos carboximetil y f-carboxietil, A pesar de que no se ha podido
determinar directamente la acidez de estos grupos en las porfirinas, algunos célculos han
propuesto que el pK, para una porfirina monocarboxilada es de 4.8, dicarboxilada = 5.6,
tetracarboxilada = 6.5 y octacarboxilada = 737

Los pigmentos pirdlicos (porfirinas, clorofilas, vilamina By, pigmentos biliares)
constituyen la materia colorida mas abundante en los sistemas naturales. Algunos de ellos
se presentan como complejos con iones metélicos y tienen un pape! importante en fos
sistemas vivos, por ejemplo el grupoe hemo (complejo de hierro () de la protoporfirina 1X)
que es el grupo prostético de la hemoglobina y la mioglobina y se encuentra presente en
los citocromos y en tas enzimas peroxidasa y catalasa.**

Los isdémeros | y Il de coproporfirina y uroporfirna, asi como fa protoporfirina IX,
tabla 2.1.1, son encontrados frecuentemente en su forma libre en sistemas biologicos. Se
conoce que son infermediarios en fa biosintesis del grupo hemo y noimalmente se
encuentran en cantidades pequefias en los tejidos y en fa orina, ademas de que son
excretados por muchos microorganismos." Altas concentraciones de estas especies se
presentan bajo ciertas condiciones patoldgicas junto con cantidades reducidas de otros
isémeros. La Protoporfirina IX y las coproporfirinas se encuentran también en las ralces
de las leguminosas y en trazas en plantas mas grandes, mienfras que pequenas
cantidades de uroporfirinas se encuentran en fas hojas.

Antecedentes



Tabla 2.1.1 Porfinnas que se encuentran en la Naturaleza en su forma hbre.

Las posiciones estan referidas a lo indicado en Ia figura 2.1.1.

Porfirina 1 2 3 4 § 6 7 8 [meso
Deuteroporfirina-IX{ Me | H { Me | H | Me | P" | P* [ Me | H
Protoporfiina-iX | Me | v [ Me | V [ Me | P' | P | Me | H
Coproporfirinal | Me | P" | Me | P" | Me | P" | Me | P* | H
Coproporfirina il | Me | P" | Me | P" | Me | P" | P" | Me | H
Uroporfiinal | A" | P* | A | P [ AR | PY | A" | PY | H
Uroporfirina it { A" | P | A" | P | A" L P L PY | A" | H

Me= metilo, V= vinilo, P" =p-carboxietit, A" = carhoximetil

Antecedentes
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2.2 Asociacién de Porfirinas y Metaloporfirinas
La reactividad de las porfirinas es amplia y variada, figura 2.2.1. En este espacio
queremos hacer énfasis solamente en la gran capacidad que tienen para formar
agregados estables con ellas mismas o con otras moléculas aromaticas y de interés
biolégico, mediante interacciones no covalentes. Esta caracteristica hace a la porfirina una
molécula interesante como modelo para estudiar la naturaleza de las interacciones n-r.
Las asociaciones que pueden presentar las porfirinas son de dos tipos:
1) autoasociacion
2) heteroasociacion.
La autoasociacién es el proceso por el cual un determinado soluto interacciona
consigo mismo para formar especies estables, que pueden ser dimeros, trimeros o

polimeros de orden mayor.

+ +
PH,*® %*— pH.E L, PH, =, e =t p©
Didcido 3 L Base Dianien

X libre

¢ N /O

\m\ LPHy) ‘HM (PHo)z . (MP),, PM MP)
Heteroasociacion Autoasociacion
R
e“ U

MP- = MP e MP = MP e mp
MP: Complejo
M*P metdlico L

Especies hv \ l—
redox MP P Proteina
A reconstituida
Foloquimicas
Flgura 2.2.1, Readlividad de las porfirinas, PH,= porfirina libre, M= ion metdlico, L= ligante

La autoasociacién de ias porfirinas y ias metaloporfirinas es un fenomeno que se
conoce desde hace tiempo. Se ha detectado principaimente por métodos
espectroscopicos (UV-visible, fluorescencia, RMN, Raman ).'*** EI espectro electrénico
en la regién ultravioleta-visible (UV-vis) presenta dependencia de la concentracién de la
porfirina.®** La observacion de batocromicidad en el espectio se ha tomado como
evidencia de la especie asociada y en muchos casos ésta se promueve por la presencia

Antecedentes



de sales en medios acuosos. %' Las porfirinas tienen Ia ventaja de ser evaluadas por ta
observacién de fos cambios especirales en fa banda de Soret (¢ ~ 5%10%), lo que permite
detectarlas en concentraciones muy pequenas.

Por ofra parte, el espectro de resonancia magnética nuclear protonica (RMN H')
depende del disclvente, 1a concentracién y la temperatura. Esto refleja también la
tendencia de las porfirinas hacia la autoasociacion.”? El cambio en los desplazanientos
quimicos en las porfirinas se ha explicado como ta combinacién de ta fuerte anisotropla
magneética que presenian los sistemas aromaticos debido a ta induccidn de un campo
magnético por la corriente generada en el movimiento de los electrones n (cotriente de
anillo), provocando una proteccion adicional a los protones meso y ademas, debido
también a las interacciones intermoleculares especificas del sistema n de una molécula de
porfirina con los protones de la otra.**

Durante los Ultimos anos se ha puesto énfasis en el estudio de porfirinas sintéticas
que son solubles en agua, en particular, aquellas que estan sustituldas en la posicion
meso, tabla 2.21. Estas porfiinas forman agregados que presentan una fuerte
dependencia de Ia carga de ia porfirina y del medio (fuerza ibnica, pH y disolventa),

La preferencia a la autoasoclacién de las porfirinas cargadas negativamente (i.e.
TPPS, o TCPP) es notable. Esta tendencia no se habla observado en porfirinas cargadas
positivamente como TMPyP (telrakis(N-metil-2-piridinio) porfirina) hasta hiace poco tiempo
que se encontrd evidencia cualitativa de porfirinas con grupos amonio o aminas terclarias
con cargas positivas que tienden a la autoasociacion en medio acuoso.#4%

De acuerdo con varias observaciones experimentales se han propuesto tres tipos
de autoasociacién en las porfirinas y metaloporfirinas:®® i) una asoclacién débii de la
porfirina fibre en disojventes no acuosos debido a “Interacciones n-x", §i) una asociacién
que se incrementa por la presencla en el macrociclo de iones metélicos tetraccordinados
en medios acuosos vy iif) una asoclacion que se promueve por la interaccién det ion
metalico de una molécula de metaloporfirina y los sustituyentes pariféricos de otra.

Como se ha descrito, el gradoe de autoasociacidn de las porfirinas es dtectado por
diversos factores como la presencla de sales, ia presencia de un ién metalico vy el
disalvente. Sin embargo, hasta la fecha no se ha llevado a cabo un estudio sistematico

para evaluar la influencia de cada uno de estos factores y el mecanismo de la asociacion,

Antecedentes
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Tabla 2.2.1 Constantes de formacion del dimero para diversas parfirinas

Porfirina K (M) [ medio Peleruncla

..o sustividasenmeso e
PPIX(en), 7.5x10° H;0. 04 MKNO,, pH= 6.0, 25 °C 32
PPIX(en), 1x10° 25% etanol, 0.1 M KNO,, pH= 6.0, 25°C 32
Protoporfirina IX >10° H0, 0.1 MNaCl,pH=7.0,25°C | 39

ehebienasisinets et sratte g Y irsneiisin sus“'u’das €11 mesa renreieniens e iire st e e e e s
TPPS, 4.82x10" H,0, 0 4 MKNO,, pH=75 (TRIS), 25°C | 33
TPPS, 9.6x10" H,0, 20°C 35
TCPP 455x10' H,0, 0.1 M KNO,, pH=7.5 (TRIS), 25°C | 33
CuTPPS, 8.7x10* H,0. 20°C 35
PATPPS, 2.4x10° H,0, 20°C 35
CuTCPP 1.7x10° H;0, 0.1 MKNO,, pH=7 6 (TRIS), 26°C | 34
NITCPP 1,6x10° H,0. 0.1 MKNO,, pH=7.5 (TRIS), 26°C | 34

PPiX(en), = tetrakis(etilendiamina) protoparfirina 1X, TPPS; = tris(4-sulfonatofenit) porfirina,
TCPP= tetrakis(carboxifenil) porfirina, TSSP, = tetrakis(4-sulfonatofenil) porfirina

Por otra parte, el proceso de heteroasociacion, que se presenta cuando la porfirina
interacciona con especies diferentes a ella (ligantes), es por mucho el mas estudiado. La
gran mayorla de las investigaciones se han realizado con porfirinas sintéticas sustituidas
an la posicién meso y con dimeros unidos covalentemente.***’ £l tipo de fligante estudiado

48,49

ha sido muy diverso: ciclodextrinas,®*® quinonas,”® amincacidos,®' fenantrolinas,®

ftalocianinas,** nucledtidos y nucledsidos,™ DNA*4555% y diversas moléculas aromaticas
con sustituyentes con carga.”™**

Parte de esta preferencia se debe a que el estudio experimental de la
autoasociacion es mas dificii que el de la heteroasaciacion, ya que se dispone de un
grado de libertad menos, el que corresponde a la cancentracidn del ligante. Por otra parte,
para poder detectar, evaluar e interpretar correctamente los procesos de helercasociacion
s necesario conocer la posible autoasociacién de las moléculas que estén implicadas.

Par mucho tiempo se ha creldo que la estructura de los agregados formados por la
asociacion de porfirinas es simplemenle un arreglo paralelo donde la superficie de
contacto es jnaxima, lo que aptimiza las interacciones de van der Waals. Algunos calcules

de mecanica molecular predicen esta confarmacién, sin embargo, se ha encontrado

Antecedentes
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evidencia expenmental mediante estudios por RMN de metaloporﬁrmas“'5J y dimeros
covalentes,® en donde la conformacion preferida es una estructura ligeramente
desplazada (offset) figura 2.2.2.

—_—
354

Figura 2.2,2, Estructura de la asociacién en metaloporfirinas y dimeros covalentes. Se ha omitido
ol metal para mayor simplicidad.

Por otra parte, se ha estudiado también la heteroasociacién de porfinnas con
diferente carga o diferente centro metalico, tabla 2.2.2. El valor de la constante para Ia
heteroasociacion es mucho mayor que para la autoasociacién ya que principalmente se
trata de interacciones ion-ion. Estos estudios son muy importantes debido a sus posibles
aplicaciones como sistemas fotosintéticos artificiales.®*® Precisamente, una gran
motivacion para la realizacion de investigacion en este campo es la mimetizacion del
centro de reaccion de las clorofilas, el cual es un oligémero de clorinas, donde se llevan a
cabo transferencias electrénicas eficientes.®

La presencia de surfactantes es uno de los efectos del medio que ha tenido
especial atencion, por que evita la asociacion de las porfirinas en disolucion acuosa y

ademas, permite estudiar la heteroasociacion en un medio organizado.‘%4'%
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Tabla 2.2.2 Heteroasociacion entre porfinnas con diferente carga

Porfirinas K, (M) Moadio Referencia
TPPPS,-TTAP 9x10’ H,0-Acetona (1:1), 25°C 39
CuTTAP-ZnTPPS, 137x10 H,0-Acetona (1°1), 25°C g
ZnTCCP-ZnTMPYP 6.2x10° H,0-Metanal (4:1), 25°C 38

TTAP= meso-tetrakis{p-lrimetilfenilamanio) porfirina, TMPyP= telrakis(N-metil-2-piridinio) porfirina,
TSSP, = fetrakis(4-sulfonatofenil) porfirina

La forma como se ha explicado la accion de los sutfactantes con fas porfirinas es
mediante una interaccidn entre las partes polares de ta porfirina (los nitrégenos pirrélicos y
los sustituyentes laterales) y la parte polar del surfactante, mientras que las partes no
polares & hidrofobicas también interaccionan, evitando asl, la asociaciéon con otras
motéculas.

Por si mismo, el estudio de fa autoasociacion es de gran relevancia, pues
constituye la base de tos fenomenas de autoensamblaje, mecanismo que es utilizado por
los biopolimeros para construir estructuras complejas. La informacién necesaria para la
canstruccion de estas esfructuras estad contenida en las propias moléculas, sin que se
requieran mecanismos de regulacién adicionales, ¢

Dentro de los equilibrios de autoasociacién, la formacién de dimeros tienen una
imporiancia especial, ya que son los proceses de asociaclon mas sencillos y en cierto
modo, los mas frecuentes. Se piensa que el primer paso en la asociacion de las
blomaléculas es precisamente el encuentro de un par de ellas controlado por difusion,

En este sentido, la autoascclacion de las porfirinas tiene un gran interés debldo a la
influencia que presenta en propiedades tales como (3 transferencia electronica
fotolnducida,®** el enlazamiento a proteinas y al DNA,% en ia relajaclon de los protones
del agua inducida por compuestos porfirlnicos usades como agentes de contraste en
RMN.% en 1a cinética de insercion de los lones metélicos y sus aplicaciones analiticas,”
asf como en los usos potenciales de fas porfirinas como farmacos antinoeplasicas,“ en

sistemas cataliticos™ y fotoquirnicos.®
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2.3 Coproporfirina |

En la mayoria de los trabajos en autoasociacion y heteroasociacion de porfirinas se
han utilizado porfirinas sintéticas sustituidas en la posician meso y sus complejos
metalicos. La razdn del cambio hacia el estudio con estas especies obedece a que
introduciendo grupos ionogénicos en los sustituyentes meso facilitan la disolucion en agua
y en muchos casds, s evita la autoasociacidn. Sin embargo, este cambio puede tener sus
inconvenientes, ya que la sustitucion en meso cambia las propiedades de las porfirinas y
la extension de los resuitados hacia sistemas bioldgicos, donde la mayoria de las
porfirinas tiene 1a posicion meso libre, no es del todo realista. Por esta razédn, decidimos
estudiar una porfirina natural, caracterizando primero su comportamiento en disolucion
acuosa como uh primer paso hacia el estudio de otros efecles.

La Coproporfirina { (Cpl), figura 2,3.1, es una porfirina natural soluble en agua. La
molécula es un tetraanidn si estan desprotonados los carboxilos en disolucion acuosa. La
basicidad del éster de Cpl en disolucidn acuosa se ha determinade Unlcamente en
presencia de medios micelares de dodecll sulfato de sodio y el valor encontrade para el
pK,; fue de 55 a 20°C.% Sin embargo, este valor no es adecuado para el estudio que
pretendemos, ya que los surfactantes tienden a desplazar ei pK, por lo que se podrla
esperar un valor diferente para la Cpl no esterificada en disolucion acuosa.

Figura 2.3.1 Coproporfirina | (Cpl).
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Por otra parte, sdlo se ha informado ta constante de asociacion para el isomero i
de la Coproporfirina en CDCl, por RMN H' y tiene un valor de 3.5 M. Para el mismo
isdmero el complejo con TI (Ill) tiene una constante de asociacién de 4.11 M™* en CDCI,. ™

E} espectro de fluorescencia de Cpl a pH > 6.9 se ha observado que presenta dos
maximos, uno en 670 nm y otro mas intenso en 610 nm, figura 2.3.2. Las especies
metaladas de Cu, Ni, Co, Fe, y Mn no presentan fluorescencia, mientras que el complejo

con Zn tiene dos méximos en 580 nm y 630 nm.”

10000 }-
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Figura 2.3.2 Especlro de fluorescencia para Cpl
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Con el fin de encontrar evidencia experimental que nos permita elucidar el
mecanismo de asociacion de las porfiinas en medio acuoso y evaluar las diferentes
contiibuciones a la interaccion denominada n-n, en este lrabajo se estudiard el
comportamiento en disolucion acuosa de la Coproporfirina | (Cpl) y se cuanlificaran los
efectos que presentan los siguientes faclores sobre el equilibrio de autoasociacién:
¢ La presencia de sales y su naturaleza
¢ El pH del medio

¢ La presencia de codisolventes

¢ Latemperatura

Adicionalmente, se estudiard la cinética de insercién de un ion metalico en la
Coproporfirina |, con el objeto de elucidar el mecanismo de la reaccidén y los efeclos

derivados de la autoasociacién de la porfirina.
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4.1 Reactivos

La coproporfirina | (21H,23H-Porfina-2,7,12,17-tetradcido propanoico-3,8,13,18-
tetrametil {531-14-6] ) se obtuvo comercialmente de Aldrich en la forma del clorhidrato. Se
verific su pureza mediante las espectroscopias en UV-vis y RMN H', y se utilizé sin
purificacion posterior.

Los disolventes utilizados fueron Metanol Anhidro (Mallinckrotd), Etanol Absoluto
(Mallinckrotd), Acetona (Baker) y Dioxano (Mallinckrotd) los cuales se purificaron, en caso
necesario, de acuerdo con los métodos descritos en la literatura,”

La etilendiamina se obtuvo en la forma de ciorhidrato a partir de la etilendiamina
comerclal (Baker) y se purificd por recristalizaciones sucesivas. Las disoluciones stock
utilizadas fueron preparadas momentos antes de cada experimento.

Todas las sales utilizadas que se enlistan a continuacion fueron de calidad RA, se
secaron en una estufa al vaclo hasta peso constante y se utilizaron sin ulterior
purificacion.

Cu(NO,), 2.5 H,0 (Mallinckrotd ), Cd(NO,y4H,0 (Baker), NaCl (Mallinckrotd), KNO,
(Baker), KC! (Merck), KI (Baker), KSCN (Merck), Ca(NO;);4H,0 (Merck), (CH,CH,),N)CI
(Fluka), (CH;(CH,)3)N)C! (Aldrich), CHy(CH,),sN(CH,)Br (Aldrich).

4.2pH

El pH de todas las disoluclones se determin6 con un pH-metro Orion modelo 710-A
con una precision de +0.005 unidades de pH y electrodos de vidrio combinado y
semimicro de la marca ROSS®. Las disoluciones amortiguadoras se prepararon de
acuerdo a las técnicas descritas en la literatura utilizando reactivos de calidad RA y agua
purificada con el equipo Milli-Q Water Reagent System.™

4.3 Estudios por espectroscopia de absorcién electrénica en ia reglén UV-visible

Se utilizé un espectrofotémetro HP8452 de arreglo de diodos (ventana espectral de
190 nm a 820 nm y resolucion de 2 nm) acoplado a un controlador de temperatura Peltier
HP 89090 (+0.1°C) y celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico.

Los estudios se llevaron a cabo con disoluciones de Cpl entre 5x107 My 1x10° M,
las cuales se prepararon a partir de una disolucion stock de Cpl 5x10° M mediante las
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diluciones adecuadas. La disolucion stock se preparé pesando la cantidad necesaria de
Cpl, disolviéndela en un volumen pequeiio de NaOH 0.1 M, neutralizando el exceso de
sosa con HCl conc. y adicionando agua deionizada suficiente para el volumen requerido.

La disolucion es estable por varias semanas si se guarda a bajas temperaturas.

4.4 Estudios por espectroscopla de emision electronica (fluorescencla)

Se utilizé un espectrofluorémetro Fluoromax-Spex (ventana espectral de 200 nm a
800 nm) acoplado a un bafo de temperatura controlada (£1°C) y celdas de cuarzo de 1
c¢m. Los estudios se llevaron a cabo en concentraciones de Cpl entre 1x10° My 1x10° M,
las cuales se prepararon a partir de disoluciones stock de Cpl 5x10° M mediante las
diluciones adecuadas. Los espectros de emision para Cpl se obtuvieron con una fongitud
de onda de excitacion en 392 nm (A, del espectro UV-vis) y una apertura (slit) de 0.5
mm,

La Cpl metalada con Zn** se prepard adicionando un exceso de Zn(Acelato), a una
disolucion de Cpl para tener una concentracion total de n® igual a 5.5x10°* M y de Cpl
5.5x10° M. Se observd el cambio en los espectros de fluorescencia hasla que permanece
constante |a banda en 376 nm correspondiente al complejo de Cpl-Zn (~ 1 Hora). A partir
de esta disolucion stock se tomaron alicuotas para preparar las disoluciones utilizadas en

los experimentos.

4.5 Estudios por espectroscopia de RMN H'

Se utilizaron dos equipos de marca Varian a 500 Mhz y 300 Mhz. En este Uitimo se
llevaron a cabo los experimentos a diferentes temperaturas y concentraciones de Cpl. En
ambos casos se parti6 de una disolucion stock preparada momentos antes del
experimento en D,0, adiclonando una cantidad estequiométrica de Na,CO, y realizando
las diluciones adecuadas.

4.6 Condiciones generales para el estudio de cinética

Los estudios cinéticos se llevaron a cabo manteniendo condiciones de
pseudoprimer orden con respecto a la concentracidn de Cpl, con el Cu®' y Ia etilendiamina
en exceso. El pH se mantuvo constante en un valor de 9 con buffer de boratos y la
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temperatura en 25°C. La concentracion de etilendiamina utilizada (1x10°-1x10% M) se
mantuvo en el intervalo donde predomina, para el ion cu’ . el complejo bis(etilendiamina)
de cobre (I) y para el ion Cd*", los complejos etilendiamina de Cd (11) y bis(etilendiamina)
de Cd(ll}, de acuerdo con los diagramas de predominio de especies presentados en las
figuras 4.6.1 y 4.6.2.

4.7 Célculos y ajustes

Todos los célculos y ajustes de regresidn lineal y no lineal requeridos se llevaron a
cabo con el programa Microcal Origin, versidn 3.5, tomando como criterio el mejor ajuste
que reproduzca pardmetros fisicamente congruentes con nuestras observaciones

experimentales y modelos empleados.
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Figura 4.6.1 Diagrama de predominio de especies para los complejos con cu® y elilendiamina
(en). Logp, = 10.55 , Logp, = 19.6 " Las lineas verticales comesponden al Intervalo de
concentraciones utilizado.
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Figura 4.6.2 Diagrama de predominic de especies para los complejos con cd* y
etilendiamina(en). Logp;s = 5.4, Logp, = 9.6, LogP; = 11.6 T Las lineas verticales corresponden al

intervalo de concentraciones utiizado.
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5.1 Dimerizacion de la Coproporfirina | en funcién del pH y la fuerza idnica

El espectro de absorcion electrénica en la region UV-visible de Cpl muestra dos
lipos de bandas: una banda muy ancha ubicada en la region entre 360-400 nm que
corresponde a la lipica banda de Soret, la cual presenta una mayor absorcion que el
grupo de bandas comprendidas entre los 500-650 nm, llamadas bandas Q. €l ancho de la
banda en la regién de Soret y los cambios que presenta en funcion de la concentracion de
Cpl. indican que tiende a asociarse, figura 5.1.1. En concentraciones bajas de Cpl donde
la forma no asociada predomina fa banda en 392 nm es mas intensa y al aumentar la
concentracion de Cpl ta banda en 372 nm crece mas rapido. Esta (ltima banda se asigno
a la forma asociada de Cpl.
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. HEMEM
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Longitud de onda (nm)

Figura 5.1.1 Espectre UV-vis a diferentes concentraciones de Cpl.

Para el estudio cuantitativo es comodo trabajar en condiciones donde predomina
una especie con carga eléctrica conocida. Debido a que los valotes de pK, para Cpl son
desconocidos (ver seccidn 2.3), 1a tnica opcidn es convertir Cpl hacia su forma tatraionica
que se muestra en la figura 5.1.2. las condiclones se escogleron a parir del
comportamiento de la Cpl con el pH a fuerza idnica constante, figura 5.1.3.
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Figura 8.1.2 Coproporfirina | (Cp!).

La observacion de los camblos espectrales muestra que la forma deprotonada de
Cpl (A = 392) predomina a pH's mayores de 8. Los cambios en el espectro electrénico UV-
vis con el pH muestran un punto Isosbéstico, que en este momento solo es indicativo del
equilibrio entre la forma protonada y deprotonada de Cpl.
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Figura 5.1.3. Camblos espectrales en la regién de Sorel para la dependencia del pH. La flecha
indica la direccion del cembio en el especiro al aumnetar la fuerza Idnica.
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Inicialmente se llevo a cabo el estudio observando el cambio del espectro
electronico UV-vis en diferentes concentraciones de Cpl bajo la presencia de diferentes
concentraciones de NaCl a pH = 9 en buffer de boratos. Los espectros tipicos obtenidos
se muestran en la figura 5.1.4. Se observa un cambio notable de la absorcidn en 392 nm
al aumentar la concentracion de NaCi,

(Cp) = 44810 M |
=9 Bt KON

08}

Longitud de onda (nm)

Flgura §.1.4. Cambios del espectro UV-vis de Cpl como funclén de la fuerza idnica. La flecha
indica la direccién del camblo en el espectro al aumnetar la fuerza lénica.

Para cuantificar este comportamiento asumimos el equilibrio més simple, esto es, la
forma monomérica de Cpl representada como PH, y su dimero:

PH, + PH, === (PH,),

con una constante de disociacién definida como

. [Py |2

d = [(1,“/2)2} (6.1.1)
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El célculo de K, se realizé mediante una regresion no lineal a partir de los datos de
absorbancia, figura 6.1.5. La ecuacién de ajuste no lineal utilizada para ello es la
sigulente (ver apéndice 7.1) :

172
Ky e, )|, 8] €(rry), [ PH2],
A= —‘f{e PH, -‘-TL b+ —’,g;l - +"‘—”5—“ (6.1.2)

Donde epy, Y €pny, 80N l08 coeficientes de absortividad molar del monémero y del

dimero respeclivamente. L.a ecuacién 5.1.2 tiene 3 pardmetros desconocidos (K, Epne ¥
€PH ) demasiados para lograr una buen ajuste con el nimero da datos experimentales

que se tienen. Para disminulr el nimero de los pardmetros el valor de &gy, fue evaiuado

mediante la extrapolacién del £, a concentracion [Cpl] = 0.

?4’1 =9 (s Sx10°M)
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Figura 8.1.5. Ajuste no lineal de las dependencia de la absorbancia de Cpl como funcién de la
fuerza idnica. pH = 8 (boratos 6x10°>M). ey = 168940 M™* cm”!

Las constantes de disoclacién obtenidas mediante este método, tabls 8.1.1,
muestran un camblo de =100 veces en e! valor de X, al aumentar la concentraclon del
electrolito. El decremento en X,y su independencia de !a naturaleza de algunos iones con
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carga Z=1 (vor scccién 5.2) sugiere un tratamiento de estos efectos con la descripcion de
Debye-Huckel del cambio en los coeficicntes de actividad (y) en funcion de la fuerza
ionica 1.7

Las conslantes obtenidas en presencia de NaCl se ajustan muy bien al modelo de
Debye-Huckel, ecuacién 5.1.3 (ver apéndice 7.2). No obstante la carga total calculada
para Cp! (-2.5) resulto diferente del valor esperado (-4), figura 5.1.6.
o 10271

LogK = LogK; - —"—=
d I+ L15J] (54.3)

Tratamientos similares han sido utitizados por Hambright y sus colaboradores’™®

para las constantes de velocidad en la cinética de inclusion de Zn®' en Deuteroporfirina IX,
Coproporfiirna Ht y Uroporfirina 1 ( di-, tetra y octacarboxiladas respectivamente). Ellos
observan una marcada dependencia de la fuerza idnica en Ia velocidad de incorporacion
de Zn®, la velocidad disminuye al aumentar la fuerza i6nica, y obtienen correlaciones con
una ecuacion semejante a la ecuacidon 5.1.3, con cargas efeclivas de -2.7 para
Uroporfirina (-8), -1.7 para Coproporfirina (-4) y -0.4 para Deuteroporfirina (-2). Sin
embargo, no toman en cuenta la posible asociacién de estas porfirinas y al parecer, sus
resultados solo reflejan un diferente grado de asoclacioén de las porfirinas promovido por la
presencia de electrolitos en la cinética de Incorparacién de Zn®',

Tabla §.1.4. Constantes de disoclacion calculadas con el ajuste no lineal de la ecuacion 5.1.2 en
funcién de la fuerza ibnica (NaCl). pH = 9 (Boratos Sx10°°M).

INaCIM | K, x10'M | epMom'*

Buffer 2.06 108 102900
5x10° 1.6110.25 102900
1%10° 1.16 £ 0.15 102900

5x10° 0.25 £ 0.053 102900
1x10" | 0.121£0.005 102900
310" | 0.045 1 0.0045 102900
5x10" | 0.0150,0003 102900

* el coeficiente de absortividad del dimero que se obliene en Ia regresion no hneal junto con K, , se lomo dei
ajuste con menor error para esle parametro ( 1%) y se dejo conslante para los siguientes datos.
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Figura 8.1.6. Ajuste no lineal a la ecuacion 5.1.3 para los datos experimentales de Ky en
presencia de diferentes concentraciones de NaCl.

Se han propuesto algunos modelos para elucidar el mecanismo de agregacion
promovido por |a presencia de electrolitos y el pH. Se ha sugerido que la neutralizacién de
los carboxilatos laterales es la responsable de la agregacion en la Uroporfirina.®! Shelnutt
y colaboradores”’ han propuesto un modelo matemético que se ajusta muy bien a las
dependencias del cambio de absorbancia en funcién de la concentracién de NaCl para
metalo-uroporfirinas. En el modelo se atribuye |a agregacién de las porfirinas a un proceso
de enlazamiento de un catibn a cada uno de los carboxilatos laterales en forma
independlente. Como resultado de esta neutralizacién, la repulsidn de los grupos laterales
disminuye. Especulan acerca de ia posibilidad que esta neutralizacién sea mas fuerte con
los protones a talgrado que lleva a la precipitacién.

En nuestros resultados hemos observado que para el caso de Cpl, ambos procesos
no parecen llevarse a cabo bajo el mismo mecanismo. Las dependencias de los espectros
de absorcién con respecto ai pH y la presencia de NaCl presentan algunas caracteristicas
distintas
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i) en la dependencia del pH se observa a un punto tsoshéstico, figura 5.1.3 ol cual estd
ausente en la dependencia de NaCt | figura 5.1.4.

ii) cuando se llega a pH's bajos, pH = 5.8, ta banda en 372 practicamente tiene la nsma
absorbancia que la banda en 392 a pH = 9. Mienlras que en el caso de la adicion de NaCl
hay un abatimiento de la absorbancia de {a banda en 372 nm.

iV) al analizar la parte del espectro electrénico en la regidn comprendida entre 500 nm y
700 nm, figura 5.1.7, se observan 4 bandas denominadas bandas Q que presentan
sensibilidad a la asociacion de Cpl. Estas bandas estan ubicadas en 500 nm, 536nm, 556
nm y 608 nm y son asighadas como Q,(1,0), Q,(0.0), Q,(1,0) y Q,(0,0) de acuerda con la
simetria de Cpl (C,) y asignaciones previas.®

En particular llama la atencién la aparicion de una banda en 460 nm cuando se
adiciona NaCl en altas concentraciones que no aparece en la dependencia del pH. Al
inspeccionar la intensidad relativa de las bandas Q en la dependencia de la fuerza idnica
estas no cambian de orden. Si las numeramos de izquierda a derecha el orden sigue
siendo Q;>Q,>Qy>Q,. Por otra parte, en la dependencia del pH se observan puntos
Isosbésticos bien definidos y hay un cambio en la intensidad relativa de estas bandas
hacla Q;>Q,>Q>Q, E! cambio anterior ha sido interpretado como el efecto de la
protonacién de los carboxilatos laterales que llevan a la formacion de un grupo
electroatractor.”® No obstante, la anterior aseveracion es dudosa ya que un grupo tan
alejado del macrociclo dificimente puede producir tales efectos como se demuestra al
esterificar los carboxilatos laterales, los cuales no cambian la forma del espectro ni su
posicin.?

De esta forma, a pesar de una semejanza cualitativa en los cambios espectrales
inducidos por el NaCly el pH al comparar las figuras 5.1.1 y 5.1.3, los pracesos que tienen
lugar pueden ser diferentes.

Debido a estas diferencias decidimos astudiar mas a fondo la dependencia del pH.
En la primera etapa se necesitan encontrar condiciones donde predomine la forma no
asociada de la porfirina para obtener una X, sin el efecto de la asoclacién. En este caso la
Unica alternativa es trabajar a concentraciones mds bajas y con una técnica mas sensible

como o es la espectroscopia de fluorescencia
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De acuerdo con el valor de la constante de disociacidn en presencia solamente del
buffer (K, = 2x10™ M), para concentraciones cercanas a 1x10° M de Cpl, la especie
principal en disolucion debe ser la forma monomérica. El espectro de fluorescencia para
Cpl con una longitud de onda de excitacién de 392 nm, presenta dos handas ubicadas en
609 nmy 670 nm asignadas como Q(0,0) y Q(0,1) respectivamente (ver figura 2.3.2).

La dependencia de la emision de fluorescencia en 609 nm con respecto al cambio
en la concentracién de Cpl es lineal hasta concentraciones cercanas a 7x107 M |, figura
§.1.9. Lo anterior indica que en este intervalo sblo el mondmero estd presente. En
concentraciones mayores, donde se observa una desviacion de 'a linealidad, empieza a
notarse la presencia del dimero de Cpi que disminuye la intensidad de la fluorescencia.
De esta manera, se tomé como intervalo confiable para determinar el pk, a las
concentraciones de Cpl < 6x107 M donde esta presente, principalmente, la forma
monomsrica.

Para tener una idea de la confianza de los resultados que se obtienen mediante
esta técnica comparada con UV-vis, se calculé el valor de la constante de disociacién (K,)
a pH=9 en presencia de [Ca(NO,),)=0.1 M, la sal méas efectiva para dimerizar Cpl, figura
8.1.9. Ei valor calculado mediante el ajuste no lineal de una modificacién de la ecuacién
5.1.2 es Igual a 7.8x107 + 1x107, que resulta cercano al valor de 1.2x10°® obtenido por
UV-visible (ver tabla 5.1.1). Fue imposible, a partir de los datos de fluorescencia, calcular
el valor de K, en la disolucién del buffer ya que al utilizar concentraciones de Cpl mayores
a 1x10® M, la intensidad de fluorescencia ya no es una funcién lineal de la concentracién
de Cpl debido a una saturacién en absorbancias mayores a 0.05.%°

Los espectras de fluorescencia tipicos del monémero en disolucién con buffer y en
un medio de fuerza lénlca 0.2 M, se muestran en la figura 5.1.10. Las titulaciones
fluorimétricas se llevaron a cabo en concentraciones muy pequefias de Cpl, donde la
presencla de trazas de lones metalicos puede ser importante por la reactividad que
presentan hacia las porfirinas, por ejemplo la reaccién de metalacion (ver seccién 5.5). Por
ello, ademas de las condiciones anteriores, se tuvo que adicionar al medio EDTA para
enmascarar las posibles trazas de iones metalicos.
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Con estas condiciones conocidas, se llevaron a cabo titulaciones fluorimétricas para

obtener la constante de acidez de Cpl (X,) mediante el gjuste no lineal de los datos

experimentales, figura 5.1.11, a la siguiente ecuacion (ver apéndice 7.3).

/m; + l/w; Kyl OPH

I+ K, 10

{= (5.1.4)

donde Ty Iy, SON las intensidades de la forma protonada y desprotonada de Cpl.

Intensidad (cps)

400 4

0

(G} =5.5008 M
(EDTA) = Il M Lk
Puir MBU @ :
daos deamisitnen 609 .
»
®
B
* epsiman
Dtsepsimds
' Autelario
. by WME B9
lpy 14812 89
. K, 1,Gxt0° £ 55410

pH

Figura 6.1.11. Curva de titulacion fluorimétrica y ajuste no lineal a las ecuacién 5.1.4.
[Cpl =5.5x10° M, [EDTA] = 1x10"* M, MBU = mezcla universal de buffers, emisién en 609 nm.

Los valores para la constante de acidez (X,) encontrados por fluorescencia en las
concentraciones 1.1x10® M, 5.5x10® M y 2.2x107 M, son cercanos a un pX, de 6. Este

valor es 0.5 unidades de pX, mayor al reportado para el éster en un medio micelar de

SDS.% Sin embargo, la comparacion entre estos valores es un poco inclerta ya que Cpl

presenta dos tipos de sitios poslbles para la protonacién; i) los propionatos Iaterales y ii)

los nitrogenos pirrdlicos. S pensamos, en primer lugar, qua son los propionatos los que se

protonan, esto no explica el cambio en la intensidad de fluorescencia observado (=7
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veces, figura 5.1.11), ya que un grupo tan alejado del macrociclo no tiene por que afectar
de manera importante esta propiedad. Por otra parte, si son los nitrdgenos pirrdlicos los
que se protonan esto puede explicar en parte el cambio, al afectar el centro del
macrociclo, pero no queda totalmente claio por que se apaga la fluorescencia en esta
magnitud. EI mecanismo que produce este comportamiento es complicado y aun con
jones metalicos se han abservado este tipo de irregularidades, por ejemplo el Zn* no
apaga la fluorescencia de Cpl mientras que Cu®' y otros iones metalicas si lo hacen.”

Una forma légica de discernir cual es el sitio donde se ileva a cabo la protonacion,
es tlitular la forma metalada de la porfirina donde los grupos pirrdlicos estan ya
coardinados y los Unicos grupos libres son los carbaxilatos.

En este experimento podemaos esperar dos tipos de resultados: i) si los carboxilatos
son los que se protonan no esperamos un cambio en el comportamiento ya abservado. i)
si son los nitrégenos pirrdlicos los que se protanan se abservaria un X, desplazado del
valor calculado para la porfirina libre o una curva sin inflexion.

Para este experimenta escagimos la especie de Cpl con Zn** por que es bastante
estable en disolucién y presenta fluarescencia (ver seccidn 3.3). En los espectros de
emision que se obtuvieron, figura 6.1.12 A, se abserva que Cpl sin metal cambia de
manera drastica la intensidad de fluorescencia con el pH y la forma del espectro es
distinta. Para la especie metalada Cpl-Zn, figura 5.1.12 B, no hay un cambio tan
pronunciado en la intensidad de fluorescencia y la forma del espectro se conserva.

En los datos de ta titulacion fluorimétrica para Cpl-Zn, figura 5.1.13, no se observa
un punto de inflexion, lo que nos indica que el lugar de {a protonacion observada es el de
los nitrdgenas pirrdlicas que en este caso estan ocupados por et Zn*',

Comgo hablamos observado antes en !a dependencia del pH, figura 5.1.3, los
cambios espectrales presentan un punto isosbéstico y en principio, es posible catcular el
pK, a partir de estos datos para una concentracion de Cp! constante. Para el caso donde
[Cp!) = 4.2x10° M, figura 5.4,14, la K, calculada es diez veces menor (1x107 +2x10°®) que
la obtenida con los datos de fluorescencia. Para estudiar un intervalo mas amplio de

obt

concentraciones, se abtuvieron las canstantes de acidez (K,”') mediante espectrascopia
UV-vis que junto con los datos de fluorescencia se muestran en la figura 5.1.16 y se

resumen en {a tabla 5.1.2.
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Tabla 5.1.2. Constantes de acidez observadas en funcion de ia concentracién de Cpl

[Cpl] M K% K Observacionos
1.1x10® | 1.07x10° + 1.8x107* ND Fluarescencia '
55x10° | 1.02x10° +55x10%* ND Fluorescencia '
2.2x107 | 8.2x107 +7.4x10% ND Fluorescencia '
55¢107 { 6.9x107 +58x10° ND UVevis !
1.4x10% | 4.1x107 £36x10° | 57x107 £ 1.6x107 UV-vis '
14x10° | 1.3x107 +2.4x10% | 27107 £9.2x10° UV-vis
211x10° | 1.6x107 £36x10° | 1.2x107 +5x10°¢ UV-vis *
28x10° | 1.1x107 +1.5x10° | 1.7x107 £ 5.3x10°® UV-vis ?
3.47x10° [ 1.1x107 £1.6x10° | 1.3x107 +5.9x10® UV-vis
42x10% | 1x107 £ 1.9x10% 2x107 + 4.4x10° UV-vis ?
42x10% | 1x107 £1.7x10% | 1.4x107 £4.9x10° UVevis ?
5.26x10% | 9.1x10° £ 1.6x10° | 1.4x107 + 4.8x10° UV-vis ®
55x10% | 1.6x107 +6x10° | 24x107 £6x10° UV-vis
6.3x10° |  8x10® £1.3x10° | 1.9x107 +6.9x10° UV-vis
6.9x10° | 7.2x10® £8.1x10° | 3.3x107 +1.x107 UV-vis 2
7.33x10% | 7.2x10% +1.2x10° | 2.1x107 £7x10°® UV-vis ?
8.2x10° | 7.5x10° £1.1x10% | 2.5x107 £6.4x10* UV-vis ?
8.37x10% [ 7.2x10° £1.2x10° | 1.7x107 £5x10° UV-vis ?
' MBU-EDTA. ? Boratos-Tris-Fosfatos, NaCl 0.1 M. * MBU-EDTA-NaCl 0.1 M

MBU = Buffer universal Acetatos-Fosfatos-Boratos. ND = no determinado .

* Los valores fueron calculados a partir de los datos de! maximo de emisidn en 609 nm.

Es claro que existe dependencia entre ei valor del pK,,"'” y la concentracién de Cpl.
En el intervalo de valores de pH utilizado, 5 a 10, los Gnicos equilibrios presentes son la
protonacién y la dimerizacién de Cpl. De esta forma, a partir de 1a dependencia para el
pKa"“’ , se puede concluir que el punto isoshéstico que observamos en los espectros
electrénicos en la regién de Soret, figura 6.1.3, es ficlicio ya que tenemos mds de dos
especies en equilibrio, tanto la protonacién del nitrégeno pirrdlico como la dimerizacién de
Cpl pueden lievarse a cabo de manera simultdnea y por eilo, existe una modificacién del
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valor del pk,"" al aumentar (a concentracion de Cpl Ademas, el valor del p&,”" también
depende de la longitud de onda observada, ya que los valores calculados a partir de los
datos en 372 nm, tabla 5.1.2, o presentan una tendencia definida y en algunos casos

son muy diferentes de los obtenidos a partir de los datos en 392 nm.

nhx

Por otra parte, por arriba de 4x10° M el valor de p&,"™ calculado a partir de los
datos en 392 nm ya no depende tanto del cambio en la concentracién de Cpl. En este
intervalo el dimero esta presente en mayor propar:ion y aumenta con la concentracion de
Cpl. Al parecer el valar de pK, ~ 7 puede atribuirse a la protonacién del dimero, mientras
que el valor de pK; ~ 6 corresponde a la protonacion del mondmero. En otras palabras, el
dimero es una base mas fuerte que el mondmero probablemente debido a que tiene
mayor carga negativa.

Al igual que la dependencia de la fuerza idnica, en la dependencia del pH se
pueden calcular las constantes para el proceso de dimetizacién promovido por el cambio
de pH, El tipo de curvas obtenidas, figura 5.1.16, se ajustan con la ecuaclién 5.1.2
mediante la regresién no lineal para cada valor de pH. Un aspecto que se tiene que
considerar es que el valor del epy, es diferente para cada pH. Este valor se célculo a partir
de fa dependencia del pH de Cpl a una concentracién de 5.5x107 M donde se encuentra
Cpl en Ja forma monomérica principaimente.

En la tabla 6.1.3 se resumen los valores de K, para cada pH y Jos respectivos

valores de ¢, € . Los resultados oblenidos de Kk, se explican mediante los
PHy Y EPHy), d

equilibrios propuestos en el siguiente esquema:
H+
Ka()

Ve \

+ +

H H
(PH2)2 T (PHZ)Z -H* ?‘2 (PHZ)Z-ZH+

Esquema 5.1.1
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Figura 5.1,18. Dependencia de la absorbancia como funcién de [Cpl] para diferentes pH's y
curvas de ajuste no lineal. NaCi 0.4 M, EDTA 1.1x10™ M, MBU, % = 392 nm

Tabia 8.1.3. Constantes de disociacion observadas en diferentes valores de pH.

NaCl 0.1 M, EDTA 1.1x10™* M, MBU NaCl 0.05 M, Boratos-Tris-Fosfatos
pH | K xi0? €p en* | pH | K™ xt0® £ en'
9.9 | 9.241.28 |47200£6513]169000) 9.0 | 31417 | 50500° ] 168940
911 9+1.2 50000° {168940( 82 | 20x1.3 | 50000° | 168260
85 88+1.2 | 50000° {168646] 74 | 6.5% 1.8 [53670£93291 164110
8.1 | 7.4£1.72 147960 £9807 | 168040 | 69 | 4+1.15 |47080+ 7682] 154210
755 3.9+ 0.88 [46170 £ 7214 | 165420 | 64 | 3.5+0.48 43700 £ 3203 | 135530
7.05| 34027 (40570 +2447[ 157850 | 5.85 | 3.7+ 1.1 [45050 £ 4548{ 100330
6.5 | 1.5£0.31 {40130 £ 3476 139105

5951 1.4£0.26 | 42360 £ 1996 | 106500

5.5 | 0,66+ 0.28 | 45130 £ 1936 | 84575

* Coeficlente de absortividad calculado con la dependencia del pH con [Cpl ] =5.5x10”7 M

b

se mantuvo constante en el ajuste.
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La relacién que se obtiene entre los valores de K,y el pH, de acuerdo con el

esquema 5.1.1 es ia siguiente (ver apéndice 7.4);
005 _ oo

[1{ '] h

L b
K

d =Ki

| [H+] [11*]2' (5.1.6)
b byl Ao

- 12
}\ll }\UI\LI

Del ajuste a la ecuacién 5.1.5 de los datos de K, camo funcion del pH, figura
8.1.17, se obtienen los valores para K,°, K.’ K,' y K’ , definidos en el esquema 5.1.1, que

se resumen en la tabla 5,1.4,

3040° 4 s
; ]
2800° - omm At
KP 35d0%% 2408 i 2: mgjﬁ’:“g”
0 30"+ 12407
20004 3 IO 1530 < Ky 2sed0ta 77407
N7 | 45el0%s 20°
Kete] & s 1 K Ashirs aa

£040% iz
8

Figura 8.1,17 Datos de K, ajustados con la ecuacién 5.1.5.
© Buffer Boratos-Tris-Fosfatos NaCl 0.05 M, 8 Buffer Boratos-Fosfatos-Acetatos NaCl 0.1 M
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Tabla 6.1.4. Parametros obtenidos del ajuste de Ky~ «n funcién del pH

Parametro Boratos-Tris-Fosfatos Boratos-Fosfatos-Acetatos
NaCl0.05 M NaCl0.1 M
Calcutado Esperado Calculado Esperado

K 315x10°+2.4x10° | 25x10°? | 9.3x10°+38x107 | 1.21x10°"
k7| 33107 124107 1x10°% 8.6x107+1.3x107 1x10% ©

K, 7.7x10° £1.5x10° | 7.2x10° ¢ | 2.6x10% +7.7x10° | 7.2x10% ¢
K/ 36x10° +1.6x10° - 4.6x10°+2.8x10°

*Ksen 5x10° M NaCl (tabla 5.1. 1), b K,en 0.1 M NaCl (tabla 5.1.1)
¢ K, en1x10° M Cp! (tabla 5.1.3) ¢ K, en 8.4x10° M Cpl (tabla 5.1.3)

Podemos observar que dentro del error experimental los valores para X coinciden
con los obtenidos de forma directa con NaCl (ver tabla 5.1.1). El valor de K,° obtenido
para el monémero con NaCl 0.1 M es igual al obtenido en forma directa mediante la
titulacion fluorimétrica de Cpl. Con NaCl 0.05 M el valor de K, es mas pequefio debido
quizas a que la precision de! ajuste es baja ya que son pacas los datos experimentales en
estas condiciones.

Los valores para K,' son mas pequefios que los obtenidos directamente por
espectroscopia UV-vis, no obstante, podrian aproximarse si se extrapola el valor
observado directamente hasta concentraciones de Cpl mayores a 8x10° M o se aumenta
el nimero de datos para el ajuste.

Los valores de K,” en ambos ajustes son muy parecidos y no contamos con una
referencia directa para comparar su magnitud, aunque de forma cualitativa parecen ser los
correctos. La razén para incluir esta segunda constante de acidez para el dimero,
obedece a que otros esquemas probados que no contemplaban su existencia, no
reproducian la parte de la curva a pH's menares de 7. Desafortunadaments, no contamos
con datos a pH's por debajo de 5.5, lo que permitiria calcular con mayor precision la
segunda protonacién del dimero.
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De esta forma, los equilibrios propuestos en el esquema 5.1.1, que considera el
equilibrio de asociacién monémero-dimero y las especies protonadas, explica las
tendencias observadas en los valores de K" y &,

Este mismo esquema, explica también la forma de los espectros de absorcion en la
regién UV-vis observados al cambiar el pH v la fuerza idnica .En la dependencia del pH,
figura 5.1.3, observamos las formas protonadas y desprotonadas tanto del mondmero
como del dimero en disolucién. En este espectro es muy dificil asignar la banda que
aparece con el cambio en el pH a una sola especie, ya que se cambia también la refacion
mondmero-dimero. Con el cambio de la fuerza idnica, figura 5.1.4, se promueve
solamente el cambio en el equilibrio de asociacin y la forma espectral observada en altas
concentraciones sallnas, donde se hay un abatimlento en la absorbancia, corresponde al

dimero de Cpl en su forma libre.
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5.2 Efecto de la naturaleza del electrolito

Los estudios de los efectos de sales y de disolventes sobre el equilibrio y la cinética
de los procesos quimicos se ulilizan desde hace tiempo para elucidar las contribuciones
de las fuerzas electrostaticas (principalmente ion-ion en medios acuosos) en una
interaccion quimica. ®?'

Como mencionamos antes, los dalos de las constantes de disociacién (K,;)
obtenidos para el proceso de dimerizacion de Cpl en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl correlacionan bien con la ecuacidn de Debye-Hickel, ecuacion
§.1.3. Es interesante que una molécula tan diferente a lo que se piensa como una especie
con carga en el modelo de Debye-Hiickel pueda ser descrita como un ion con carga
efectiva -2.5 (ver seccion 5.1). Con el objeto de distinguir entre el efecto puramente
electrostatico y la naturaleza del electrolito, cuantificamos los efectos de otras sales
escogiendo los electrolitos que se clasifican como estabilizadores y desestabilizadores de
la estructura del agua.®

Para la evaluacién de K, se obtuvo una relacién entre el cociente de absorbancias
Axa / Ayp, del espectro electrénico de Cpl y €l cociente de concentraciones [PI7;) / [(PH))))

para los experimentos llevados a cabo con NaCl, ecuacidn §.2.1 (ver apéndice 7.5).

Mgl_ + p

¢4
Ay - (P112)2
A72 v ,.[’_1’12 ] (5.2.1)
[(P HZ)z]
en donde a, f} y x son constantes definidas a partir de los coeficientes de absortividad
molar del monémero y el dimero en 372 y 392 nm.

De esta forma, a partir de los espectros electrénicos obtenidos en presencia de los
diferentes electrolitas, es posible calcular ias constantes de disociacién (K,) conociendo la
relacién de absorbancias (Aj,/A3r7), Ya que mediante los pardmetros obtenidos del ajuste
a la ecuaclén 8.2.1, mostrados en la figura 5.2.1, es posible calcular la relacidn de
concentraciones entre las dos especies de Cpl.

Los electrolitos como NaNO; y KCI presentan valores de X, semejantes al NaCl y
se ajustan a la ecuacién de Debye-Hlckel, tabla 5.2.1.
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Figura 6.2.1 Curva de trabajo para el calculo de las constantes de disociacién a partir de! espectro
en la reglon UV-vis,

Tabla §.2.4. Constantes de disociaclén calculadas para algunos electrolitos 1:1.

Conc, sal | K, (xi0'M) [ Ky (10" M) | Ky (x10" M) [ K, (x107M)
o™ NaN . Kl Kl KSCN
Buffer 235 27 203 1.83
1x107? 1.07 112 1.38 1.22
5x10° 0352 0.327 0.368 0.348
1x10" 0.166 0.156 0.131 0.174
3x10! 0.058 0.035 0.063 0.093
5x10° 0.028 0.0207 00345 0.0379

Lo interesante con respecto a la influencia de la naturaleza del electrolito se
presenta con los lones que estabilizan la estructura del agua. Tanto el I como el SCN’son
shlones que presentan esle comportamiento en otros sistemas, sin embargo, los
resultados experimentales para el nuestro no muestran una desviacion significativa de los
datos obtenidos con NaCl. Con ello se confirma que no hay especificidad por el anién
debido quizés a la repulsién electrostética que presenta con los grupos laterales de Cpl.
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Como se esperaba, con un electrolito 2:1 camo el Ca(NO,),, las constantes de
disociacién disminuyen al aumentar la de la fuerza idnica del medio, sin embargo, las
constantes de disociacion (K,) calculadas, no se ajustan al modelo de Debye-Htckel
donde se tomo camo radio idnico efectivo para Ca® = 4.5 A, figura 5.2.2.%2 Los datos en
fuerza i6nica pequeila caen muy rdpido y al parecer. no es sblo el simple efecto
electrostético el que se involucra en la interaccién con Ca®'. Probablemente se pueds

coordinar a los propionatos laterales de Cpl y de esta forma promover la asociacién.

Tabla §.2.2. Constantes de disociacion (K4) obtenidas para Ca(NO;),

Conc.(M) | Fuerra | K,(x10°M)
CaNOy), | Iénica | CaNO,),
Buffer Sx10° 368
2107 LIx10? 233
5x10° 2x10? 9.54
1x107 3.5x107 5.08
5x10% | 1.55x10" 1.73
1x10" | 3.05x10" 1.23
2x10" 6.05x10" 1.02
as$
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Figura 5.2.2 Log K, obtenidos en presencia de Ca(NO;), y ajuste a la ecuacién 5.1.3
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Una forma alternativa que explica la dependencia de los valores de K, observados
en presencia de Ca(NO,),, esta representada con los siguientes equilibrios donde se
propone la asociacién (o coordinacion ) con n iones Ca®:

Ke
PH2 L] (PHZ)Z

nCa“u Kca
K'Ca

PHz(Caz’)" =t (PHZ)Z (Ca‘?‘)zn
PHy(Ca2*),

Esquema §.2.1

La relacion entre K7™ ( 1/K,™) y (Ca®* ] que se obtiene es (ver apéndice 7.6):

2
b K} 4K, uKC‘,[Cah] ,
- 2 5.2.2
1+2KCa[ca2+]" +K5,,[Ca“] ! (622
1,040-1 "
8040+ L
8040 1 “u
ohs -
19 o Diseprimatic
4,M(f-l B - Awtetairico
. K., 44
sz . n 093 + 007
.
00 . v y v — Y
oM 005 010 015 02

(CaNGy),) M

Figura 5.2.3 Datos para la constante de formacién K,""' (11K, en funcién de la concentracion de
Ca(NO,), y el ajuste obtenido con la ecuacién 5.2.2.
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Los parametros de este modelo dan un valor ~ 1 para el nimero de iones ca que
se unen a Cpl y una constante de asociacion K, = 50 12 M. Este valor se encuentra
entre el valor para la constante de asociacion de Ca™ con el ion acetato (4M") y el ion
succinato (100 M"). Los parametros utilizados para el ajuste fueron la constante de
formacién del dimero en presencia de buffer k;'= 2700 M", que se tomé de los datos

experimentales, y la constante de dimerizacion en presencia de Ca’' K, = 1.1x10° M

que se obtuvo de la extrapolacion para concentraciones mas grandes de Ca(NO,); .

Por otra parte, las sales de tetraalquitamonio que también son consideradas
estabilizadoras de la estructura del agua, no presentan un efecto tan acentuado como los
otros electrolitos 1:1, tabla 5.2.3, al parecer hay otro factor diferente al efecto de la fuerza
ibnica y no es claro a parir de los datos experimentales cuales efectos son los que
modifican esta dependencia (p.ej. la longitud de la cadena hidrocarbonada) . Los valores
para la constante de disociacién (K,)en presencia de estas sales tampoco se ajustan
adecuadamente a la ecuacién de Debye-Hlckel, pero en este caso es diflcil distinguirlo de
otros efectos por la incertidumbre en el tamafio de cation.

Tabla 6.2.3. Constantes de disoclaclén calculadas para sales de amonio.

Cone. (M) | Ky (x10* M) | K, (x10*M)
BuNC! | E(NBr

Buffer 237 333
5x10? 1.3 1.09
1x10° 1.0 0378
5x10° 0.725 0.745
ix10" 0.656 0.683

Para entender el comportamiento de las sales de tetraalquilamonio se ilevo a cabo
un experimento complementario donde se realizaron adiciones sucesivas de estas sales a
una disolucién 0.1 M de NaCl y Cpl 4.4X10% M, condiciones donde el dimero predomina,
figura 5.2.4.

Se observa que con la adicién de las sales de tretraalquilamonio la constante de
disociacidn aumenta pero no alcanza los valores que se obtienen en presencia del bufier
solamente. Asl, observamos que las sales de tetraalquilamonio presentan el efecto
contrario al promovido por los otros electrolitos estudiados, esto es, inducen la
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monomerizacién de Cpl y éste comportamiento se acentta al aumentar la cadena
hidrocarbonada. El hecho de que no regresen a niveles comparables a fos que se tienen
en presencia del buffer obedece a una compensacién por el efecto de la fuerza iénica que

aumenta también con la adicién de estas sales.
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Figura 6,2.4. Efecto de la adicion de sales de amonio. {Cpij= 4.4x10-6 M, {NaCl} = 0.1 M.

Un estudio cualitativo con el tensoactivo catiénico bromuro de cetiitrimetilamonio
(CTAB) apoya la observacién de que éste efecto depende de ia longitud de la cadena,
figura 6.2.5, ya que al parecer existe una asociacién mas fuerte entre la porfirina y la
cadena hidrocarbonada. En el intervalo donde se tienen concentraciones comparables de
CTAB y Cpl (+1x10® -1x105 M), tabla 5.2.4, la absorbancia disminuye de manera
continua manteniendo el maximo en 392 nm hasta la concentracion de 4x10™® M de CTAB,
En este intervalo de concentraciones la absorbancia también disminuye con el tiempo. Las
observaciones anteriores las interpretamos como una posible precipitacion de Cpi-CTAB,
aunque fisicamente no se aprecié ninguna turbidez en la disolucién.
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Cuando la concentracion es 8x10°° M el maxino del espectro cambia hacia 398 nm.
A partir de esta concentracién la absorbancia aumenta con la concentracion de CTAB
pero sigue disminuyendo con el tiempo. En concentraciones cercanas a la CMC para el
CTAB (9x10* M), la absorbancia ya no depende de la concentracién de CTAB y del
tiempo y se mantienen sin cambio aparente. Esta ultima observacion se interpreté como
una redisolucién de Cpl-CTAB por el efecto de la formacién de micelas de CTAB.

En nuestro sistema la relacién de absorbancia A;q,/As,, ha sido una Indicacion del
cambio en la relacion mondmero-dimero. Para el experimento con CTAB, tabla §.2.4, esta
relacién permanece practicamente constante durante el tismpo y depende muy poco del
cambio en la concentracion de CTAB. Esto indica que !a porfiina se encuentra
principalmente en forma monomérica como se ha observado con otros tensoactivos, {%4' ¢

3Nnm

[CH]=44x10% M
pH=9 (boraice)

[CAJBJM
- 408
o 12x08
N 112
T
......... &gt
— T
e A0
- 1Y

Longitud de Onda (nm)

Figura 5.2.5. Espectros de Cpl en funclén de la concentracién de CTAB. La flecha Indica la
direccién del cambio en la absorbancia. Los espectros corresponden a la lectura inicial (t=0).
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Tabla §.2.4 Absorbancias y cociente Aygyaz, para Cpt en funcion de la concentracion de CTAB

CTAD Lectura inlela) =0 3 horas 18 lioras
Ay | Awm [ Awan | Ay Avr | Avpan | Am Awr | Aoy

0 0,4476 ) 0,8316| 1,857 ] 0,4275]0,7897] 1,847
2x10° 10,4492 0,8310] 1850 | 0,4304]0,7960 | 1,819
ax)0® | 0,4208]0,7832] 1,861 |0,4062]0,7523 ] 1,852 |0,3965 0,73101 1,844
8x10° 10,4275 [0,7958 | 1,861 [0,4047)0,7522] 1,859 10,3990]0,7989 | 1,852
12x107 0,415 | 0.7694 ] 1,856 [0.3700 | 0.7067] 1879 [0,3245 ] 0,5819 1,793
165107 10,4093 [0,7534 | 1,841 [0.3031 ] 05664 | 1,869 0,2756 1 0.5194 | 1,885
2x10" [0,4092]0,7381 | 1,804 | 03428 {0.6311| 1,841 0,3295 { 0,6091 | 1,848
4x107 [ 0,3838]0,6029§ 1,727 [0,3161 | 0,5648] 1,787 0,2575 | 0,686 { 1,820
8x10° 03191 10,5418 1.698 {0,219 | 0.4777 1,694 10,2364 10,4030 | 1,704
12x10 10,3235 10,5555 1 1,117 10,3033 { 0.5177 1707 10,2776 104786 | 1,724
1,6x10” 10,3064 {0,5330 | 1,740 | 02957 { 0,5088 1,721 10,2789 1 04854 1 1,740
2x10™ [0,3260]0,5692 | 1,746 |0,3033 {0,5231 1,725 1027121047421 1,748
4x107 10,342210,60141 1,757 {0,3474 | 0,608) 1,750 {0,338710,5975} 1,764
Bx10" 10,3250 05762 ] 1,773 | 03323 [0,5889 1,772 0,32900,5886 | 1,789
12107 10,3223{0,5714] 1,773 }0,3256 | 0,5790 1,778 10,3257 10,5800 | 1,784
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5.3 Efecto del disolvente

2Que influencia ejerce el microambiente en la estabilidad de las asociaciones de Cpl?

Shellnutt y colaboradores®’ han propuesto, en un medio salino, la formacion de pares
idnicos entre el cation proveniente de la sal y los grupos anionicos laterales de las
porfirinas. Este mecanismo supone que la asociacién de las porfirinas se ve favorecida al
disminuir la repulsion debido a la neutralizacion de Ia carga en los grupos laterales. Sieste
mecanismo es correcto, se esperaria que una disminucion en la polaridad del disolvente
empleado produjera un incremento en las constantes de asociacién debido a la reduccion
de la constante dieléctrica.?’ Este comportamiento se presenta en la asociacion entre
porfirinas con cargas permanentes como TTAP(catiénica) y TPPS (aniénica), la cual se
promueve en mezclas 1:1 agua-acetona hasta valores de 1x10® para la constante de
asociacion y ademas, la adicion de sales propicia la disociacion del complejo en
disolucion.%

Para las asoclaciones entre cargas permanentes, relaciones clasicas como la
ecuacién 6.3.1, que dependen de parametros como 1/z o cualquier otra modificacién
como el parametro de Kirkwood (c-1)/(2c+1), se utilizan para describir el efecto del
disolvente sobre el equilibrio. No obstante, este tipo de correlaciones son raramente
observadas debido en parte a la dependencia del disolvente de la separacion idnica
efectiva, a (pardmetro que estd incluido en el lérmino Q(b) de la ecuacién 5.3.1), asl como
de las caracteristicas de donador-aceptor de las moléculas de! disolvente y otros efeclos
de origen no electrostatico. A pesar de que se utiliza muchas veces como referencia que
indica la polaridad del medio, Ia constante dieléctrica es un pardmetro muy pobre para
describir efectos de interacciones especificas soluto-disolvente *"*
_ v [12425] | o)

T 1000| ekT (5.3.1)

En su lugar, normalmente se emplean parametros emplricos que reflejan de mejor
forma el conjunto de todas las interacciones especificas soluto-disolvente, siendo los més

usuales los parametros de polaridad Z, Ey, Y y de hidrofobicidad como AG, S, y Log
P_87.93~94
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Para obtener valores adecuados que ayuden a cuantificar la magnitud de las
diferentes contribuciones del medio en la constante de asociacion es mejor hacerlo a
partir del estudio de los cambios en esta constante en funcion de la composicién del
disolvente,®%

En nuestro sistema. clegimos cuatro medios para investigar la influencia del
microambiente en las constantes de asociacidn (o disaciacién) de Cpl. Estos son mezclas
de agua con acetona, etanol, metanol y dioxano, para los que existen datos completos de
los parametros de polaridad e hidrofobicidad. Para evaluar estas constantes se siguieron
los cambios en el espectro UV-vis a partir de distintas proporciones de la forma asociada
de Cp! (con NaCl 0.5 M, 0.1 M y buffer) y sus mezclas con el disolvente organico. & tipo
de comportamiento observado en los espectros UV-vis se muestra en la figura 5§.3.1. Las
constantes de disociacion fueron calculadas por el mismo método descrito en la seccion

5.2y los resultados se muestran en la tabla 5.3.1.

Yafisowate

09~ . agnio
0%

2%

- %
- = 0%
N
. 73
X%

Mzxis Agey Muanal
[P} =55x10°M

Buflir debortes pH=9
NC1=05M

00 1 1 L 1

Longtudde onda ()

Flgura 6.3.1 Cambios espectrales de Cpt al variar |a relacién agua: metanol en presenria de NaCl
0.5 M. Buffer de boratos pH=9. T = 25°C.
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Se puede observar que hay un aumento en la constantes de disociacion de Gpi con

la concentracién del disolvente organico. esto es, el disolvente promueve fa disociacion de

Cp! aun en presencia de una alta fuerza ionica. Esta observacion resulta inespesada si

consideramos el tipo de mecanismo propuesto para la asociacion de porfirinas en

presencia de sales.’’ Si el papel principal de! cation proveniente de la sal es la

neutralizacion de la carga de los sustituyentes laterafes y con ello, se promueve la

asoclacion, se esperaria que la asociacién aumentara en presencia de disolventes

organicos.

Tabfa §.3.1 Datos obtenidos para las K4 en diversos medios de reaccion.

% viv disclvents medio {NaCl] | Absorbancia | Absorbancia | K,°"*x10* M
orglnico nMnm | e

0 Buffer/Acetona - 0.9500 0.5247 2.39
2 . . 0.9664 0.5146 561

10 * - 0.9503 0.5117 3.64
20 ‘ - 0.8767 0.5056 1.0
0 Buffer/Acetona/NaCl { 0.1M 0.7403 0.5527 0.166
2 b “ 0.7891 0.5211 0.338
5 ‘ " 0.864 0.5117 0.791
10 " * 09107 0.5030 1.98
15 b N 0.8811 0.4943 1.5

20 . ’ 0.8759 0.5064 1.02
30 ! ‘ 0.8488 0.5074 0.72
0 . 05M 0.5220 0.6726 0.021
2 . N 0.5992 0.5528 0.055
5 - " 07173 0.5235 0.187
10 ‘ ‘ 0.8592 0.6083 0,795
15 . ‘ 0.8831 0.5081 1.08
20 ‘ M 08775 0.5150 0.863
30 ‘ * 0.8397 0.5038 0.70
0 Buffer/Etanol/NaCt 01M 0.7328 0.5496 0.162
2 . . 0.7791 0.5371 0.259
5 . . 0.8386 0.5318 0.445
10 " . 0.9186 0.6205 126
15 ¢ . 0.9502 05263 1.88
20 “ “ 0.9254 0.5061 2.42
30 . . 0.9084 0.6126 1.39
0 N 05M 0.5328 05648 0.028
2 " " 0.5767 0.5639 0.041
] " ‘ 0.6417 0.5507 0081
10 “ " 0.7698 0.5376 024
15 ¢ - 0.8620 0.5251 0.61

20 . " 0.9108 05204 147
30 - - 0.9218 0.5293 11
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Tabla 5.3.1 (Continuacion)

% vlv disalvente madio [Sal) | Absorbancia | Absorbancia | K °"x10* M
organice end92nm | on372nm
a Buffer/Dioxano - 0.9414 0.5073 3.56
2 h . 0.9436 0498 8.87
5 * 0.9330 0.4934 826
10 ! - 0.8963 04811 405
15 08709 04766 239
20 - - 0.8473 0.4722 1.68
30 " - 0.8426 04843 1.08
4] Buffer/Dioxano/NaCl | 05 M 05323 0.5431 0.034
2 ’ 06072 05305 0.073
5 ' 07313 05067 0.252
10 ! 08434 04896 0872
15 ) 0.8460 0.4755 1.47
20 " 0.8084 04537 1.51
30 ‘ 0.8331 0.4781 1.11
0 Buffer/Metanc/NaCl | 0.6 M 0.5293 0.5556 0.027
2 " 0.5482 0.5452 0.037
5 : 0.56917 0.5432 0.057
10 . 0.6922 0.5448 0125
15 " 0.7615 0.5261 0.256
20 . 0.8300 05167 0512
30 ) 0.9007 0.5096 1.34

Este resullado nos lleva a pensar en ofro tipo de factores que influyen ademds de
los de origen electrostdtico en la estabilidad del dimero de Cpl. squé papel tiene la
hidrofobicidad del medio y la polanidad de los disolventes empleados?

Las constantes de disaciacién (K ™) presentan varias contribuciones, siendo una
de ellas la contribucién ibnica por el efecto de los sustituyentes laterales con carga y &
medio salino. Para restar esta coniribucion al valor de las constantes experimentales, se
calculé el valor del coeficiente de actividad en los diferentes medios utilizados a partir de
una modificacién de la ecuacién de Scatchard que uliliza el potencial de la teoria de
Debye-Hticke! %, acuacién 5.3.2, donde se incluye el efecto de! cambio en la constante
dieléctrica del medio y la fuerza idnica para el calculo del coeficiente de actividad (ver

apéndice 7.2).
,__;3[ N 7‘)!3m J
“!22 Uy

Lagy$ = SRLCA S LS
8T & b [ 2 9!3(1\/!] (6.3.2)

/
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‘Tamando como {nico equilibrio el de fa especie monomérica de Cpl y su dimero, y
susttuyendn los valores de las constantes: Z = -2.5 (carga evaluada en el ajuste de

™ en funcion de la fuerza ionica para electrolitos como NaCl, KClo

Debye-Hiicke! para A,
NaNQ,), ¢=3.5 A, ¢, = 78.5 (constante diélectrica del agua); la contribucion idnica a KM

queda definida como (ver apéndice 7.2).

-00E2 T

[ ll)ZJIJ

aomea 43625
L()g,‘\"}””“‘ AN

IR
Ve

]
ol E (5.3.3)
|

donde / es la fuerza iénica y ¢ la constante dielectrica del medio

obs

De esta manera la constante de disociacién experimental (A;"') queda descrita por
dos tipos de contribucion: una proveniente de efectos electrostdticos cuantificados
mediante fa ecuacién 5.3.3 y otra que corresponde a las contribuciones de efectos no
electrostaticos. La resta de la contribucién i6nica a los valores experimentales,(K,°") nos
proporciona valores corregidos (K,), los cuales corresponden a aquellos efectos
diferentes de los efectos electrostaticos, tabla 5.3.2.

K™= KK (5.3.4)

Log Kdmr o Log Kj)hs . Log }\:'wmm (5.3.5)

Si el efecto del medio fuera sélo de tipo electrostatico los valores de K" deberian
de ser constantes. En la tabla 5.3.2 observamos que esto se cumple solamente para
aquellos valores donde el disolvente no esta presente y hay un efecto de origen no
electrostatico por la presencia del disolvente.

Para cuantificar los efectos de origen no electrostatico los valores de las constantes
corregidas (K,™) se correlacionaron con los pardmetros mds usuales que describen
algunas caracterlsticas de los disolventes y sus mezclas tales como S, AG,y Y, tabla

5.3.2, asi como el inverso de la constante dieléctrica de las mezclas.™
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Tabla 6.3.2 Constantes de disociacion corregidas por el efecto electroslatico

%viv( medlo |NaCll Logk | Logk™ | & | AG" | §° | Y¢

disolvante
0 Butfet/Acetona/NaCi | 0.4 M -4,78 -3,08 78,5 0 ] 3493
2 ! " =447 282 716 0,112 109949 1 3461
5 ! . R 2,53 7581 ] 0,2433 10,9767 ] 13,3889
0 05M 5.7 -3,08 78,5 t | 3,193
2 b 5.3 22,69 716 0,112 { 09949 [ 3,46}
5 * " 73 220 75,81 102433 | 0,9767 | 3,3889
10 ) ) -110 -1,08 73m 049 1 096tk 323
0 BufteriEtanoNaCl [ 0 4 M 4,79 3,08 78,5 0 | 1493
2 ) " -4.59 2293 774 | 0,0685 | 00844 1 1468
5 * * -1.35 =278 75,55 | 09,1456 | 09574 34
0 " 05M -5.58 -3,08 18,5 0 | 3,493
2 : * -5.39 -2,92 774 10,0685] 09844 § 3,168
5 =509 2,68 75,55 10,1456 | 09574 34
10 -4,62 23 .5 0,31 091721 3,219
16 4,2 -2,01 69,5 {04564 { 08672 ¢ 3,156
0 Buffer/Dioxano/NaCl ] 0.5 M 25,51 23,08 78.5 0 1 3,493
2 * “ -5,13 -2,73 77,54 10,0752 | 0,9851 | 3,4548
5 * . 4.6 -2,2 7494 [ 017751 09621 § 3,397
10 ) ‘ -4,01 -1,82 n,2 0,36 ] 09246 { 3,312
0 BuMtarMetanoliNaCl 1 0.5 M| -5,56 -3,08 78,5 0 1 3,493
2 * " -543 -2,98 77,65 | 0,043 | 0,0885 | 3,438
5 ' * -5,24 -2,83 76,4 0,126 | 09706 | 3,3397
10 " ) -4,90 -2,56 74,18 0,25 o947 3207
15 * ) -4,59 23 72,06 10,4258 § 0911 3,05
20 N ) -4,29 -2.10 70 0,59 }0,8806{ 2,877

* referencias 76 y 94 ° referencia 93 © referencia 93 ©. referencia 95

obs

Notardn que en esta tabla no se encuentran todos los datos de k™ corregidos
hacia K para la correlacién con los pardmetros del disolvente. La razén es que nuestro
método de calculo de las constantes de disoclaclon (K,™) a partir del espectro electronico
de Cp! en la region de Soret, descrild en la seccion 5.2, tiene limitaciones. En la figura
8.2.1 se observa que para valores mayores a 20 en fa relacion [PH,J[(PH,),]. la curva es
muy sensible a pequeos cambios en la relacién de absorbancias Asg/Aq;,. Esta region
comprende los valores para K, iguales o mayores a 1.1 x10* (-3.95 en unidades
logaritmicas) que precisamente son los que se alcanzan en las proporcionas mas grandes
de disolvente (20-30%) y cuando ei medio contiene solo buffer de boralos (ver tabla
§.3.1). Por ello, todos los resultados empleados corresponden solamente a los datos en
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NaCl 0.5 M y los primeros valores en NaCl 0.1 M, es decir a valores menores a txi0™
para K,

Como habiamos mencionado antes, la constante dieléctrica es un paiametro muy
pobre para describir las interacciones soluto-disolvente. Normalmente, las correlaciones
con este parametro (1/c) no brindan resultados positivos por que no esldn consideradas
interacciones especificas, figura §.3.2. Los parametros empiricas como el de Fainberg-
Winstein (Y).95 que refleja la polaridad del disolvente, tienen la virtud de describir en mejor
forma los procesos llevados a cabo en diferentes disolventes, agrupando los datos en una
sola linea recta. Sin embargo, para nuestros datos no obtuvimos una correlacion positiva,

figura 5.3.3. Al parecer este efecto contribuye muy poco a la asociacian de Cpl.

<164
v v
184 »
20 °
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22 v o
,24J ®
Log K&*
K 26 v . Dsivate(NCY)
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AL (] 5
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A v Li]
3040 Hani Q1M
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Figura 5.3.2 Correlacion entre K, y el inverso de la constante digléctrica (1/c).
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Figura 6.3.3 Correlacion entre Ko™ y el pardmetra de polaridad de Fainberg-Winstein (Y).

Los pardimetros de hidrofobicidad, como la energia libre de transferencia (AG),
pueden indicar si la modificacidn de las propiedades hidrofébicas del medio contribuyen a
la asociacion de Cp! e incluso, si la correlacion es positiva, nos indica !a relacidn de las
superficies, como criterio de hidrofobicidad. entre las dos sustancias correlacionadas, en
este caso Cpl y Me,C. La correlacién de K™ con los valores de AG,, para la transferencia
de Me,C desde agua hacia las diferentes mezclas de disolventes, figura 5.3.4, presenta
una mejor coirelacidn que los pardmetros de pofaridad. De ests forma puede
argumentarse que la contribucidn hidrofobica en la asociacion de Cpl es mds importante.

Otra forma que se ha propuesto para caracterizar la sensibilidad a las
contribuciones provenientes de Interacciones hidrofébicas, estd representada en la
ecuacion 5.3.6, donde S, es un pardmetio emplrico que describe la solvofobicidad del
medio.®

logK=a8§, + Log K° (5.3.6)
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Se ha descito que los valores de las energlas libres de transferencia (AG)) para
diversas sustancias (hidrocarburos . gases nobles elc.} de la fase gas hacia un medio en
particular y los valores AG, para el caso de la transferencia del agua hacia el mismo

medio, constituyen una medida adecuada para S,,.*
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Figura 5.3.4 Correlacion entre X,/ y la energla de transferencia de Me,C de agua a la mezcla de
disolvente.

Este pardmetro ha sido aplicado para correlacionar una serie de compuestos del
tipo huesped-anfitrion™ y en asociaciones de porfirinas catidnicas con ligantes organicos
con carga.®® Hemos correlacionado los valores de K, con este parametro de
solvofabicidad, observando que sdlo para los alccholes resulta un parametro adecuado y
no describe las interacciones que suceden con acetona y dioxano, figura §.3.5.

Si solo tomaramos en cuenta los datos oblenidos para las mezclas con los
alcoholes (como sucede en algunas publicaciones), el pardmetro de sensibilidad del
anélisis de regresion a (pendiente) para sistemas del tipo huesped-anfitrion® (a = 7) o con

la asociacion de porfirinas catiénicas con otros compuestos aromaticos™ (a = 5), resulta
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menor que el obtenido para la asociacion de Cpl (a= 8), tabla 5.3.3, lo que indicaria una
mayor contribucién hidroféhica a la asociacion de Cpl en estos medios. Sin embargo, el
hecho de que no describa los resultados con disolventes como acetona y dioxano pone en

duda la generalidad de éste parametro.
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Figura 5.3.5 Correlacion enre K,y el parametro de solvofohlcidad S,

Tabla 6.3.3 Datos para la correlacion de Log K4 con el pardmetro salvofébico S,.

Resultados y Discusion

-Disolvente a Log K.’ T n
Metanal | 8.3 (30.16) | 5.2(0.15) | 09983 5
Etancl -8.22 (£0.38) | 5.15(20.37) 0.993 8
Dioxano -16.5 (£1.8) | 13.5(¢1.8) 0.988 4
Acetona -31.8(£4) 28.8(13.9) 0.963 7

r = coeficiente de correlacion, n = nimero de datos incluidos en la correlacién




Los resultados obtenidos demostraron que la hidrofobicidad a nivel macroscapico,
relacionada con el parametro AG,, tiene una contribucién importante en la asocianion de
Cpl. a pesar de que la correlacion no es perfecta. Por otra parte, la ausencia de
correlacién con parametros que reflejan la polaridad del disolvente como Y, indica que no
tiene una contribucion significativa en la asociacién de Cpl. Con el parametro S,. existe
cierta contradiccion ya que esta definido a partir de los datos de AG,, pero no funciona al
menos como éste parametro. Esto podria significar simplemente que el pardmetro esta
mal definido. Vale la pena mencionar que a pesar de que los parametros S, e Y se

13 . . . .
%335 y explican mecanismos de interaccion sofuto-

obtienen por métodos muy diferentes,
disolvente también muy diferentes, sorprendentemente encontramos que estan
intercorrelacionados. Otros parametros de “polaridad” (Ey, Z etc.) también se encuentran
intercorrelacionados.'*®

Otra via que puede explicar las observaciones experimentales, es una interaccion
directa del disolvente con la molécula de Cpl y tomar en cuenta el efecto hidrofébico del
disolvente organico. EI esquema general propuesto para esta interaccidn es el que

aparece a continuacion:

(PHy), w===2 ) PH, K
(PH2)2 +2p S == 2 PS,, K.
donde » es el nimero de moléculas de disalvente que interaccionan con el dimero de Cpl.

La relacion entre los valores corregidos (X,”} como funcién de 1a concentracién

molar del disolvente es (ver apéndice 7.7):

K§" =K+ (2‘/1&’31&'3 [s]" + A{,.[s]z”] (5.3.7)

La dependencia tipica de los valores corregidos (K,;™) y el ajuste a la ecuacion
5§.3.7 se muestran en la figura 5.3.8. El valor de » para las cuatro mezclas de disolventes
empleadas se mantuvo constante e iguai a 1, para tener la misma aproximacion en los
valores de K, calculados. Los valores obtenidos se resumen en la tabia 5.3.4.

Una medida de la hidrofobicidad ampliamente utilizada es el logaritmo del
coeficiente de particién de un compuesto entre un disolvente no acuoso y el agua.¥’ Para
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los valores de las constantes de asociacion con el disolvente, encontramos una
correlacion positiva entre Log K, y el logaritmo del coeficiente de particiéon entre CCl, y
H;0 (Log Peeiymyo). figura 8.3.7, lo que indica que a nivel microscépico, la hidrofobicidad
tiene un papel importante en la asociacion de Cpl. Por otra paite, no encontramos
correlacion con Log Poyanousqua - €5t0 podria indicar que la superficie de Cpl es mas
parecida en sus propiedades hidroféhicas al tetracloruro de carbono que al octanol,
probablemente, gracias a la ausencia de los grupos OH.
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Figura 5.3.6 Cambio en K,** con la concentracién del disolvente y ajuste a la ecuacién 5.3.7.

La observacién de una contribucién microscopica de origen hidrofébico, es
contraria a la expresada por otros investigadores en cuanto a las asociaciones de
porfirinas sintéticas con otras especies arématicas como fenantrolinas o quinolinas.® En
estos trabajos, utilizan porfirinas cationicas sustituidas en la posicién meso, lo cual difiere
de la estructura de Cpl y probablemente, determina el comportamiento observado. A
pesar de esta diferencia, hay puntos en coincldencia con esos resultados, ya que también
observan un decremento en las constantes de complejacion (AG,,) con el aumento de la

proporcion de disolvente orgénico y presentan correlaciones con parametros de
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solvofobicidad (S,) y polanidad (Ey) en mezclas agua-metanol Al igual que en nuestros
resultados, no pueden distinguir este comportamienlo de la correlacién con la conslante
dieléctrica debido a la intercorrelacion de estos parametios, concluyendo que sus
resultados no apuntan necesariamenle a un origen hidroféhico de las asaociaciones con
porfirinas y especulan acerca de la posibilidad de que este disolvente con alta molaridad
pueda competir de manera eficienle con el ligante aromatico.®® Nosotros hemos
encontrado an términos cuantitativos, que efectivamente, el disolvente interactua de forma
directa con la molécula de Cpl, disociando al dimero, y esta capacidad se encuentra

correlacionada con el cambio en la hidrofobicidad del medio.

Tabla 5.3.4 Valores da K, calculados mediante al ajuste de la ecuacion 5.3.7 a los datos de Ky

para cada mezcla de disolventes y los parametros de Hansch®” correspondientes.

Disolvente [K, 10%(sd 10°)[ Log K,(sd) | Log Pociancusgus | LOG P ceiyagu
Metanol 1.36 10.13 -3.87 £0.045 0N 2.1
Etanol 5.37 £10.79 -3.27 +0.065 -0.31 -1.4
Acetona 14853 -2.83 1016 -0.24 -0.34
Dioxano 19.516.9 -2.71 2015 -0.27 -0.13
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Figura 5.3.7 Correlacion entre las constantes de asociacién con et disolvente Log K, y e
parametro Log Pccu‘mzo para (1) metanol, (2) etanal, (3) acetona y (4) dioxano.

Resultailos y Discusidn



5.4 RMN H' y efecto de la tomperatura,

El estudio de los cambios en el desplazamiento quimico de los protones de las
porfirinas, como consecuencia de interacciones intermoleculares, ha permitido en algunos
casos una descripcion detallada de la autoasociacién de metaloporfirinas. De manera
general, se ha observado que en disoiventes no acuosos fa asociacion de la porfirina libre
es débil y semejante al observado en otras moléculas aromaticas. En metaloporfirinas, {a
asociacion ocurre por fa interaccidn de las cadenas polares laterales de una y el sitio
metalico central de otra. Los esludios en disolucién acuosa cubren principalmente

5998 v hemoporfirinas.” Para

asociaciones de heterodimeros sustituidos en posicién meso
la molécula de Cpl slo existen datos para el éster en CDCI,."

Con la finalidad de obtener informacion mas detallada del tipo de estructura del
agregado de Cpl que se forma en disolucldn acuosa, se midieron los espectros de RMN
H' bajo condiciones donde predomina e} dimero (altas concentraciones de Cpl y
electrolito) y en condiciones donde se encuentra la especie monomérica de Cp! (bajas
concentraciones de Cpl y en una mezcla con disolvente organico).

El espectro de RMN H' en 500 Mhz para Cp! 1x107 M, en D,0 y NaCl 0.5 M, se
muestra en (a figura 8.4.2. En &l se observan las cualro seflales esperadas para los
hidrégenos de Cpl, figura 54.4. La primera un triplete alrededor de 2.8 ppm
correspondiente a fos metilenos f§ del propionato, un singulete en 3.4 ppm de los melilos
plrrdlicos, una sefal alrededor de 4.2 ppm correspondiente a las metilenos o del
proplonato que se ve afectada por (a supresién de la seflal del H,O y una ultima senal
desplazada hacia campo bajo alrededor de 9 ppm que corresponde a los hidrégenos en
posicidn meso.

Por otra parte, el mismo espectro en 500 Mhz de Cpl 1x10° M en 30% volivol de
acetona deuterada-D,0, figura 6.4.3, presenta desplazamientos quimicos diferentes a los
observados en el espectro anterior. Se puede observar que en todas las senales hay un
desplazamiento hacia campos bajos provocado por {a disociacién de la moléculas de Cpl,
al estar més diluido y por la presencia del disolvente organico, tabla 5.4.1.

Con los espaectros obtenidos, podemos asignar los desplazamientos quimicos del

inondmero y del dimero, los cuales son complelamente distintos.
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Figura 5.4.2 Especiro de RMN H' 500 Mhz para Cpl 1x107 Men D,0 y NaCl 06 M
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Figura 5.4.3 Espectro de RMN H' 500 Mhz para Cpl 1x10° M en B,0 y (CD,),CO al 30%.
Sin embargo, en condiciones intermedias donde ambas especies estan presentes,
no es posible distinguir fas sefiales correspondientes a cada una de ellas, debido a que el

intercambio es rapido y por o tanta, séio abservamos ia sefial promedio.

Tabla 5.4.1 Desplazamientos quimicos observados para Cpl

Cpl meso-H | CH,'™ | -CH, | -CH, ¥

Dimero, 1x102M 9.033 | 4225 | 3,444 | 2,812
25°C, NaCl 0.5 M

Mandmero, 1x10°M | 10.383 | 4,397 | 3,709 | 3.099
25°C, (CD,),CO 30%

AS 1.35 0.172 | 0.265 | 0.287

Para tener un andlisis cuantitativo del proceso de asociacidn a partir de los
desplazamientos quimicos, se obtuvieron los datos a una frecuencia de 300 MHz para e
cambio del desplazamiento quimico en funcion de fa concentracidn de Cpl y de la

temperatura en D,0 y NaCl 0.1 M. Los datos obtenidos se resumen en las tabla(s) 5.4.2,
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Tabla §.4.2 Desnlazamientos quimicos observados para Cp! en 300 MHz en 0,0. NaCI 0.1 M
[Cpl} = 6.9x10 ' M

Temperatura °C meso-H CH,; ™ CH, CH, ™
)
25 8,913 308 3,306 2,667
35 9,014 4,171 3.405 2777
45 9,112 4,253 3,491 2,877
55 9,208 434 3.58 2,98
65 9,314 4.409 3.665 3,078
75 9,421 4,498 3,753 3177
85 9,531 4,569 3.835 3.268
{Cplj = 3.45x107 M
Yemperatura °C | _meso-H CH; ™ “CH, .CH, ™|
25 8,95 4,117 3,332 2,705
35 9,08 4,195 3.42 2,79
45 9,162 4,274 3.512 2,922
55 9,273 4,35 36 3,021
65 9,392 4,435 3,689 3,124
75 9,518 4,521 3.779 3,226
85 9,656 - 3,869 3,327
{Cpi} = 1.7x107 M
Temperatura °C | meso-H CH, ™ -CH, CH, ™
25 8,973 4133 3,34 2,69
35 9,092 4,203 3,43 2,823
45 9,225 4,28 3,528 2934
55 9,357 4,37 3,62 3,044
65 9,505 4,458 3,716 3,151
75 9,667 4,551 381 326
85 9,847 - 3,816 337
{Cpl) = 8.6x10*' M
Temperatura °C | meso-H CH, ™ CH, -CH, ™
25 9,014 4,152 3,356 2,706
35 9,176 4222 3,453 2,826
45 9,352 4,307 3,554 2,939
58 9,533 4,405 3,857 3,056
85 10,161 - 3,986 3,413
{Cpl} = 4.3x10* M
Temperatura °C |  meso-H -CH, @ CH, CH, ™
25 9,138 4172 3,385 2,753
35 9,422 4,249 3,477 2,857
45 9,609 4,35 3.588 2,987
55 9.812 4,466 3,107 311
85 10,259 4,544 3938 3,356
75 10,459 - 4,061 3,484
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Las constantes para el equilibrio de formacién (4 ) se calcularon mediamte 2| ajuste

no lineal a fa siguiente ecuacion (ver apdndice 7 8):

5

Atsm.,[(l Py 1i) K, )’ . 1J'
8 PH, L Ky

A8 gy =D gpy =0 = (5.4.1)

donde se asume el equilibrio entre el monémero de Cpl y su dintero, Ad,s €s un
parametro del ajuste que resuita de la diferencia entre §,, y &, desplazamientos quimicos
del monodmero y del dimero respectivamente. E) valor para e) desplazamiento quimico del
mondémero (5.}, se obtuvo mediante ia exirapolacidn a dilucion infinita de los valores
experimentales (H-meso = 10.476, CHy = 4,056 y CH,” = 3.466). Los datos para los
protones de CH,"™ no se tomaron en cuenta debido a que su sefial se traslapa con la
sefal del H,0 y se ven afectadas cuando ésta se suprime El tipo de ajustes obtenidos se
muestran en la figura §.4.4 y los valores se resumen en la tabla §.4.3.
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Flgura 5.4.4 Ajuste no fineal para los datos de A8 para los protones
en posicién moso en diferentes temperaturas.
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Tabla 5.4.3 Datos de &, ohlenidos de! ajuste no lineal de 1a ecuaciin 54 1

7% K K, l{,m) Ln &k, Ln &, Ln A'( ABass
H-meso CH, CH, H-moso CH, CH, M

25 JW00LT733 | 46272413226 | 72392200382 1 10.34:0.249 1 110040099 1 11.09:0.571 | 1.65
35 710522541 ) 39127418293 | J4130e 1ot | 88740357 | 10.98£0.309 | 106940308 | 1.63
45 | 35661991 | 1908541530 | 19R87:8451 | 8.1840,278 | 9.85:0,080 | 99040425 | 1.6l
55 17324406 6899563 Todi 42137 74620,269 | 8,84:0.081 8.9410.282 | V.ou
65 RERER K] 3554390 1312260 3.8540.899 6.3240,702 6. 07:000% | 1.90
75 1844235 187277 1134183 50081277 3.23¢1 481 J3eL00 1 20
85 Mdei02 184+78 63110 33740476 ) 32140424 ) A Le0000 173

Por otra parte, fa dependencia de fa temperatura se obtuvo también por medio de ia

espectroscopla de absarcldn electrdnica en ia regldn UV-visible, donde se midieron los
espectros para una concentracién constante de Cpl a pH = 9 y fuerza idnica 0.1 M, figura
§.4.5. Las constantes del equilibrio mandmero-dimero se calcularon mediante el matodo

descrito en la seccion 5.2 y se muestran en ia tabla 5.4.4.
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Flgura 5.4.5 Espectro de Cpl como funcién de la temperatura.
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Tabla 5.4.4 Constantes calculadas a partir de espectroscopia UV-vis.

TCITTK) | AslAsn Ky (M) ] Lnk (M)
| oo 1,245 1,1305 x10°* 11,390
3| 000336 1,296 1,361 x10° 11,208
30 | 0001 1340 1,72 x10° 1097
35 | 000025 1433 24003 x10° 19,634
10| 00089 1562 3,2089 x10° 10,347
15 ] vouii 1,550 3,944 x10° 10.44)
50| 0003 1,605 5,087 x10* 9,886
55| 000305 1,649 6,3665 x10° 9,063
60 | 0003 1,700 8,4507 x10° 9378
65* | 0,00296 1,730 1,026 x10* 9,189
70° | 0,00292 1,754 1,186 x10°* 9,143

* Las constantes a fas temperaturas en 65 y 70 °C se encuentran por arriba dei valor confiable para el
métoda de calculo empleado (ver seccidn 5.3), por ello no se tamaron en cuenta para 1a correlacién.

Una forma usual para el tratamiento de los resultados del cambio en la constante
de equikibrio con la temperafura es a través de la ecuacién de van't Hoff, que se presenta
a continuacion en su forma diferencial (a) y su forma integrada (b). Esta Ultima ecuacion
se aplica s6lo cuando no existe dependencia de la temperatura para el AH° (ACp=0)'2*12*

dlnk  AH® Al
= - (b) LnK = —rm +ASY (5.4.2)

SR

Una grafica de los logaritmos de las constantes de formacion frente a 1/T nos
permite calcular el valor para el AH® para la dimerizacion de Cpl, figura 5.4.6. Resulta
claro que no existe un acuerdo total entre los valores generados por ambas técnicas e
incluse en una misma técnica (RMN H'), las constantes calculadas con el cambio en el
desplazamiento quimico de los protones en meso, no corresponden con las obtenidas a
partir de los cambios en fas otras dos seflales, aunque en temperaturas por arriba de 65°C
los datos son muy parecidos. Por otra parte, en temperaturas menores (20-45°C) las

- constantes derivadas del cambio en el desplazamiento de los protones de! metilo y del

metileno 3, asi como de espectroscopia UV-vis se encuentran en muy buena correlacidn,
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Hemos revisado cuidadosamente las condiciones de los experimentos y los
céalculos de las constantes y no encontramos fundamento para excluir alguno de los
resultados experimentales Por lo tanto, decidimos analizar el conjunto de datos de Ln &,
como funcion de la temperatura dividiendolos en tres giupos: i) los datos obtenidos
mediante la espectroscopia UV-vis, ii) los datos correspondientes a los protones de los
grupos metilo y metileno p, y iii) al protén meso, figura 5.4.6.

Los valores del AH® para el proceso de asociacién de Cpi que se obtuvieron a partir
de las regresiones lineales se muestran en la tabla 5.4.5. El calculo del AS® se realizd a
partir del valor de Ln K, a 25°C y el valor encontrado para AH’. El valor utilizado de tn &;a
25°C fue 11.2, que resulta del promedio de los valores obtenidos por espectroscopia UV-
vis y las sefiales de los protones de los grupos CHy y CH,'. Este valor esta en buen
acuerdo con el obtenido mediante la dependencia de la concentracion de Cp! a fuerza
idnica constante (0.1 M NaCl, ver tabla §.1.1). Para la seflal en meso se utilizo el valor de
10.3, ver tabla §.4.3, que corresponde al Ln K, encontrado a 25°C.
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Figura 6.4.6 Dependencia de la lemperatura en coordenadas de van't Hoof.
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Tabla 5.4.5 Vatores para el A\H” (Kcallinol) y el AS” (ue) obtenidos a partr de 1a dependencia Je la

temperatura del Ln &, del dimero de Cpl

Método Al Kealimal | AS%ue
AggalAgz. UV-visible 98402 -109+0.2
CHyy CH;” RMN H' 114198 1622

H-meso, RMN H' 8717 423¢2

Antes de disculir los valores presentados en la tabla anterior vale la pena aclarar
algunos puntos. Primero, las técnicas utilizadas miden aspectos distintos de ta molécula
de Cpl, por RMN H' observamos la propiedad de ciertos atomos (H-meso, CH;y y CH,")
mientras que por UV-vis observamos una propiedad correspondiente al total de la
molécula. Segundo, los modelos matematicos utilizados para calcular las constantes de
dimerizacion obedecen a la misma funcionalidad, siendo la aproximacion mas importante
para aplicarlos en la dependencia de la temperatura que los valores de EpHy Y Ephy), €N €l
caso de UV-vis, 8, ¥ 3, para RMN H' no dependan también del cambio en 1a temperatura.

En general, los valores de AH° encontrados para el equilibrio de dimerizacion de
Cpl en D,0 nos indican que el proceso de asociacidn esta favorecido entélpicamente. El
valor negativo del AS® es normal para un proceso asociativo pero ambos son mas grandes
que los informados para el equilibio de autoasociacion de otras porfiinas o
metaloporfirinas tanto en agua como en disolventes no acuosos.’***'!

E! valor para el AH° obtenido por UV-vis y las sefales de CH, y CH," son iguales
dentro del error experimental, mientras que con los protones en meso se obtiene un valor
dos veces mas grande. Al parecer estos valores reflejan el tipo de proceso que se esta
midiendo, ya que no sélo se cambio la técnica, también el intervalo de concentraciones en
que se aplica cada una es distinto, Debido a esto, es posible que en el intervalo de
goncentraciones de los experimentos con RMN H' , ademas del dimero, se formen de
agregados de orden mayor (rimeros, tetrameros, etc.) y que los protones en pasicion
meso sean Mas sensibles a estos procesos.

E! valor derivado de los datos de UV-vis o fos protones CHy y CH;", es muy

parecido al obtenido para dimeros unidos covalentemente (AH,.,=-11£2.4 Kealimol)*” No
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obstante, a pesar de asta coincidencia éste valor parece un poco grande para que sea
debido exclusivamente a la asociacidn entre los planos aromaticos de la porfirina
tomando en cuenta que la cnergia de la asociacion entre moléculas aromaticas mas
pequefias como benceno y naftaleno son muy pequefas (= -2 Keal/mal).?' Para explicar
la magnitud del AH° obtenido hay que considerar que la molécula de porfirina representa
aproximadamente 4 veces el drea del plano aromatico de una molécula aromédtica mas
pequefia y aunque la energla de la interaccion no es totalmente aditiva, se espera que
sea mas grande para una porfirina. Ademas, es muy probable que la asociacion no sea el
Unico evento que debe tomarse en cuenta, como se ha visto en la seccién 5.3, la
hidrofobicidad def medlo contribuye de manera importante a la energia de la interaccion.
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Figura 5.4.7 Correlacion AH® vs AS° para el equllibrlo de autoasociacidn de una serie de
porfirinas. (1a) Coproporfirina | en D,0Q, H-meso, (1b) Coproporfirina | en D0, CH; y CH,", (1c)
Coproporfirina | en D,0, Uv-vis, (2) Uroporfiina | de Fe(!ll) en D,0.* (3} Tetrametilester de
Coproporfiina | de Talio (lll) en CDCIJ“ (4) 2,4-dibromo Deuteroporfirina de hierro (lil) en
CD,0D,'"® (5) Tetrametilester de Coproporfirina Il en CDCI, ™ (6) Deuteroporfirina IX en CDCl,.'"
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Una correlacion positiva en los valores de AH y AS° para un proceso determinado
es normalmente considerado un indicio de que el mecanismo se conserva.'” En este
caso, para la autoasociacion de diversas porfiinas o metaloporfirinas en diferentes
disolventes encontramos una compensacién en los valores de AH® y AS® , figura 5.4.7. La
temperatura isotermodindmica encontrada es 450 K, la cual esta afuera del intervalo de
temperaturas trabajado (288-358 K), lo que representa que la compensacién encontrada
es valida (o real) como fo han demostrado trabajos clasicos sobre el tema.'®

Una representacion mas significativa de ésta compensacion resulta al graficar en
las coordenadas AH® vs Ln K, que en algunos casos ha demostrado que la compensacion
observada de la grafica AH® vs AS® es sdlo un efecto estadlstico de los errores cuando los
valores provienen de un mismo analisis de regresidn y por tanto, son parametros
estadlisticamente dependientes.'®

Regresidn linssl
w do

0. § 6 dutetadico
R e odrah 280 14
R Fadete -1,13 1022

5- i % R =4
§ D=2% N=8

-2 T

nK, 28

Flgura 6.4.8 Correlacion AH° vs Ln K, (288 K) para el equilibrio de autoasociacién de una serie de
porfirinas. (1a) Coproporfirina | en D,0, H-meso, (1b) Coproporfirina | en D0, CH, y CH;“, (1c)
Coproporfirina | en D,0, Uv-vis, (2} Uroporfirina | de Fe(lll) en DZO,gg (3) Tetrametilester de
Coproporfirina | de Talio (I} en CDCI;’* (4) 2.4-dibromo Deuteroporfirina de hierrc (Il) en
CD,0D,'™ (5) Tetrametilester de Coproporfirina I} en COCH, 7 (6) Deuteroporfirina IX en COCI,.'®

Resultados y Discusiin



Con el cambio de conrdenadas, figura 5.4.8, nugstios resuflados siguen mostrando
una relacién lineal, lo gue confirma que la compensacion observada es real. El tratamiento
riguroso sobre la validez de este tipo de correlaciones ha sido informado en los trabajos
de Exner'® y Linnert'??, desafortunadamente, los datos publicados no estan completos y
no es posible llevar a cabo estos tratamientos estadisticos.

Esta compensacion es un fendmeno que se ha observado en muchos otios
sistemas que también de asociacian mediante interacciones no covalentes.?"'% Para
estos sistemas. denominados supramoleculares, la pendiente () y la interseccion (TAS,)
de una grafica TAS® vs AH® se han interpretado como una medida de los cambios

conformacionales y del grado de desolvalacién que se tiene como resultado de la

formacian del complejo o asociacian. '2"'%?
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Figura 5.4.9 Corelacién TAS® vs AH° para el equilibrio de auloasociacion de una serie de
porfirinas. (1a) Coproporfirina | en D;0, H-meso, (1b) Coproporfirina t en D,0, CH; y CH,", (1¢)
Coproporfirina | en D,0, Uv-vis, (2) Uroporfirina | de Fe(ill) en D,0.” (3) Tetramelilester de
Coproporfirina | de Talio (!ll) en CDCI3.7‘ (4) 2.4-dibromo Deuleroporfirina de hierro (Ill) en
CD,0D,'™ (5) Tetrametilester de Coproporfirina lll en COCl, ™ (6) Deuteroporfirina 1X en CDCl, **'
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En la figura 5.4.9 se observa la compensacion TAS%-AH® para {a autoasociacion de:
diversas porfirinas y metaloporfirinas. El resultado oblenido para la pendiente (i) a partir
del analisis de regresion lineal, concuerda muy bien con los informados para otros

sistemas donde se asocian porfirinas con diversas quinonas y piridinas, tabla §.4.6.

Tabla 6.4.6. Pendiente (u) e interseccion (TAS,) de graficas de compensacion AH-TAS para

algunos sisternas supramoleculares. 2! 1?2

Tipo de asociacién o (pendlente) TAS, r,n
Eter corona-catidnes 0.76 2.4 087, 207
Criptando-catiénes y diversas moléculas 0.51 4.0 0.70, 39
Ciclodextrinas - diversas moléculas 0.80 31 0.88, 150
derivados de [I-Ciclodextrina - 2-naftalensulfonate 1.07 5.0 0.994, 22
Parfirina- quinonas 0.6 0 0.952, 13
Metaloporfirinas sustituidas- priridinas sustituidas 0.61 1.6 0.972, 33
Ciclofanos/Calixarencs-diversas moléculas 0.78 34 0.921, 75

arométicas y catlénes

Autoasoclaclén de Porfirinas 0.556 % 0.088 | -0.75 £ 0,996 0.921,8

r = coeficiente de correlacion def analisis de regresion lineal,
n= numero de datos incluidos en ef anélisis

Bajo esta idea, el resultado anterior significa que la porfirina sufre cambios
conformacionales muy parecidos en (a asoclacién con quinonas, piridinas o con ella
misma. Los valores de o para las porfirinas son menores que para otros sistemas como
los éteres corona, ciclofanos y calixarencs, ésto debido a que la estructura de la porfirina
es mds rigida. Ef valor obtenido para TAS, es dificll de explicar en términos del grado de
desolvatacién de la molécula de porfirina, ya que los datos correlacionados corresponden
a experimentos {levados a cabo en diferentes disolfventes.
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5.5 Cinética de Inserci6n de un ion metalico (Metalacion)
Dentro de los variados procesos en que intervienen las porfirinas uno de los mas
interesantes es la incorporacidn de iones metdlicos en la molécula de porfirina, proceso ai

que se ha llamado reaccion de metafacion.'®

At

MU PH, M 2H

L
Un considerable nimero de estudios se han dirigido a la elucidacidn del mecanismo
involucrado,'™'™ No obstante la mayoria de fos trabajos se han flevado a cabo en
disolventes no acuosos.**'® En los trabajos en disolucion acuosa utifizan generalmente
pH's bajos para evitar la hidedlisis de los iones meldlicos y su precipitacion como
hidroxicomplejos. "'
Para este tipo de sistemas se ha encontrado una ley de velocidad de la forma

cApy] k[ M"*][I’Hz] (5.:6.4)

d
Normalmente se utifizan condiciones de pseudoprimer orden de manera que la

expresion 5.5.1 se reduce a

dlPH,}
. '“[TTJ = k*[PH,) (6.5.2)

donde k* = A{M™]
En nuestro esfudio hemos incorporado la etilendiamina para tener una especie de
Cu® que sea soluble en pH's basicos, donde la porfirina se encuentra en su forma fibre
(PH,) y monamérica principalmente. El cobre forma con etilendiamina dos complejos
estables siendo el bis(etilendiamina) de cobre (Ii), Cu(en)zz‘, fa especie predominante en
un amplio Intervalo de concentraciones (ver seccion 4.6).
La velocidad de formacién del complejo Cufen),”* es mucho mayor que fa insercion
del metal en la porfirina. Ademaés, hasta el momento no se ha informado que este ligante

en su forma libre reaccione con las porfirinas como lo hacen otros medios utilizadas para

12

mantener soluble at jon metdlico tales como son: la piridina'"', las bipiridinas’'? o el

imidazal que forman complejos con fos iones metdlicos evitando la hidrdlisis, pero

catalizan la insercién del ion metalico.'
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En un trabajo anterior ya se ha utilizado este sistema para investigar la cinética de
metalacion de porfirnas sintéticas sustituidas en meso, pero las condiciones utilizadas
arrojan algunas dudas sobre los resultados que obtuvieron ya que mantienen conslante la
relacign de (Cu),:(en), en una proporcion 1.3, pera las especies presentes no dependen
de esta refacion sino de las concentraciones totales de los reactivos.'"

Par ello, hemos investigado las dependencias de ambos reactivos Cu® y
etilendiamina (en) en condiciones donde la especie predominante es la forma monomeérica
de Cp! (pH=9 en bulfer de boratos). En todos los expenmentos se mantuvieron fas
siguientes condiciones: fen | > [Cu’']>> {PH,}, donde PH, representa la

forma libre de Cpl.

Dependencias de Elilendiamina (en)

Se obtuvo ia cinética de metalacion mediante el cambio en el espectro UV-visible
en la regién de Soret (entre 350-450 nm) de Cpl como funcidn del tiempo. Un ejemplo
tipico se muestia en la figura 5.6.1, donde se observa un cambio inmediato al adicionar
Cu® (1,) a la disolucién de Cpl-En. Después de este descenso drastico en la absorbancia,
sigue un proceso lento donde disminuye la absorbancia en 392 nm y aumenta en 380 nm.
Esta tltima banda con maximo en 380 nm es la que corresponde a la porfirina metalada
{Cpi-Cu).

Las cinéticas observadas de éste Gltimo proceso cumplen todas con una ley de
velocidad de primer orden bajo las condiciones descritas en la tabla 5.5.1. Las constantes
de velocidad observadas (k") se calcularon mediante el ajuste no lineal de los datos de

absarbancia en 392 nm a la siguiente ecuacion z

A”m :(A,“ - A(,_.)CX[)(‘I("‘I)““ Ay, (6:5.3)

Cabe mencionar que el orden de adicion de los reactivos no afecta el
comporamiento observado ya que el complejo de Cu(en),®’ se forma mucho Mas répido.
El procedimiento utilizado consistié en tomar un volumen de Cpl en buffer de boratos
pH=3, adicionar el volumen requerido de etilendiamina y por Gltimo, adicionar et Cu** para

evitar su precipitacion.
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Flgura 6.5.1 Cambios del espectro de Cpl observados en presencia de Cuen),>".

Tabla 8.6.1. Constantes de pseudorpimer orden observadas para la melalacién de Cpl en las

condiciones descritas. Buffer de boratos pH = 9, T = 25°C.

icpl] | ("] | IEs] | KL A | AL A | A,
0™ | @0 M) | 10°M) | (43 o) | 392 nm | 362 om | 392 nm | 392 om
55 54 0.1 7.86 . |os4s3s| - |oso12
55 54 0.2 1.04 . |oas0| - o798
55 5.4 0.36 1.05 . 04926 | - | 08412
5.5 5.4 1.8 0.28 . |os401| - | o825
55 5.4 36 0.36 - {ormra] - [ oses1
g |l | (s KT ) A A A A
(X10°M) | (110°M) | (x10°M) (xlo’ s") 392nm | 392 nm | 392 am | 392 nm
5.5 8.8 1.8 7.28 | 0.9742 | 0.3343 | 0.6398 | 0.5207
5.5 8.8 21 0.95 | 0.9336 | 0.3882 | 0.5454 | 0.5287
55 8.8 28 033 | 08931 | 03783 | 0.5148 | 0.5175
55 8.8 35 0.37 | 0.8756 { 0.4039 | 0.4717 | 0.5172
5.5 8.8 53 0.28 | 0.8646 | 0.4327 | 0.4319 | 0.5375
55 8.8 8.8 0.34 | 0.8058 | 0.4783 | 0.3275 | 0.5215
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Para las concentraciones de Cu®" ulilizadas, la constante de velocidad observada
(k°°‘) tiende a disminuir con el aumento de la concentracion de etilendienuna. Ademas, la
absorbancia iniciai (A,), cuando solo hay en disolucion Cpl y etilendiamina, depende de la
concentracién de esta Ultima, mientras que la absorbancia cuando se agrega el ion Cu®*
(A,) no depende de la concentracion de etilendiamina pero si se observa un cambia
considerable al aumentar 1a concentracion de cobre, El efecto observado con la adicién oe
etilendiamina no es un efecto de dilucién, ya que se utilizaron diferentes disoluciones
stock y el cambio en el volumen total es semejante en todos los experimentos.

Dependencia de /a concentracién de Cobra (Il}

Para los experimentos con diferente concentraciéon de Cu?, el comportamiento
observado en la figura 6.6.1 se repite. Se encontré también una iey de velocidad de
primer orden y el cambio en el valor de A, es mas pronunciado al aumentar la
concentracién de Cu®* con [en) constante y al aumentar la concentracién total de
etilendiamina. Los valores de las constantes de velocldad observadas, asl como las
condiciones de cada experimento se resumen en la tabla 5.5.2.

Las constantes de velocidad observadas aumentan de manera proporcional a la
concentracion de Cu®* como lo sugiere la ecuaclén 5§.6.2, pero en concentraciones
cercanas a la relacién 1:2 de Cuen, la constante de velocidad aumenta de manera
inesperada en una magnitud 10 veces mas grande que el valor inmediato anterior. Este
cambio anémalo en la constante de velocidad ya habla sido detectado en otro tipo de
sistemas que utilizan etilendiamina como medio para mantener soluble al ion metalico y lo
explican argumentando la formacion de un “complejo supramolecular”.'*

Por otra parle, en los datos de la tablas 8.5.1 y 5.8.2 se puede observar que |a
etilendlamina presenta interaccion con la porfiina aln en ausencla del i6n metdlico. La
naturaleza de esta interaccion es inclerta por el momento. Es posible que la interaccion
sea de tipo hidrofébica como las observadas con las sales de alquilamonio o con los
disolventes como etanol o dioxano que también tienen una parte hidrocarbonada de dos
atomos de carbono. Aunque una interaccidon de tipo ion-lon con los sustituyentes
periféricos es probahle ya que al pH de trabajo la forma protonada de etilendiamina se

encuentra en cantidades considerabies.
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Tabla 5.5.2. Constantes de velocidad observadas para la cinética de metalacion de Cpl con Cu*

en presencia do etitendiamina. Buffer de boratos pH=9, T= 25°C

(Cot (] {En] K A, A AA A
(10°M) | (x10° M) | (x10¥ M) § (x10%57%) [ 392 am | 392 nm | 392 nm | 392 nm
55 1.1 11 3.45 0,9887 | 0,756 | 0,2331 § 0,9174
55 16 11 4.66 0,9725 | 06819 { 0,2906 } 0.8982
6.5 2.1 11 6.06 0,9664 | 0,6446 { 0,3218 | 08876
5.5 27 1.1 9.8 0,9885 | 0,6088 | 0,3797 | 0,8958
6.5 4 1.1 13.3 0,9833 | 0,5439 | 0,4394 | 08650
55 4.7 11 21.2 0,9800 | 0,4923 | 04877 | 0,8651
55 5.4 1.1 86.4 0,9646 | 0,4493 | 0,5153 | 0,8261
5.5 54 1.1 824 | 09801 | 04815 | 05185 | 0.8143
55 1.1 2.1 2.5 0,9322 | 0.6834 | 0,2488 | 0,9051
55 18 2.1 29 | 09184 | 06430 | 0,2754 | 0,8914
5.5 21 2.1 3 0,0475 | 06388 | 0,3087 | 0,8732
55 27 21 33 | 09365 | 0.5064 | 03401 | 08876
5.5 4 2.1 6.2 {09373 | 05886 | 0.3487 | 0.8640
55 47 21 74 0,9247 | 0.5408 | 0,3839 | 0,8517
55 54 2.1 104 - 0.4810 - 0,7995
55 79 24 13 | 09323 | 0.4681 | 04642 | 0,7738
55 10.5 24 113.2 | 09484 | 0.4104 | 05380 | 0,7246
(Cpl] [Cu®] [Ea) Il A, Ao AA Aw
@10 M) | (x10°M) | (x10° M) | (x10*s”) | 392 om | 392 nm | 392 nm | 392 um
5.5 0.27 18 1.7 | 09284 | 07171 | 0,213 | 0,8844
55 0.54 18 28 | 09210 | 06401 | 0,2809 | 0,8524
55 1.1 1.8 2.5 0,9260 | 0.5973 | 0.3287 | 0.,7886
5.5 1.6 18 38 | 09210 | 0.5694 | 0,3516 | 0,7353
5.5 2.1 1.8 4 0,9282 | 05163 | 04119 | 0,7119
55 3 18 3 0.9152 | 0.5023 | 0.4129 ] 0,7115
5.5 44 18 48 | 09277 | 04745 | 0.4525 | 06261
55 5.9 18 54 | 09218 | 04279 | 04039 | 0,5058
55 74 1.8 7 0,9007 | 0.3756 | 05251 1 0,5474
5.5 8.8 1.8 728 {09222 | 0.3523 | 05699 | 0,5211
55 0.54 36 36 | 09070 | 07373 { 0,1697 | 0,8169
5.5 1.1 36 24 | 09106 | 06456 | 0,2650 | 0,7641
55 16 6 3.04 | 09027 | 05886 | 03141 | 0,7346
55 2.1 3.6 4.64 08916 { 60,5615 | 0,33G1 | 0,7010
55 6 36 302 | 08913 | 0,4533 | 0,4380 | 0,5930
5.5 1.8 3.6 8.82 0,9018 | 0,3542 | 0,5475 | 0,4780
55 176 36 794 | 0,8802 | 03107 { 0,5695 | 04527
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Mecanismo

Para proponer un mecanismo consistente con nuestros resultados hay que explicar
el cambio inmediatlo en la absorbancia de Cpl al agregar cu’, ademss de las
dependencias de la k™, AA y de la concentracion de los reactivos. En algunos trabajos
se ha propuesto la existencia de intermediarios en el proceso de metalacién llamados
complejos “silting-atop” (SAT)."'® El tipo de evidencia encontrada han sido especies con
espectros distintos bajo condiciones especificas y el tipo de ley de velocidad presenta un
segundo orden para el lon metalico, primer orden para la porfirina y el inverso de primer
orden para el proton. El tipo de interpretaciones que se han formulado refieren a que el
primer metal forma el SAT, el cual deforma fa porfirina y facilita la disociacion de! protén.
De esta forma el segundo metal se incorpora en el lado opuesto para producir la
metaloporfiina. Hay clerta controversia alrededor de la existencia de este tipo de
intermediarios (SAT) debido a que se han podido explicar los cambios observados en
funcion de efectos salinos y las caracteristicas espectrales son similares a los pares
ibnicos, 17198

Bajo esta misma idea de inlermediarios SAT se ha explicado la catalisis de
metalacién observada en presencia de iones metdlicos de radio idnico grande, que no se
ajustan a la cavidad de la porfirina como es el caso de Cd?*, Hg®* y Pp?", 192110118

Aceptando la idea de fa formacion de un complejo intermediario de! tipo “sitting

atop”, el esquema cinético puede presentarse como:

£ IR
PH, + Cu(en),” 7 {PHpCufen)”"} | P-Cu + 2H" + 2en
ko
El tratamiento matematico para este mecanismo que contempla el cambio
Inmediato observado en la absorbancia y su dependencia de la concentracién de Cu?",
lleva a la siguiente expresion para A, (ver apéndice 7.8).
(og K[M][PH, )
A4 =4, + st
‘, 1+ K[ M] (5.6.5)

Donde M1, representa la forma libre de Cply A elion metdlico.
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Los datus expenmentales tipicos para una concentracion de etilendiamina
constante, se muestran en la figura 5.5.2. El intermediario que probablemente se forma y
produce este cambio, depende de la concentracion lotal de cu®, que bajo las condiciones
del experimento corresponde a Cu(en),”" Del ajuste de estos datos a la ocuacién 6.5.5
se obtiene el valor de 1a constante de equilibrio del paso inicial (K) donde se forma el

intermediario

091 .
' En] = 18510 M
. 7l 1-9{burtos)
08 . MK 30000+ 2900
T T
n
074 L] ]
A,
[ §
06 .
[ ]
n
054
00 2000°  4od0' | Godo* | Bd0t | 1.0d0°
QM

Figura 5.5.2 Cambio en la absorbancia a t, en 392 nm para diferentes concentraciones de cu® y
etilendiamina constante.

Con el mismo tratamiento matematico se obtiene la dependencia de los valores de
AA observados en funcién de la concentracion total de Cu?®*. Esta relacion nos permite
calcular el valor de la constante de equilibrio observada definida como K,q“"’ = K+ KK,

_ K[PH,] (Be  + K Ac ) M]

SR k(K 1] (5.5.6)
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Figura 6.8.3 Datos de AA para diferentes concentraciones de Cu®* con en constante y su ajuste a

la ecuacién 5.5.6
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Figura 5.5.4 Dependencia de k' como funcion de la concentracion total de Cu?'.
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Los valores parala X, ™ obtenidos del ajustc figura 5.5.2, nos permiten corroboras
el mecanismo solo si podemos enconlsar ef valor para el producto AKX, que correspande al
praceso global. Este producto lo obtenemos de la dependencia de 4™ coma funcion de fa

concentracion de Cu®' total mediante la siguiente expresién (vor apéndice 7.8):
kK[ M]
+ J—_—
-1
1+ K[ M]

A diferencia de anteriores estudios nosolros encontramos una discontinuidad en las

K =k ~k+kK[M]

{6.5.7}

gréaficas de & vs (Cu®'} a pH=9 en presencia de etilendiamina, tabla §.5.2. Esto quizis
sea debido a la presencia de pequeflas cancentraciones de hidroxicomplejos cuande la
relacidn total de concentraciones Cu:en es cercana a 1:2. Por ello el intervalo de
aplicacion de la ecuacién 5.6.7 se reduce a Ia parte lineal de la curva, figura 5.5.4. Los
valores oblenidos para los diferentes pardmetros mediante los ajusles en las diferentes

condiciones experimentales se resumen en la tabla 5.5.3.

Tabla 6.6.3 Valores obtenidos a partir de los ajustes de los datos.

ol M| KMf) [KEGT)[KEK] K" =KEK | K, | kK | 85 | oc
855|068y | ar) | <888 | ac.o87|0cs 87 fec.888]0c556

Lixot ] 35636 | ND* NI 37986 ND* | ND* | -36430 | 103459
£16700 +3500

20 12108 | 22380 7 34469 55240 20T s62 7| RYsET
£4900 | 1600 | +6080 11800 #6107 | £0.73

18107 7] 3068 373677 SH0d Tleoad T T A0 0602 ] 98761 | 816l
+480 £524 | #7110 +3120 £3x10° | 20,081

36x107 71064 I8 T ASES T RORY T T 2 Sx107 ) 045 | 94960 | 74705
£318 | £800 | 860 1996 +8x10° | £0.15

ND*" en esta dependencia fa constantes de velocidad observadas son muy pequefias, debido a esto, el valor

abtenido para la ordenada es negative y no tienen sentido fisico

De manera general, los datos presentados describen los cambios observados
experimentalmente en la figura 55.1 y dentro del eror experimental, corroboran el
mecanismo propuesto. No abstante, los datos para la constante de equilibrio (K) que
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indicani una disminucién en la estabiidad del intermediario con el aumento de la
concentracion de etilendiamina no concuerdan con el cambio obhservado en las
absorbancias iniciales después de fa adician de Cu’* a fa disolucion (A,,), el cual aumenta
con la concentracion de Cu® v efilendiamina. Al parecer, los datos de la constante de
equilibrio de formacion del intermediario dependen de forma inversa a la concentracion de
efifiendiamina en disolucidn. Un equilibrio paralelo al primer paso del mecanismo
propuesto que puede explicar esta tendencia es la siguiente:
K
Catens '« Pl s PHLeCien)t v en

De esta manera existe la posibifidad de que el complejo SAT se forme sélo entre fa
porfirina y el complejo de cobre con una sola molécula de etilendiamina.

Con el fin de entender el papel de la etilendiamina en {a formacion del intermediario
SAT con Cu® utilizamos el sistema con Cd”', un ion metalico que no se ajusta a la
cavidad de la porfirina, observando {a dependencia del espectro UV-vis con respecto a la

concentracidon de etilendiamina, figura 5.5.5,

10,
)] = 555100 M

B apyessaosm 7

4 L eyl
e e el
/
v \ 3
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PR LY 1Y A
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wr // NS
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Q2§

arf h

Qi Letoditee b L i L ! b ey
o:ﬁ) O W W AN 40 @& 40 40

Longitud de onda (nm)

Figura 5.5.56 Cambio en el espectro UV-vis por {a adicion de £n a una disolucion de Cpl-Cd®.
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El Cd* forma tres complejos con etilendiamina, pero en el intervalo de
concentraciones estudiado predominan las especies Cd®', Cd(en)®* y Cd(en),® (ver
seccion 4.6). Esla dependencia en la distribucion de las especies se hace evidente en la
figura 5.6.6 donde los espectros cambian en presencia de diferentes concentraciones de
etilendiamina. Primero se observa una serie de espectros con méaximos en 392 nm y 412
nm que indican la interaccion con la especie Cd(en)®*. Al aumentar la concentracién de
efilendiamina la especie Cd(en)zz' empieza a estar en mayor proporcion y la interaccion
con Cpl produce un espectro diferente. Las ultimos espectros tienden a tener la forma de
la Cpl libre con maximo en 392 nm, pero con un abatimiento en la absorbancia provocado
posiblemente por la formacian del complejo SAT con la especie Cd(en),”*.

Del experimento con Cd** se observa como la etilendiamina puede modificar la
interaccion del ion metalico con la porfirina compitiendo con el proceso de insercion. De
este resultado es claro que la etilendiamina tiene un papel fundamental en la estabilidad
de este intermediario con el ion metdlico.

Por otra parte, un problema al que se han enfrentado los estudios cinéticos es que
no toman en cuenta la posibilidad de asociacion de las porfirinas y ha sido dificil de
incorporar a un mecanismo general. Por ejemplo, se ha observado un incremento en Ia
velocldad de incorporacién del ion metélico al aumentar e! nimero de ligantes periféricos
cargados negativamente. El comportamiento anterior lo han explicando como una
estabilizaclén debido al incremento en las constantes d2 asociacidn de complejos de
esfera externa.''®

De acuerdo a nuestros resultados este incremento sélo refleja un diferente grado
de dimerizaclén que ocurre en las porfirinas con ligantes periféricos negativos."'' 7% Esto
{iitimo queda demostrado al observar la dependencia de la velocidad inicial de
incorporaclén del Cu** en Cpl en funcién de la proporcion de dimero en disolucién, figura
§.5.6, promovido por la presencia de sales.

El resultado anterior es una prueba indirecta del mecanismo propuesto en otros
trabajos donde se requiere primero de la deformacion del macrociclo de la porfirina para
que la insercién del ion metalico se realice por el lado opuesto.'™'®!"® Cuando se tiene
impedido un lado de la porfirina, como es el caso del dimero, la constante de veiocidad
para el proceso de metalacion deberla ser solamente 2 veces menor. En nuestro
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exparimento la constante de velocidad disminuye a un grado tal que resulta impractico
seguir la cinética completa. Por allo, sélo se midieron las velocidades iniciales del proceso

como funclén de fa proporcion del dimero presente, figura 6.5.6.

3'5“06" o — j:Vil: 4
10408 -
25a0° 4
2040° 4 »
VO
1,5410% 4
I ;mxg“’M .
1 [0F=6d0* M
todo? {e}=35x10° M
5040° T=25C
.
Q0 . r
o 0 @ o
% dimerizacion Cpl

Figura 8.8.6. Velocidad de incorporacién iniclal en funcidn de fa proporcién del dimero.

El dimero disminuye la reactividad de la molécula de Cpl en el procesoc de
metalaclén ya que no permite la deformacién del anlllo porfirinico por la presencia de la
otra molécula que establfiza la conformacion, figura 8.6.7.

Cu?*

Cu?* PR

- / ‘\

Cu?*
’ t

cy?

Figura 8.8.7 Representacisn del intermediario SAT en el mondmero (caso a) que provoca ia
deformacién del anitio de la porfirina y el dimero que no permite su formacién (caso b).

96 Resultados y Discusiin



6. Conclusiones
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+ El efecto de Ia fuerza idnica y el pH sobre fa asociacién de Cpl, se describié mediante
un cicto de equilibrios que involucran el monémero, el dimero y las respectivas especies
protonadas. Las constantes de equilibrio evaluadas para la formacion del dimero son
del mismo orden de magnitud que para olras porfirinas naturales y mayores que las
informadas para porfirinas sintéticas sustituidas en posicion mesa. Esto confirma fa
mayor tendencia hacia Ia agregacién de las porfirinas no sustituidas en mesa. Ef pK,
para el monémero fue de 6.00+0.04 que corresponde a la protonacion de uno de los
nitrégenes pirrdlicos. En el dimero, se evaluaran dos pK,'s con valores de 7.1520.06 y
5.410.2. Los sitios de protonacién para el dimero no pueden determinarse mediante fas
técnicas utitizadas.

» Se observaron tres comportamientos en cuanto a la naturaieza del elactrolito presente:
i) electiclitos que podemas denominar como “normales” (NaCl, KNO, y KCI), los cuales
promueven la dimerizacién y para fos que se aplica fa descripcién de Debye-Hiickel de
las interacciones ion-ion y su efecto sabre el equilibrio de dimerizacién, ii) fas sales
cuatemarias de amonio presentan el efecto contrario, monomerizacion, al promovido
por fos electrolitos “normales”’, debide a fa probable interaccién hidrofébica de sus
cadenas laterales con la molécula de Cpt y iii) el ion Ca®, que promueve fa
dimerizacidn en forma mas efectiva que los electrolitos *normales”, ya que se coordina
alos propionatos latelares con una constante de estabilidad de 50 + 12 M.

¢ Mediante el estudio en diferentes mezclas acuosas con disoiventes organicos, se
separaron los efeclos que inlervienen en Ia asociacién de Cpl descritas cominmente
como una interaccion n-=. Se calculd una constante para el procese de asociacién que
refleja solamente efectos de origen electrostatico al separar el efecte praveniente de las
inleracciones lon-ion. La carrelacion con diversos pardmetros de polaridad e
hidrofobicidad del medio indica que la fuerza motriz para la asociacién de esta porfirina
en disolucién acuosa es, principalmente, de origen hidrofébico.

¢ A parlic de la dependencia de la temperatura se obluvieron los valores para los
parametros termedinamicos, AH® v AS®, del procese de asociacion de Cpl. Los
resultados derivados de la observacidn de los grupos CHy y CH,” por RMN H' v de 1a
relacion de absorbancias (Asq;/Asr;) en a region de Soret par UV-vis, coinciden con los
informades para la interaccion entre los planos aromaticos de porfirinas unidas
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covalentemente. Por el contrario, los resultados derivados de fa observacion de los
protonoes meso son dos veces mas grandes. Es posible que éstos tltimos valores
incluyan la formacién de agregados de orden mayor (trimeros, tetrameros, etc.), ya que
los experimentos con RMN H' se realizaron en concentraciones mas grandes de Cpl.
Se encontro compensacidn entre los parametros termodinamicos para la asociacidén de
Cpl en disolucion acuosa y de diferentes porfiinas en disolventes no acuosos,
indicando que el mecanismo de asociacion se conserva en todos estos sistemas.
Ademas, el valor de la pendiente («) para la compensacion TAS®-AH®, coincide con los
de otros procesos de asociacion de porfirinas y metaloporfirinas con ligantes como
quinonas y piridinas, indicando que los cambios conforimacionales que sufre las
porfirinas al asociarse son similares.

Se estudid a cinética de metalacion de Cpl con el lon Cu** compiejado con
etilendiamina y los resultados se explicaron mediante un mecanismo que contempla la
incorporacidn det ion metalico al anillo porfirinico a través de un intermediario del tipo
SAT (sitting-atop). En presencia de sales, se observo que la velocidad de la reaccién de
metalacion disminuye y este descenso es proporcional a la fraccién del dimero de Cpl
en disolucion. Esto dltimo se interpretd como una prueba a favor del mecanismo de
insercién que propone la deformacién del macrociclo para la incorporacion del metal, ya
que la poca reactividad dei dimero puede ser consecuencia de 1a imposibilidad de sufri
esta deformacion.

Como un efecto paralelo, observamos que la molécula de etilendiamina presenta
reactividad hacia la porfiina en ausencia del ion metalico. Esta interaccién, que
probablemente sea una asociacidn idnica, abre posibilidades hacia el estudio de!
reconocimiento molecular de diversas diaminas por 'a molécula de Cp! u otras porfirinas
con sustituyentes periféricos anionicos. Resuitados preliminares, no incluidos en este
trabajo, muestran que la constante de asociacion depende de la concentracidn de las
especies protonadas de etilendiemina.

Finalmente, en este estudio caracterizamos el comportamiento de Cpl en disoiucion
acuosa bajo diferentes condiciones (pH, fuerza idnica, presencia de codisolventes y
temperatura), lo que permite investigar con certidumbre la asociacion con otio tipo de

moléculas, aromaticas y alifaticas, neutras o con sustituyentes con carga.
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7.1.- Dependencia de la absorbancia para el equilibrio de disociacién del dimero.
El equilibrio de disaciacion del din:ero de Cpl, donde se representa como PH; a la

porfirina libre, y su constante asociada K, se definen como

) [/’//3]2
(PH,), === 2PH, Ky= [(P;I’):] (7.1.1)

la absorbancia total observada es la suma de las absorbancias de ambas especies:

5
Pl
A= .“p“: 4 /‘(Iy”:): =6 p”![l)ll:]"* C(I’II‘ )‘[(I)IIZL] EE N I'II_,[I)HE] t ’;(I’”Z): [“‘K,;J’ (7'12)

y el balance de masa total queda definido como:
S
. AP
[Pth), =[Pins)+ 2[( PiL), ] SALE LA—,:J - (7.1.3)
- d
la ecuacion 7.1.3 es una ecuacion de segundo grado para la concentracidn de la porfirina
libre;

P

CARGARS -0 (7.14)

2
cuya resolucion analitica nos lleva a la siguiente expresion:

112
Kl sc,
[1’11:]—-;[{“",;‘} "] (7.1.5)

o

sustituyendo 7.1.5 en 7.1.2 obtenemos la relacién entre fa absorbancia total observada
con la constante de disociacion (K,), los coeficientes de absortividad molar de cada

especie (B, Snny),) Y la concentracion total de la porfirina:

12 .
I_Kd . E(ray), | s[pnz]” | L(Mn
e TR T e

-

Cuando el diméro no absorbe o emite, la ecuacion 7.1.6 se convierte en 7.1.7, que es la

ecuacion utilizada para los datos de espetroscopia de fluorescencia.

K 8| Pl "

€ p

A= ChilE I+ [ 2]:1 -
4 “’(/

(7.1.7)
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7.2.- Efecto salino y efecto del disolvente.
La expresion para el potencial eléctrica 1’ de Ia teona de Debye-Hickel para un

punto a una distancia r del ion /, esta definido como
(7.2.1)

:/U ck’li c"KI‘

Wow T

N
donde z, es la carga del ion, ¢ es la carga del electron, « es la constante dielectrica del
medio, « €5 la distancia idnica efectiva y  es la constante de Debye-Huckel que define el

radio 0 espesor efectivo de la atmésfera idnica.
Por otra parte, un ion aislado de valencia z, en un medio homogéneo de referencia

con constante dieléctrica v, tiene un campo eléctiico cuyo potencial a una distancia r es

igual a
n_fie
= (7.2.2)

De acuerdo con el principio de superposicidn, el potencial total en r, como en 7.2.1

es la suma del potencial ‘" debido al ion central aislado y otro potencial 'l debido a
(7.2.3)

lodos los iones restantes (atmésfera ionica).
f =y !
VY
Para todas las distancias donde r=q, el valor para el potencial \I'; resulta

g
T Bl

Y=, - =
2o ea| (14ka)

(7.2.4)

Este potencial (W, ) asume el sentido de trasladar un ién de un medio homogéneo
de referencia con constante dieléctrica ¢, hacia un medio con diferente constante

digléctrica r.. A partir del potencial ‘') el cambio en la energia libre debido a la interaccion

iénica esta dado por
- ! (1+xa)
(7.2.5)
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El coeficiente de actividad iénico se encuentra relacionado con el cambic en la

energla libre mediante la siquiente relacion

.

. R
P IR
| AG (eh) _’(.- [ ‘_’J( MI)J
ny , = et ke e
1) RT 2kTa (1+xa) (7.2.6)
sustituyendo las constantes ¢ y k por sus valores conocidos en el sisterna internacional de
unidades (SI) y tomando la temperatura como 298 K, se obtiene la relacion para el

coeficiente de actividad idnica media con el valor de « en Angstoms (A)

£
2 P= ol 4k
5122 ,;v( x)

L Toeon (7.27)

donde (7.2.8)

2 \112 02 /2
Kz(sm ) ﬁ=50.3ﬁ[L K ]

1000ekT (r_’[‘)w molm;\

Sustltuyendo el valor de x en 7.2.7 llegamos a la ecuacién que relaciona el
coeficiente de actividad iénica media como funcién de la distancia idnica efectiva a (A), de

la fuerza iénica /y de la constante dleléctrica del medio ¢ y de un medio de referencia ¢,

Logys =
CLE [l+ 2,9I3aJ7) {7.2.9)

Si el medio solamente es agua y por tanto ¢ = ¢, =78.5 y la distancia iénica efectiva
a=35A, laecuacion 7.2.9 se raduce a la forma clsica de la ecuacion extendida de
Debye-Huckel

Logt = - 051221
% 1+ “5‘/7 (7.2.10)
fe e ——— —— ]

Por otra parte, si la fuerza iénica es cero /=0, la ecuacién se reduce a la forma

clasica que se utiliza para tomar en cuenta la constante dieléctrica del medio:
C a2
Logr‘z=———’~(—~: (7.2.11)
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Pasa evaluar la constante de disociacion de Cpl partimos del siguiente equilibrio;
(PH), == 2PH,

el cual tiene una constante asociada
by
2 ap ) b ¥
(] (/H.- LT

’\‘/ Sl T e S }\’.’I)~J..,'.“, .
[(Pit))] ey 7., = (7.2.12)

obteniendo logaritmo de los términos de la relacion anterior llegamos a
Log Ky = Log K4 Logyp, - 20og 1py, (7.213)

sustituyendo log y de la ecuacidon 7.2.9 en 72.13 y mediante la sustitucion de las

constantes ¢, = 78,5, « = 3.5 Ay 7= -2.5 (carga encontrada en el ajuste de Debye-Huckel

para Kd"“’ vs { con electrolitos normales), llegamos a la ecuacion que nos relaciona el valor
oby

de la constante observada (Log X,”"") con la constante termodindmica (Log A,”) y un factor

que depende de la fuerza idnica y la constante digléctrica del medio:
! -001271;(! R ”’3‘/7)
Ve

102y7 (7.2.14)

362
- Logk? + 3625

obs

LogKy

Esta ecuacion se reduce a la ecuacion 5.1.3 si el medio es solamente acuoso,
donde £ asume también el valor de 78.5. El segundo factor, que presenta la dependencia
de Iy ¢, es precisamente la contribucidn idnica a la constante observada, la cual

denominaremos como Log K/ ™"

102J7 J }
Jo )
10247 (7.2.15)

e

t-- ().()|271;( 1+

i 430.25
LogK‘lllmluI =

1
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7.3 Calculo del pK, (UV-vis y fluoresceuncia).
Para el equibno entre la forma protonada y deprotonada de Cpl, donde
representaremas como PH, a ta porfirina ibre y PH;' a su forma protonada, tenemos una

constante de acidez asociada

PH; === ppo (71.3.1)
Loyt Lpti,

. (o]

) [l'u] (7.32)

y el balance de masa total de la porfirina en las candiciones del experimento es
GARIEARERE (7.3.3)
La absarbancia total del sistema es la suma de las absorbancias de ambas formas
A= dpug + Ay, =6 PUh € [ i | (7.3.4)

La absaorbancia total en funcién de la constante de acidez (7.3.2) y el balance de
masa (7.3.4) legamos a la relacién

E ppg: | PH, +& oyt [P

i "I i
Nyt

Simplificanda los terminas de la ecuacion anterior legamos a la forma que se utilizd

(1.3.5)

para los ajuste de los valores de absarbancia total abservadas coma funcion del pH. Las
paramétros calculados fueron Ja constante de 4cidez (K,) y la absarbancia de 1a especie

protonada (4 ,.,,]o) y la especie deprotonada (A ,,,_,).

Apy; + A, K, 10
1+ Kampll (7.3.6)

El calculo del pK; a partir de datos de fluorescencia se ileva a cabo con una forma
semejante a la ecuacién 7.3.6 donde se sustituyen absorbancias (1) por la intensidad de

fluorescencia (/).
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7.4 Calculo de K,* en funcion del pH
Los equilibrios propuestos para ja dimorizacién y 1a protonacion de Cpl se muestran
enel esquema 7.4.1, donde PH, representa la forma fibre de Cpl
H*
PHy < za™ ¢
2 ot PH3

1

Py S ' \
S
¥ K

(PHyly ~ = (PHy)y HY .'.. 2= Py, 2HY
‘ Esquema 7.4.1
Las constantes asociadas a cada uno de los equilibrios son
[hlh][ll ] o LY
i 4 T 4.
[Pm ] (.41) T l(era), | (74.2)

o (2 JH] ,2_[(1’1121;//' H'J
ha [(/’I—IT)2 -—ﬂ ZE N _[[MZ) 7}1] (7:44)

La constante de disociacion observada queda definida a partir de 1as

2 1)
Ka =

concentraciones aparentes de ias especies de porfirina en disolucion
2
K - |11h| ‘Pll: + PII,*‘
d = ST
[CN {( Pih), [(PH, - H"]+ (Pir), - 211*” (7:4.5)

Sustituyendo los valores para [PH)), [PH; ) WPHY, -H 1y [(PHy,-21T) 8 partir de las
ecuaciones 7.4.1,7.42,7.43y 7.4.4 obtenemos

g
G
Ky

[/1‘] [”‘] (74.6)
el T T
K, KiKy

Esta ecuacion relaciona fa constante de disociacion observada con los cambios en
el pHdela disolucion, permitiendo asi calcular el valor de 1as constantes de acidez de Cpl

(K I\", ¥ K.} con el ajuste no lineal de los datos experimentales.
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7.5 Célculo de Ia constante de disoclaclon a partir de la relacion de absorbancias,
En cuaiquier fongitud de onda del espectro de absorcion de Cpl « n fa region UV-vis,
la absorbancia total esta definida como la suma de las absorbancias det menomera (PH,)

y el dimero ((PH,),}. donde PH; representa a la porfirina libre:
=il Pllz)ll (7.5.1)
La relacion entre dos absorbancias en las longitudes de onda 1y 2 queda definida

comao.
g nfrin]e ,J (P1hy) 1

t: “ i.g[l‘lig]+r~[ I’H'\ ] (7.5.9

La ecuacion anterior puede escribirse de forma sencilla al agrupar los términas en
funcién del cociente de concentraciones dei monémeto y el dimero, y de los términos

constantes:
4 - (P H2)2
4 - PH, (7.5.3)
(PH)),

donde |as canstantes «, f§ y x se definen en funcion de los coeficientes de absortividad
molar del monémero y def dimero en fas longitudes de onda 1y 2. Para nuestro sistema,
las longitudes de onda escogidas fuseron aquellas que asignamos a la especie
mondmerica de Cpi con maxima en 392 nm y al dimero con méaximo én 372 nm.

Si podemos canocer el valor del coclente de concentraciones monémero-dimero y
su relacidn con el cociente de absarbancias en dos longitudes de onda para un grupo
dado de espectros, podemos entonces calcular el valor de las constantes a, py x. De esta
forma, con solo conocer la relacidn de absorbancias en un espectro de concentracién total
conocida de Cp!l, podemos calcular el valor del cociente monémero-dimero y por lo tanto,
la constante de equilibric de! sistema.
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7.6 Dependencia de la concentracion de iones ca”
t.os equilibrios involucrados en la asociacion de Cpl conelion Ca®* se muestran en

¢l esquema 7.6.1, doncle PH, representa la forma libre de Cpl:

Ke
pH,, o™ (PHQ)2

n Ca“‘\
‘ Ky,

Cu
PHZ(CaL)n e (PHz): (Caz+)2n
PH,(Ca2*),

KCa

Esquema 7.6.1
Las constantes asociadas a cada uno de equilibrios anteriores se muestran a

continuacion, donde n es nimero de iones Ca’* por molécula de Cpl.

o L)) ()

5 7.6.1 Keg = === (1.6.2
/ [l’Hz]~ (6.9 ( ][Caz']" (7.6

[P
{(Pi!g)z((‘az*)j)’.‘
Ky, == 7 (7.6.3)

[1)1{2(@2*)"]2

La constante de formacion observada queda definida 2 partic de las

concentraciones aparentes de las especies involucradas :

el

A partir de la ecuacion anterior y la sustitucion de cada una de las especies por su

sobs

respectiva constante de equilibrio, obtenemos una relacion que depende solo de la

concentracion de Ca’* en disolucion.

koK, Kofca T
subs ! fou MU a
I\j = e

. ) 7.6.6
\+2K(-‘,[(,a'*]" + K&,[mr ]" (7.6.6)
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7.7 Célculo de la constante de asociacion de Cpl con el disolvente (K
El equilibrio de disociacion de Cpl y su constanle asociada se presenta a

continuacion, donde H, representa fa porfirina libre de Cp!

(PH;), ~===% 2 PH, K 2o (7.7.1)
2

De acuerdo con nuestras abservaciones experimentales la presencia de un
disolvente organico 5 disocia el dimero. Si fa molécula de Cpl se asocia con » moléculas
de disolvente, disociandose como se muestra en el siguiente equilibrio, con una constante
carcateristica asociada K

[Hm,,]
(Plly, v 2ns === apjLs s [ (vin), ]Mm (1.7.2)

La constante de disociacion corregida, que toma en cuenta sélo fos efectos de
origen no electrostatico queda definida en funcién de las diferentes especies de la
porfirina presentes en disolucion

Kmr*([l’llz]\t[l’!bs,,]) [Pt} eia]rhss,] | [Pis,)

[(PHz )2] [(I'llz) ] [(1 iy )2] [( P, ).] (7.7.3)

Si sustituimos las diferentes especies en 7.7.3 con sus definiciones a partir de las
ecuaciones 7.7.1 y 7.7.2, oblenemos la relacién entre la constante de disociacion
corregida y 1a concentracion molar de! disolvente

KEor < KO (2,/K“;KX{S]"+K‘,.(S]2") (1.7.4)
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7.8 Cdlculo de la constante de formacién (K) a partir do datos de RMN H'
Si suponemos que en el equilibric de asociacidn de Cpl. las tnicas especies

presentes son la forma no asociada y su dimero, el equilibrio de formacion y su conslante

g, [775)]

quedan definidos como

2PH2 R (PH2)2 [P”’y)] {7.8.1)
Elbalance de masa lotal es
(pih), =(PH]+(Pi), ) = | Pr )+ 2 PHL T K, (7.8.2)

Para un intercambio rapido, el desplazamiento quimico observado corresponde al
promedio ponderado de los desplazamiento quimicos del mondmero (8,,) y el dimero (3,).
Sobs = S8t [0 o ’or:1+./"(bd 8m) (7.8.3)

- yaque f; + f; = I. La fracccidn total del dimero, f;, presente en el equliibrio es

[_P”z 2]

[PH,] (7.8.4)

Sustituyendo la ecuacién 7.8.4 en 7.8.5 obtenemos

2K, Pis)

] (8 ~8.) (7.8.5)

Bopy =8 + [P.”;]“

La concentracion de porfirina libre (PH,] queda expresada en la misma forma que

en el apéndice 7.1, ecuacion 7.1.5, para la constante de formaclén

([1 + 8Py ) ) - 1)

‘lK/

[Pty = (7.8.6)

Al susituir 7.8.6 en 7.85 llegamos a la relacién que nos permite calcular la
constante de formacion a partir de los desplazamientos quimicos . Donde Adyss = 845,

2

\Sm{(t AR 1]

B8 g =8 gps =B = B[I)Hq] K; (7.8.7)
2, B
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7.9 Mecanlsmo asoclativo para la metalacion de Cpl con Cu™'
Para el mecanismo asociativo propuesto en la seccion 5.5, que esta representado

por los siguientes equilibrios

R A .
{PHs e Cufen)s | PO+ 211 den
2 .
Ay

[
]

PH, + Cufen)y”

sg desarrollo un tratamiento matemético que explica los cambios observados en la
cinética de la ieaccibn de insercidn del ion metalico. Por comodidad en adelante
llamaremos PH, a la Cpl libre, M al complejo metdlico de Culen);*, X al intermediario
formado en el primer equilibrio y € al producto de la reaccion que podemos detectar, es
decir, la porfirina metalada. De esta forma, los equilibrios anteriores se pueden reescribir
como

PH, + M :f Y ‘j:

El primer equilibrio entre los reactivos y el intermediario tienen asociado una

constante X definida como

X
k= 7.9.1
[P[M] (740
El balance de masa total es [P], =[P]+[¥]+[C] (7.9.2)

Sustituyendo en la ecuacidn para el balance de masa el valor de [P] de 7.9.1

llegamos a la siguiente expresidn para la concentracion total de porfirina

1
Pl =XK1+ ——=}+[C
[7], =1 ]{ K[M]} [] (1.9
de la cual podemos despejar el valor de la concentracién del intermediario X'

e, -l x1m)

X (794

Por otra parte, el cambio en la concentracién del producto que es detectable por
espectroscopia UV-vis ([C]) tiene la siguiente expresidn, para la cual se ha sustituido el
valor de {X] obtenido en 7.9.4
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k(] LR

d[(] W] k] T -k (] (7.9.5)

Simplificando la ecuacion anterior en terminos de [}, obtenemos
I RIS (B
di 1+ K[M] k(M) (7.9.6)
En la ecuacién 7.9.6 observamos un término independiante de la concentracion de

producto formado {(] y otro dependiente de él. Renombrando ambos terminos como

kk[M][ P,

"IT”K(:\"I’]‘ (7.9.7)

kK[M]

:k~ PRI Yo
Pk L+ K[ ] (7.9.8)
La ecuacion 7.9.6 queda expresada de una forma simple
d[C

= =g~ B C

" B[C] (7.9.9)

Al integrar la ecuacion anterior, obtenemos la expresion para la concentracion del

producto [€] comao funcion del tiempo y los parametros contenidos ena y b

[€]= ‘O;(' —e W) (7.9.10)

La absorbancia total observada corresponde a las tres especies de porfirina
presentes, la porfirina libre P, el intermediario X y el producto formado C. Sustituyendo el

valor para [P] del balance de masa 7.9.2 tenemos

a=cp[Plrey[X}rec[Cl=ep[P], +(s .y —ep)X]+( e -e )] oty

Algunos términos de la ecuacién anterior los definiremos como
.‘l,' = E/J[P]“ Ae yEey-tp Ae CcEEC—Ep
de manera que al sustituirlos, 1a ecuacion 7.9.11 queda expresada

A= A4+ Ae [ X] + a6 [ €] (7.9.12)
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Sustituyendo la ecuacién encontrada para {X] (7.9.4) en fa ecuacion 7.9.12 queda

SR SV
T kM | 1ok (7.919
que en terminos de « y [} es
UAE y ‘ Bk ] ,
Ay *{A*? \(/\T e }‘[C] (1.9.14)
Al sustituir la expresion encontrada para [C} (7.9.10) en la ecuacion 7 9.14 tenemos
ade y p - a )
A=d; + -"}\’l {AE Y ( /\'l“—— AR ﬁ( ~¢ “) (7.9.15)
L— 4y e
a, dy

Como se muestra, los terminos en la ecuacion 7.9.15 se pueden agrupar como a, y

4, quedando la ecuacion en la siguiente forma

3
d=a, —a,( -¢ “) (7.9.16)

Esta ecuacién define el comportamiento de primer orden observado para la cinética

de metalacion que puede analizarse dependiendo del valor que t adopte, por ejemplo si

Ac xk{/u][P]
=0 A =a, = Ap e A[M] (7.9.17)

La ecuacion 7.9.17 explica el comportamiento observado donde la absorbancia al
tiempo cero experimental es dependiente de la formacion del intermediario .\, es decir, del

valor de la constante de equilibrio inicial K y la cantidad de metal [M] y porfirina totat [P],.

Para otros tiempos podemos llegar a las siguientes expresiones

(>0 Ad=a, - a|(l ~c"”’) (7.9.18)

o op
=", A = q, —a,( —en b ) (7.9.19)
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! x,, o

-3,

P (7.9.20)

Las cinéticas de primer orden se siguieron mediante la relacién clasica de la
dependecia de la absorbancia con respecto al tiempo

y
A=(dy = dy)e v, (7.9.21)

Si sustituimos los valores para A,*® (7.9.19) y A, (7.9.20) en la ecuacién anterior
obtenemos la siguiente expresion

S LR k(-1 ) exp

A=ape” ta, -ay; texp 014 (7.9.22)

y esta ecuacion comparada con la ecuacién 7.9.18 es igual si y solo si
k=[}

De esta manera la constante de velocidad observada k,, tiene la siguiente

expresion
kK[ M]
kops =B =k_y+ —
obs =B =k + 7 F[M] (7.9.23)
para concentraclones bajas del ion metdlico
15> [M] lkub.r 2hoy+ an[M]| (1.9.24) "

A partir de esta relacién la constante de equilibrio de! proceso completo queda
definida como

kK
ch = ;L"

=Kk (7.9.25)

La isolerma de enlace para la formacién de una especie con estequiometria 1:1

tiene la forma siguiente "

AEKI M |

M=y = dy = K[|

(7.9.26)

En funcién de nuestros pardmetros podemos calcular a qué corresponden los
valores de A/ para el proceso estudiado. £l valor de .1, queda definido como
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aAty  aAe
pK, n

Ap=ay~ay=d,+

(7.9.27)

y al calcular el A1 obtenemos
aley  wAe e
Al T - PR E .
worico = o A ik, N (7.9.28)
Al sustituir las definiciones de « y [} en la ecuacién anterior obtemos la forma del

isoterma de enlace observado

it KIP) (e + Kide ) M)
edrico 1+ K(K| + l)[ Al] (7.929)

Comparando las ecuaciones 7.9.28 y 7.9.26 podemos observar que el valor de la
constante de equilibrio obtenida a partir de la isoterma de enlace corresponde a

Kep' = KK; + K (7.9.30)
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