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ABREVIATURAS

L-GluH, = Acido L-Glutamico

L-AspH; = Acido L-Aspartico

GliGlu = GliGIuH; = dipéptido formado por glicina unida por un enlace peptidico al
acido glutamico.

Ala= Alanina

Lys = Lisina

Gly = Gli = Glicina

Pro = Prolina

Gin = Glutamina

Leu = Leucina

Ser = Serina

Asn = Aspargina

Val = Valina

Phe = fenilalanina

Tyr = Tirosina

Thr = Triptofano

L-Asp = representa al acido aspartico en su forma bésica.
L-AspH = representa al 4cido aspértico parcialmente desprotonado
R-NH; = amina primaria

M = metal

L = ligante

AE = Anélisis elemental

IR = infrarrojo

RMN 'H = resonancia magnética nuclear de proton

RMN *C = resonancia magnética nuclear de carbono 13
[em™ | = centimetros a la menos uno

v.t. = vibracién de tensidn

as = asimetrico



& = vibracion de deformacién en IR
u = Fuerza idnica

MHz = Mega Herz

D,0 = Agua deuterada

5 = desplazamiento quimico en RMN
A8 = incremento en el desplazamiento quimico
[ppm] = parte por millén en RMN

A = incremento

pD = - log [deuterio]

uL= micro litros, 10°L

pot, = potenciométrico

pol. = polarografico

sol. = equilibrios en solucion

Ka = constante de acidez

ag = en solucion acuosa



PROLOGO

En el presente trabajo se hace un estudio de las interacciones de los iones Ca(ll)
y Pb(ll) con los aminoacidos aspartica (L-AspH,) glutémico (L-GluHy} y el
dipéptido GliGlu, como primer paso para poder entender la interaccién de estos
jones con !a proteina calbindina.

Estos estudios se hacen mediante el aislamiento y caracterizacién de los
complejos formados entre los cationes y los ligantes propuestos. También se
determinaron las constantes de estabilidad en medio acuoso, para los complejos
anteriores, mediante el método potenciométrico. El tratamiento de datos se realizé
por medio del programa SUPERQUAD. Gracias a la informacion obtenida se togro
evaluar la manera en que interactiian los cationes en estudio y los ligantes
propuestos.

En el capitulo | se presentan los antecedentes. En primer término se da una
definicion de aminoédcido, péptido y proteina. Posteriormente se hace una
clasificacion de estas especies quimicas como ligantes. En la segunda parte de
este capitulo se hace una breve revision de las semejanzas y diferencias entre los
metales calcic y plomo. Posteriormente se enuncian aigunas actividades del ion
Ca(ll) en los sistemas biolégicos, asi como también, se muestra el factor comun
en la proteinas afines a calcio. Después se enumeran algunas de las actividades
del Pb(Il) en los sistemas biolégicos. Finalmente se realiza una clasificacion de los
jones en acidos vy bases, duros y blandos.

En el capitulo Il se hace un estudic de la interaccion de los iones Ca(ll) y Pb(ll)
con los aminodcidos L-AspH, y L-GluH, &l cual estd integrado por datos,
estructuras encontradas en la literatura y resultados derivados de la parte
experimental de la presente tesis.

El capitulo lil, se trata del estudio de la interaccién de los iones Ca(ll) y Pb(ll) con
el dipéptido GliGlu. En este caso los resultados fueron obtenidos de la parte

experimental de este trabajo.



En el capitulo IV, se expresan las conciusiones derivadas de este estudio.
En la parte final, se proporcionan las referencias bibliograficas revisadas para la
escritura de esta tesis y se anexan dos apéndices con la parte experimental y el

procesamiento de datos.



INTRODUCCION

La competencia entre los iones metalicos esenciales y los demas iones, se ha
incrementado en nuestros dias, debido basicamente al aumento de iones
metalicos en el medio ambiente, emitidos como contaminantes a la biosfera.
Parece bastante 16gico que 'os organismos vivientes, que estan en constante y
astrecho contacto con el entorno, terminen por absorber metales contaminantes;
teniendo como consecuencia obstruccién en las actividades de los iones
esenciales en los seres vivos.

Un ejemplo es el caso del ion Pb(ll}), del que se ha probade su actividad toxica en
los organismos vivos, ya que provoca la inhibicion de algunas enzimas
involucradas en la sintesis de las porfirinas de los grupos hemo(1). La unién del
plomo con el ARN de transferencia afecta la sintesis de proteinas(2). También se
ha demostrado la afinidad de éste por metaloproteinas del ion Ca(ll).

Esta Ultima observacion es justamente la que motiva la presente investigacion,
tomando como base a la calbindina que es una proteina encargada de la
absorcion del ion calcio en el intestino de los bovinos. Esta es una proteina
representativa, pues los sitios afines con el Ca(ll) son muy comunes en las
proteinas de calcio. Se cuenta con su estructura cristalina(3) en la que se aprecian
los dos sitics de unidn con el ion calcio. Al comenzar el planteamiento del
proyecto se hizo una revisidn de los sitios de enlace metal-proteina, de la cual se
derivan las siguientes observaciones: ambos sitios contienen aminoacidos con
residuos carboxilicos y la secuencia de aminoécidos comun es AspGliGIu.
Consecuentemente se propone coma primer paso, estudiar las interacciones de
los iones Ca(ll) y Pb{ll) con los amincacidos L-AspH; y L-GluH,, y en segundo
lugar por cuestiones de accesibilidad econdmica, el estudio de la interaccidon de
Ca(ll) y Pb(ll) con el dipéptido GliGlu.

Es evidente que el presente trabajo dista mucho de poder diucidar

adecuadamente la unién entre los iones Ca{ll) y Pb(ll) con la proteina propuesta,



pero es el primer paso de una serie de trabajos que la Dra. Laura Gasque, el M en

C. Sigfrido Escalante y su grupo de colaboradores estan realizando.

vi



CAPITULO |

ANTECEDENTES

A) AMINOACIDOS, PEPTIDOS Y PROTEINAS

a) Definicion

Un aminoacido es, como su nombre lo indica, un compuesto que contiene a la

vez un grupc amino y un grupo acido. Desde el punto de vista bioldgico, los

Gnicos aminoacidos importantes son los llamados a-aminoacidos de configuracion

L. Es decir, son aminoacidos en los que el grupo NH; esta unido al carbono vecino

al grupo carboxilo y ademds, de acuerdo con su actividad optica, son

levorotatorios.

Aunque se conocen algunos centenares de aminodcidos naturales, la mayoria de

ellos son no proteicos, es decir, no se encuentran como constituyentes de las

proteinas. Sélo 19 aminodcidos se encuentran habitualmente en hidrolizados de

proteinas. Estos aminoacidos se presentan en la Tabla 1.1, ordenados de

acuerdo a las caracteristicas coordinantes de sus residuos. (1)

Yabla 1.1 Los 19 aminoacidos proteicos
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Se puede definir a un péptido como aquella entidad quimica, compuesto por

aminoacidos unidos entre si por uniones peptidicas:

H

i

Las proteinas son macromoiéculas de importancia biologica fundamental. Estan
constituidas por cadenas de aminoacidos enlazados por uniones peptidicas, y sus
pesos moleculares son, usualmente, elevados, oscilando entre los 10%, 10° Por
tratamientos hidroliticos adecuados las proteinas se pueden degradar a péptidos
mds pequefios y, finalmente, a los amino4cidos que los constituyen.(1)

Las proteinas que por hidrélisis solo generan mezcla de aminoacidos, suelen
llamarse proteinas simples, en cambio aquellas unidas a otros restos o grupos no
proteicos se designan como proteinas conjugadas. La porcion diferente a los
aminoacidos que se halta en una proteina conjugada recibe, habitualmente, el

nombre de grupo prostético. Estas proteinas conjugadas se clasifican basandose



en la naturaleza quimica de su grupo prostético. Asi, las lipoproteinas contienen
lipidos, las glucoproteinas, hidratos de carbono, las fosfoproteinas, grupos fosfato
y las metaloproteinas contienen uno o mas cationes metdlicos unidos a la cadena

proteica.(1)

b) Los aminoacidos, péptidos y proteinas, como ligantes

Los ligantes en quimica de coordinacion, se definen como aquellos aniones o
moléculas neutras que presentan a! menaos un atomo con un par de electrones no
compartido, también conocidos como bases de Lewis. Asi se puede decir que los
aminoacidos, los péptidos y las proteinas son ligantes, debido a que tienen en su
estructura atomos como N, 8, y O que tienen pares de electrones libres, que
pueden ceder a &cidos de Lewis, como los cationes metdlicos presentes en los
sistemas bioldgicos, forméandose de esta manera compuestos de coordinacion.
Una de las formas mas usadas para la clasificacién de los ligantes, es la que toma
en consideracion el nimero de atomos donadores presentes en el ligante, asi se
les denomina monodentados a los ligantes que contienen un sélo dtomo donador
de electrones, bidentedo al que tiene dos, tridentado, a los de tres, etc. En general
a los ligantes que contienen mas de tres atomos donadores se les denomina
polidentados. Segun lo anterior, los aminodcidos libres pueden ser clasificados
como ligantes bidentados, tridentados etc. segun el aminoacido del gue se trate.
Por consiguiente los péptidos también pueden clasificarse como ligantes tri, tetra
o polidentados dependiendo del péptido a clasificar. Finalmente las proteinas se
pueden agrupar como ligantes polidentados.(4)

La interaécién de iones metalicos con proteinas o algunos péptidos de bajo peso
molecular, tiene lugar en sitios bien especificos de las cadenas protéicas. En
principio tanto el grupo C=0 como el N-H de las uniones peptidicas son sitios de
coordinacion propicios, pero en adicion a ellos debemos considerar también otros
grupos funcionales presentes en las cadenas laterales, tales como el OH alquilico
de la serina o la treonina, el OH aromatico de ia tirosina, ios restos carboxilata de
los acidos aspartico y glutamico, el grupo SH de la cisteina o los nitrégenos

imidazolicos de la histidina.(1)



B8) EL CALCIO Y EL PLOMO

a) Semejanzas y diferencias

Uno de los motivos que justifican la existencia del presente trabajo, es el hecho de
que el plomo ya puede ser cuantificado en los mamiferos, como se aprecia en (3
Tabla 1.2 en donde se muestra la abundancia del caicio y de plomo.(4)

Tabila 1.2 Abundancia del calco y de plomo

Abundancia de los elementos en {partes por millon]
Elemento | Corteza Océancs |Mamifero
terrestre representativo
Ca 107 10° 10%
Pb 10 10 0.5

Lo anterior se justifica debido a que el calcio y el plomo, forman parte de
numerosos minerales como los que se enumeran en 1a Tabla 1.3(s)

Tabla 1.3 Principales minerales de calcio y del plomo

Minerales de Calcio Minerales de Plomo

Caliza, Marmol, Dolomita, Anhidrita, Galena (PbS), Cerusita,
Calcita, Aragonito {son formas de CaCO,), |{PbCO;), Anglesita, (PbSO,)
Yeso{CaS0,), Fluorita{CaF,).

Ademas los minerales y compuestos de ambos metales son ampliamente
utilizados, por ejemplo el calcio se usa principalmente como aditivo de los metales
fundidos para separar el oxigeno, los haldgenos, el azufre y el fosforo; también
como agente reductor o deshidratador en la quimica organica. El marmol sirve de
elemento oarnamental en la construccion, y para estatuaria. La cal se usa para
preparar cementos y morteros, en la fabricacion de polvos de gas; en la industria
del curtido, y en agricultura para neutralizar suelos acidos.

El plomo por su parte como uno de los metales mas blandos y mas pesados, se
puede laminar y estirar facilmente, pero pequefas cantidades de antimonio,
arsénico, cobre y metales alcafinotérreos aumentan su dureza. Su resistencia a |la

corrosién atmosférica y al ataque por los &cidos permite su usc en las



instalaciones de las fabricas de productos quimicos, para tuberias y envolturas de
cables. Otros usos importantes son para hacer placas de acumuladores,
pigmentos de pinturas, reactivos quimicos, municiones, soldadura, metal para
tipos de imprenta y otras aleaciones.(s, 6)

En realidad la similitud entre estos metales reside en la posibilidad que tiene el
calcio para tener nimeros de coordinacién altos y el valor inusual del radio idnico
para cationes divalentes. En la Tabla 1.4 se hace la comparacién de los radios

idnicos de varios cationes, en los diferentes numeros de coordinacion.(?)

Tabla 1.4 Radios ionicos de algunos cationes divalentes

Radios ionicos en picometros, de cationes divalentes
# de coordinacien | Ca> | MgZ | Mn~ | Zn© | Pb”™
5 114 86 81697 88 133
7 120 104 104 137
8 126 108 110 143
9 132 149
10 137 154
12 148 163

Comparacién de los radios idnicos entre diferentes cationes divalentes (7)

De la tabla anterior se puede concluir que los iones calcio tienen radios idnicos de
magnitudes méas similares al ion plomo que los otros cationes.

Desde otro punto de vista, podemos también clasificar a los iones utilizando el
concepto mas general de acidos y bases duros y blandos, que resulta muy util
para el manejo de las interacciones metal-ligante en la quimica de coordinacion
ordinaria. En este sentido, las especies biologicas H', Na®, K, Mg®*, Ca®*, Co™ y
el Fe* son &cidos duros. Por lo tanto, y de acuerdo a la llamada regla de
Pearson, estos acidos tendrén preferencia a coordinarse a bases duras, tales
como atomos de oxigeno {presentes en el agua, en grupos carboxilato, restos de
fosfato o funciones alcohol) o de nitrégenc { grupos imidazol, uniones peptidicas,

bases nucléicas).



Esto significa que los organismos vivientes son, desde este punto de vista,
sistemas duros. Por el contraric, muchos elementos ioxicos y contaminantes
inorganicos lipicos, tales como el TI', Cd* o Hg”, son sistemas blandos y
muestran preferencia por ligantes blandos (grupos tiolato, sulfuro, seleniuro).

En tanto que los acidos intermedios como los cationes Zn®*, Cu?*, NiZ*, Fe?', Mn®,
Co® y Pb?, pueden unirse a cualquiera de las bases mencionadas, duras o
blandas.(t) La Tabla 1.5 agrupa a los diferentes cationes, ligantes o residuos de

importancia bioldgica en acidos, bases, duros y blandos(s)

Tabla 1.5 Clasificacion dcidos y bases, duros y blandos

Metales (ACIDOS) Ligantes (BASES)
Duros
H*, K*, Na", Mn®*, Mg, Ca™, H,0, (RO),PO;’, NH;, PO, ROPO,”, OH', ROH,

A O, TR, Co™, Ga™, Fe™, | RNH,, R;0, NOs, CHy,CO;,, COs%, NH,, RO', CI

Intermedios

Fe?* Ni¥*, Zn¥* Co®, Cu®, Pb® | NO;. Br, Ny, Ni, SO5™

O

Blandos

Cu’, PE*, Pt*, AU', TI", Hg®, | RS, SCN', CN’, (RS),PO;, RS’ H, RNC, R, RSH,
cd* RsP. CO

Otra de las propiedades que enlaza a estos cationes, es que, segin la
clasificacion de &cidos y bases duros y blandos, el plomo queda como un &cido
intermedio, lo que lo convierte en un competidor, no sdlo de bases blandas sino

también de las bases duras a las que el ion calcio es afin.(8)

b} El calcio en sistemas bioldgicos:
E! calcio es el quinto elemento mas abundante (después del C, H, O, N) en el
cuerpo humano. No obstante, la mayoria de sus funciones son estructurales, ya

gque ei 95% del Ca® en el cuerpo reside en los huesos y en el esmalte de los



dientes en forma de hidroxiapatita, Cas(PO,),(CH). Este metal esta relacionado
sélo a funciones involucradas en procesos caracteristicos de formas de vida
avanzados como: transmisidbn nerviosa, contraccibn muscular, batance
electrolitico, coagulacion sanguinea; es también utilizado para mantener la
integridad de la membrana celular y la adhesién celular. Regula actividades
celulares tales como secrecion de algunas hormonas (insulina, etc.), exocitosis,
endocitosis, algunas  actividades  enzimaticas,  quimiluminisencia ¥
fertilizacion.(s,10,11)

Muchas de estas actividades relacionadas con Ca’* involucran interacciones con
proteinas, las cuales el calcio puede estabilizar, activar y modular. Una de las
maneras en que los iones calcio son regulados en el cuerpo, es mediante la
accion de las proteinas afines a estos iones. La concentracion de calcio dentro de
las células vivas es de 10°M y fuera de ella es de 10°M. Existe un equilibrio
dindmico entre el calcio estructural (huesos) y el de los fluidos corporales. Por [0
tanto es esencial gue la concentracion de Ca’' se mantenga en ciertos niveles,
para el control de los procesos mencionados.(g)

Los iones calcio pueden tener altos nimeros de coordinacion (seis, siete u ocho),
y usualmente eslan unido directamente a oxigenos o nitrégenos de aminoacidos,
proteinas y enzimas.(9)

Las metaloproteinas de calcio son muy similares entre si, puesto gue todas ellas
presentan sitios de union, al metal, ricos en residuos carboxilicos. En la Tabla 1.6
se presentan algunas proteinas de calcio, asi como los ligantes que se unen al
metai{12).

La ICBP, cominmente llamada calbindina, fue seleccionada, para este proyecto,
por ser una proteina representativa, es decir presenta dos sitios de unidn al ion
calcio con residuos Acidos. Ademas es una proteina sencilla, de
aproximadamente 10K, facil de aisiar y de la que se conocen en detalle su
secuencia de aminoacidos y se tienen varias determinaciones de su estructura

tridimensional.(3; Al contar con toda la informacidén antes mencionada de la



calbindina, se facilita el estudio de los dos sitos de unién con el ion calcio, de los
que se presenta a continuacién la secuencia de aminodcidos:

Sitio | Ala-Lys-Glu-Gly-Asp-Pro-Gin-Leu-Ser-Lys-Glu-Glu

Sitio 1 &Q-Lys-Asn-GIy-&p_-Gly-@-Val-Ser-Phe-ng-ﬂg
Los aminoacidos subrayados son los que tienen residuos acidos; y la secuencia
en negritas permite ver la similitud entre ambos sitios.(3)
De esta secuencia comdn, se deriva la propuesta para trabajar con el tripéptido
Asp-Gly-Glu, en busca de informacién que permita conocer como se lleva a cabo
la interaccion de las metaloproteinas de calcio con el ion plemo.
Por razones de accesibilidad economica, el presente trabajo se realizd con el
dipéptide GliGlu y los aminoacidos carboxilicos. Pretendiendo con este estudio,
comenzar en la modelacion de la metaloproteina por medio de peptidos, con el
fin, de valorar la competencia, entre estos iones metalicos, por las proteinas en
cuestion y saber si estas son un canal viable para la introduccién del ion plomo al
organismo.
Es evidente que al terminar el presente trabajo no sera posible concluir sobre el
comportamiento de la proteina y los iones Ca(ll) y Pb(ll). Sin embargo se espera

tener una base para continuar con el proyecto.

Tabla 1.6 Ligantes que eniazan al calcio en los sitios de unién de diferentes proteinas

Proteina Ligantes

Extracelufar

Fosfolipasa A; Tyr-28, Glu-30, Gly-32, Asp-49, 2H,0

Nucleasa Estafilococal |Asp-19, Asp-21, Asp-40, Thr41, Glu43, 1H;0

Tripsina Glu-70, Ans-72, Glu-80, 2H,0

Termolisina Asp-138, Glu-177, Asp-185, Giu-187, Glu-190, 1H,0

Intracelular

Parvabumina Asp-51, Asp-53, Ser-55, Phe-57, Glu-59, Glug2
Asp-90, Asp-92, Asp-94, Lys-96,Glu-101, 1H,;0

Calmedulina Asp-20, Asp-22, Ans-24, Thr-26, Thr-28, Glu-31

Asp-56, Asp-58, Ans-60, Thr-62, Asp-64, Glu-67
Asp-93, Asp-95, Asn-97, Tyr-99, Ser-101, Glu-104
Ans-129, Asp-131, Asp-133, Glu-135, Asn-137, Glu-140




Proteina Ligantes

Proteina intestinal Ala-15, Glu-17, Asp-19, GIn-22, Ser-24, Glu-27
Asp-54, Asn-56, Asp-58, Glu-60, Ser-62, Glu-65
Troponina C Asp-27, Asp-29, Gly-31, Asp-33, Ser-35, Glu-38

Asp-63, Asp-65, Ser67, Thr-19, Asp-71, Glu-74
Asp-103, Asn-105, Asp-107, Tyr-109, Asp-111, Glu-114
Asp-139, Asn-141, Asp-143, Arg-145, Asp-147, Glu-150

En esta tabla se puede apreciar como ka mayorfa de los ligantes que se coordinan al Ca(ll) son exigenados

c) El plomo en los sistemas biolégicos:

Los iones metalicos toxicos de origen ambiental pueden unirse a proteinas, acidos
nucléicos y metabolitos pequefios, en los organismos vivos, causando
alteraciones o pérdida de la funcidn bicldgica, ademas pueden perturbar el control
homeostatico de los metales esenciales cuando éstos son similares en términos
de radio ibnico y quimica de coordinacion.(2)

El plomo se conoce desde hace més de 5000 afios y sus efectos toxicos ya fueron
seflalados por los griegos, los Arabes y los romanos. Especialmente durante el
Imperio Romano, deben haberse dado intoxicaciones continuadas, debido al uso
intensivo de vasijas y muchos otros implementos con un gran contenido de plomo.
También muchos pintores, entre ellos Goya, sufrieron intoxicaciones por el
continuo contacto con pinturas a base de este metal. El aire de |as grandes
ciudades ha sido contaminado crecientemente por la combustidn de gasolina, que
contiene tetraetilplomo, como antidetonante. La creciente reduccion en el uso de
este aditivo en muchos paises, ya ha mostrado efectos positivos a este respecto.
La toxicidad aguda produce vomitos y falta de apetito asi como malfuncion renal y
desoérdenes nerviosos. Estos efectos se ven potenciados en el caso de pacientes
que presentan deficiencias de calcio y de hierro.(1)

Aparte de este plomo ambiental, la mayor fuente de incorporacion sigue siendo la
dieta la que, afortunadamente, no permite una absorcién muy intensa debido a la
facil formacion de compuestos insolubles, tales como el fosfato, Pby(PO,),, o el

carbonato basico, Pby(CO;),(OH),. Parte del plomo no absorbido puede
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finalmente ser acumulado en el hueso, el que de esta manera actua seguramente
como agente destoxificante.(1)

Elion Pb®*, es conocido como inhibidar de algunas enzimas de Zn”* como la acido
fructasa e interacciona con el Acido de transferencia del ARN afectando la sintesis
de proteinas(2). El Pb(ll) tiene también tendencia a unirse a grupos -SH, aunque
no en forma tan intensa como el mercurio. Por otro lade, interfiere practicamente
todas las etapas de la sintesis de las ferroporfirinas. En particular, afecta a la
deshidratasa del acido 3-aminclevuiinico, que controla una de las etapas claves
en la formacidén del anillo porfirinico y la ferroquelatasa, que cataliza la
incorporacion det Fe(ll) a la porfirina.(1)

Una de las causas toxicas del ion Pb®*, es probablemente su caracter de acido
intermedio, (segun Pearson), pues al no tener una preferencia por algun atomo
donador en especial, este ion metalico puede acomodarse en los sitios de enlace
de algunas biomolécuias y adaptar diferentes geometrias de coordinacién, con su
gran radio idnice como limitante.{2)

Un estudio realizade en 1996, por Battistuzzi y sus colaboradores(z), sefala que al
ion plomo puede coordinarse a pequefios peéptidos por medio de cualquiera de los
oxigenos de los carboniles o por el nitrdgeno de la amida desprolonada. El metal
es coordinado inicialmente por algin grupo amino terminal, dandose
posteriormente la unién con el grupo carboxilico formandose de esta manera un
anillo de 5 miembros. Este enlace segun lo observado se puede dar a pH
ligeramente alcalino(2). De lo antes mencionado se puede inferir que no sélo los
metabolitos con residuos -SH pueden ser aceptores de plomo sing que también

los que contiene oxigeno y nitrégena.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Contribuir en la comprension de fa interaccidn de los cationes Ca(ll} y Pb{l) con

la proteina calbindina.

Objetivos Especificos:

1) Conocer la interaccién de los iones Ca(ll) y Pb{ll} con ios aminodcidos L-AspH:
y L-GIuH,
2) Comprender ia interaccién de los iones Ca(ll) y Pb(ll) con el dipéptide GIliGlu

3) Evaluar cual de los ligantes propuestos es mas afin a los iones Ca(ll) y Pbi{ll}.
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CAPITULO Il

INTERACCION DE LOS IONES Ca(ll) Y Pb(ll} CON LOS AMINOACIDOS
L-AspH, Y L-GluH,

Los aminoacidos glutdmico (L-GIuH;) y aspartico (L-AspH;) (ver Tabla 1.1,
aminoéacidos carboxilicos), presentan tres sitios probables de enlace tanto para
protdn como para iones metalicos. Los grupos amino y carboxilo a son los que se
coordinan facilmente a los iones metalicos, debido a la formacién de un anillo de 5
miembros en tanto la posibilidad de coordinacién del carboxilc B es mayor para el
acido aspartica, por ejemplo: Zn({L-Asp)}(H,0),¢H,0(13)( ver Figura 2.1), y menor
para el carboxilo y para el acido glutamico, por la inestabilidad de los aniilos que
se forman en estos enlaces.

Para el acido glutamico existen pocos casos informados en los que el grupo
amino no esté involucrado, como con Sr en el complejo Sr{L-Glu)e3H,0¢14) en la

Figura2.2.
Figura 2.1 Estructura cristalina de Zn{L-Asp){H,0),+H;0{13)

El complejo Zn{L-Asp)(H,C),#H,0(13), es un clare ejemplo de céme los grupes amino y carboxllo o se
coordinan al metal formando un anillo de 5 miembros, este compueste también ejemplifica la coordinacén
del grupo carboxilica gformando un anillo de 6 miembros y participande como complementa en la esfera de
coordinacién de uh ion metalice vecino.
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Figura 2.2 Estructura cristalina dej complejo Sr{L-Glu)«3H;0(14)

En 12 estructura del complejo Sr{L-Glu}#3H,0{14) se puede observar que el grupe armmo no siempre
partticipa en el enlace de coordinacién, ademas es un ejemple de la participacién del grupo carboxilo y en la
esfera de coordinacién del ion metdlico vecino.

Para completar ia esfera de coordinacion de los diferentes metales el carboxilo p o
¥, dependiendo del aminoacido, participa formandc puentes entre cada metal
como se puede observar en las Figuras 2.1 y 2.2(13).

Ahora que ya se han mencionado las posibles formas de coordinacién de estos
aminoacidos a los iones metalicos y tomando en cuenta que el Ca(ll} es un acido
duro y el Pb{ll} un acido intermedio, ambos afines a las bases duras como los
grupos carboxilicos o los R-NH, de los aminoacidos(17); es de esperarse una
interaccién entre ellos; la pregunta obligada es ¢Qué ocurre con eslos
aminoécidos y los cationes motive de este estudio?.

Para responder a la pregunta anterior se presentan [os diferentes complejos que
forman estos aminoacidos con caicio y plomo. Este estudio esta integrado tanto
por datos encontrados en la literatura como por los obtenidos en la parte

experimental de [a presents tesis.

A) Ca(L-Asp)
a) Trabajos previos
En la Tabla 2.1 se muestran las constantes de estabilidad publicadas para dicho

complejo

14



Tabla 2.1 Constantes de formacién del complejo Ca{L-Asp).

Metal | Método Condiciones A Referencia
logK,,

Ca” pot. 25°,u=0.1(KCl) 1.60 (20)

Ca” pot. 25°,1u=0.7(KCl) 1.53 1)

En la tabla anterior IogKﬂes el logaritmo de la constante de formacién del
complejo Ca({L-Asp)

[Ca(L — Asp) ]
B [Ca“ IL - Aspz"]

M _ pCa™
Ky = KCa(L—AJp)

la constante anterior representa el equilibrio:
Ca?* + L-Asp®« Ca(L-Asp)

Las estructuras cristalinas que se encontraron en la literatura para este complejo
son: Ca(L-Asp)*2H,0(l) y Ca(L-Asp)s4H,0(ll), que se muestran en ia Figura
2.3(18).
Como podemos observar ambos complejos presentan un numero de coardinacion
siete para el ion calcio en un ambiente de una pseudo bipiramide pentagonal, con
un aminodacido quelatado en dos posiciones ecuatoriales y un carboxito p de una
molécula vecina ocupando una posicion apical, los sitios restantes estan
ocupados por moléculas de agua(is). Es importante sefalar que el complejo de la
segunda estructura, presenta al carboxilo p coordinado, formando un anillo de 6
miembros, y que la diferencia experimental para obtener la primera estructura y la
segunda, radica en el tiempo de cristalizacion, siendo mucho mayor para la
segunda estructura que para la primera. Lo anterior aunado a la presencia de
diferente nimero de moléculas de agua, es una prueba de la compigjidad de los
equilibrios que se presentan en solucién acuosa, para este sistema (16).
El complejo Ca(L-Asp}e2H,0 fue sintetizado por la siguiente ruta:

CaCO; + 2L-AspH; — [Ca(L-AspH),],q +CO,T

Ca(L-AspH), + CaCl, — 2[Ca(L-AspH)Cl].,
Ca(L-AspH)Cl + KOH — [Ca(L-Asp)]aq +KCI + H0
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En el dltimo paso, la mezcla de reaccion se hace refluir por poco tiempo y se deja
enfriar a temperatura ambiente, la cristalizacion se lleva varios meses.
El complejo Ca(L-Asp)e4H,0 se obtuvo por la siguiente ruta de sintesis.

Ca(OH), + L-AspH, —[ Ca(L-Asp )]aq +2H:0
La mezcla de reaccidon se hace refluir por 3 horas y se deja cristalizar a
temperatura ambiente, |a cristalizacion se lleva varios dias.

Figura 2.3 Estructuras cristalinas de Ca(L-Asp)«2H,0(l) y Ca{L-Asp)s4H,0{ll} (16).

En fa estructura {I) se puede observar la coordinacién de los grupos NH, y COOQ™ o, ademas de la
intervencién de un grupe COOQ™ B, de un amincéacido vecing, para complementar la esfera de coordinacién del

calcio.
La estructura {II) difiere de la (1) ademas del nimero de H,O de coordinacién por la unién del grupe COO" p
del mismo aminoacido al metal, formandose un anillo de 6 miembros.

b) Este trabajo

En el presente trabajo de tesis, el compuesto que se logrd aislar fue bajo la
siguiente ruta de sintesis: CaCO;+L-AspH, en solucién acuosa a pH = 7, el cual
tardd en aislarse alrededor de 2 meses con la ayuda de un embudo, que servia de
extractor, conectado a una bomba de vacio.

Se obtuvo un polve blanco, al cual se le practicaron los siguientes andlisis para su
identificacién: IR mediano, AE, RMN 'H y RMN °C

En el analisis elemental se tiene:
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Tabla 2.2 Andlisis elemental del complejo Ca(L-AspH);

Ca(L-AspH).
Formula %C %H %N %C %H %N
Tebrica | Tedrico | Tedrico Experimental Experimental | Experimental
CaCgH1a0eN; | 31.37 | 4.5 9.1 32.18 4.2 8.81

En los espectros de IR mediano las sefiales para los grupos funcionales del acido
aspartico, aspartato monosodico y el complejo de calcio que se aisld, fueron
identificadas con ayuda de tablas especializadas (23}, y se muestran en la Tabla
23

Tabla 2.3 Principales bandas en el IR mediano, del L-AspH,, Na{L-AspH)=H,0 y Ca(L-AspH)..

Grupo funcional [Salde [NH," OH|NH," co0, NH,", COQ0,
Na' v.t, [em™) vt [em™] |v.t em™) |5, [em™] [vit, [em™]
Tipo de banda |ancha |anchae |sobre fina e fina, fina,
! intensa |tono intensa |mediana |mediana
intensa
L-AspH, - 3008 2085 1692 1516 1422
Na(L-AspH)sH,0 }| 3376 3060 - 1648 1510 1414
Ca(L-AspH), 3426 3018 2100 1600 1516 1420

Donde: v. t =vibracién de tension, & =vibracién de deformacidn.
Como se aprecia en la tabla antericr, hay desplazamiento hacia menor energia de
{a sefial del COQ" de 1692, en e! Acido libre, a 1600 en el complejo de caicio, lo
que sugiere gue la unién del calcio con el aminoacido se lleva a cabo por alguno
de los carboxilos. Por otro lado al equiparar los espectros del dcido aspartico, su
sal monosddica y el complejo de calcio; s& cbserva mayor similitud, en la forma
del espectro del complejo de calcio con la sal monosddica, que con el acido libre,
debido a que en el complejo de calcio también aparece una banda alrededor de
3400, la cual es una banda caracteristica para |as sales de sodio de aminoacidos
(23) {ver Figura 2.4), lo cual es congruente con la férmula propuesta por analisis

elemental, es decir se tiene la especie L-AspH".
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Figura 2.4 Espectros de Infrarrojo mediano de: L-AspH;, Na{L-AspH)sH,0 y Ca(L-AspH),

Figura 2.4a L-AspH,
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Figura 2.4b IR Na{L-AspH)sH,0
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Figura 2.4c IR Ca(L-AspH);
Para la RMN °C, se muestran los desplazamientos quimicos de los 4 carbonos
en la Tabla 2.4. Para poder interpretar con mayor facilidad los resultados de esta
seccion, en la Figura 2.5 se presenta la férmula del acido aspartico.

Figura 2.5 Asignacién de los carbonos del Acido aspartico
o
Ho B
gy u
H/ \4

ACIDO ASPARTICO

Tabla 2.4 Desplazamientos quimicos presentes en RMN 3¢, en estado sélido a 300MHz.

Compuesto -CO,B, {ppm] | -COz o, [ppm} | -CH, fppm] -CH,, [ppm]
Na(L-AspH)eH,0 174.24 174.24 48.901 34.852
L-AspH; 176.381 175.263 54.189 38.295
Ca(l.-AspH), 177.387 176.512 53.041 38.264

Las 2 sefales esperadas para los COO’ en la sal monosodica del &cido aspartico,

se vuelven una, lo que nos habla de ambientes quimicos similares para los dos
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carboxilos, en tanto que para el complejo de calcio, se logran ver dos sefales
para los carboxilos con un ligero desplazamiento con respecto al acido libre. Esto

se aprecia en a Gréfica 2.1 en donde se hace un A3 tomando como referencia el

acido aspariico.
incremento en el desplazamiento(as) en RMN 3C del
Ad ] Ca(l.-AspH); con respecto al L-AspH;
14 .
0 a2
a2
-1 4
24
]
CO:B COza CH CHy

Grafica 2.1

Debido a que en resonancia magnética nuclear el ambiente quimico adyacente al
nicleo atémico, influye en el desplazamiento de mismo (28), se puede proponer
que el carboxilo o, esta involucrado en el enlace con el ion calcio y ademas el
hecho de que el CH también tenga un desplazamiento, confirma la aseveracion
anterior. En cambio el carboxilo B y el CH; tienen un desplazamiento pequerio,
con respecto al que se presente en el CO; a y el CH.

Para RMN 'H tanto el Na{L-AspH)eH.0, como el Ca(L-AspH), presentan un
sistema ABX, es decir los protones del CH; se vuelven diferentes entre si, lo que
indica un ambiente quimico distinto para cada unc de los protones. Este tipo de
sistemas parece comun para el dcido aspartico debido a que los complejos de Li y

K también lo presentan(1s), ver Tabla 2.5.

20



Tabia 2.5 Complejos de L-AspH’ que presentan sistemas del tipo ABX en RMN H, en D,0.
Complejo CHX | CH,A | CHB | J(AX) | I(BX) | J(AB)
[ppm} | {ppm] | [ppm] | {Hz] | [Hz] [Hz]
Li{L-AspH)sH,O{15) 3.88 2.80 266 31 9.1 17.6
K(L-AspH)e2H,0(15) | 3.71 262 2.48 37 9.3 17.4
Na(L-AspH)sH,O 370 | 2636 |2.4835| 375 8.7 17.4
Ca(L-AspH), 3723 | 2664525525 4.05 7.88 17.5

Conclusiones: Las estructuras cristalinas publicadas, presentan como probables la
interaccion de ambos carboxilos y el grupo amino con el ion calcio. Cabe sefalar
que en la sintesis de los complejos, el grupoc amino estaba desprotonado, es decir
el pH de sintesis fue mayor a 9.

Todas las pruebas efectuadas confirman la presencia de la especie L-AspH’ en el
complejo de calcio aislado. El IR indica que la interaccidn del ion Ca(ll) con el
acido aspartico se lleva a cabo por los carboxilos, lo que concuerda con el
espectro de RMN "°C en donde la existencia del A8, en los desplazamientos del
carboxilo o y el CH vecino, indica una interaccion de los iones calcio con COO™ a.
Lo anterior, se explica al saber que los iones Ca (I} son Aacidos duros que
interaccionan preferentemente con las bases duras como los oxigenos

carboxilicos.

B) Ca(L-Glu)
a} Trabajos previos
Las constantes de estabilidad que se encontraron en la bibliografia se muestran

en la Tabla 2.6 (13)
Tabla 2.6 Constantes de formacién det complejo Ca{L-Glu)

Metal | Método Condiciones log K:/;, log KM Referencia
Ca® sol 25° 2,08 11.12 (22}
Ca” pot. 25° u=0.1 (KCI) 1.43 {26)
Ca” pot. 25°, n=0.7(KCI) 1.20 21
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En ia tabla anterior log K}, representa el logaritmo de Ia constante de formacion
del complejo Ca(L-Glu) y el log X7, es logaritmo de la constante de estabilidad
del complejo Ca(L-GluH)".
Fa(L —Ghi) ]
ea JL - 0]
La constante anterior represente el equilibrio: Ca®* + L-Glu*++Ca(L-Glu)
] Eja( L-Giury ]
Kyan = Kga2L£M S A 2
ati-caiy g L - Ghu* JH" ]

Esta constante se deriva del equilibrio: Ca®* + L-Glu®+ H'—Ca(L-GluH)"

M _ a*
KML - Kga(L—Gn'u)

La estructura cristalina publicada del complejo Ca{L-Glu)s3H,0(14), Se muestra en
fa Figura 2.6, en donde el calcio estd octa-coordinado, y el aminodcido esta en la
forma L-Glu? que funciona como un ligante donador por N,Oc y como uno 0,0,
cada ion calcio estd coordinado a tres aminoacidos, de diferente manera, es decir
uno de ellos se une al calcio por los grupcs NH, y COO" &, otro por el carboxilo o
y el tercero por el carboxilo y. La esfera de coordinacion se completa con dos
maléculas de agua. La tercer malécula de agua ne esta coordinada al metal.

E! complejo Ca(L-Glu)s3H,0 fue aislado al hacer reaccionar a pH = 10 con
calentamiento a: Ca(L-GluH), + CaBr 5[Ca(L-Glu)],,

en solucién acucsa, la mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente para

cristalizar
Figura 2.6 Estructura cristalina del complejo Ca{L-Glu)«3H,0{14)

En la estructura cristalina del complejo Ca(L-Glu)e3H,0{14}, se observan tres posibles
interacciones del ion calcio con el dcido giutamico.
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b) Este trabajo

£n el presente trabajo de tesis, se obtuvo un complejo en el que el aminoacido se
encuentra en la forma L-GluH', a partir de la siguiente ruta de sintesis:
CaCO,+L-GluH;

En este caso el tiempo de aislamiento fue alrededor de 4 meses, obteniéndose un
polvo blanco, al cual se le practicaron las mismas pruebas que al complejo

anterior con los siguientes resultados:
Tabla 2.7 Anélisis elemental de Ca{lL-GluH),

Ca(L-GluH}),
Férmula %C %H %N %C %H %N
Tedrico | Tedrico | Tedrico | Experimental | Experimentat | Experimental
CaCyHs0sN2 | 359 |53 8.38 35.96 5.49 8.32

Para los espectros de IR mediano, nuevamente se asignan las sefales para los
grupos funcionales del acido glutamico, glutamato monosédico y el complejo

aislado de calcio, las cuales se muestran en la Tabla 2.8
Tabla 2.8 Principales bandas en el IR mediano, de L-GluH;, Na(l.-GluH)sH;O y Ca(L-GluH);

Grupo funcional ;Salde [NHs', OH, [NH5', CO0, NH,", Coo,
sodio lv.trem™ |v.tem™ |v.t[em™ {5 fem™) [v.t, [em™)

Tipode banda |anchae |anchae |sobretono|finae fina fina
intensa |intensa intensa

L-GluH, - 3056 2080 1642 1518 1350

Na(L-GluH)eH,Q ] 3408 |3114 2082 1600 1546 1398

Ca(L-GluH), 3422 |3046 2100 1566 1518 1410

Deonde; v. t =vibracién de tensidn, & =vibracion de deformacion,

En este caso la banda de COQ" de 1642 en el aminoécido libre, se desplaza
a1566 en el complejo de calcio, este desplazamiento es una prueba de que la
interaccion del ion calcio se da por los carboxilos del aminoacidos.

Por otra parte al hacer la comparacién de la forma de los espectros del Acido
libre, su sal monosddica, y ei complejo obtenido de calcio, ver Figura 2.7. Se
puede observar que el espectro del complejo de caicio presenta mayor similitud
con el del glutamato monosédico, ya que ambos presentan una banda ancha al
rededor de 3400, la cual se asigna a las sales de sodio de los aminoacidos, esto
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es consistente con la formula propuesta para el complejo; es decir se encuentra

presente la especie L-GluH’
Figu&a‘ 2.7 Espectros de Infrarrojo mediano de: L -GluH,, Na{L-GluH)eH;0 y Ca{L-GluH},
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Figura 2.7a IR de L-GluH;
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Figura 2.7b IR del Na{L-GluH)sH;0O
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Figura 2.7¢ IR de Ca({L-GluH},
Los resultados de la RMN '*C en estado sdlido, presentan detalles interesantes
debido a que se esperaban sélo 5 sefiales correspondientes a cada carbono del
acido glutdmico, pero no fue asi, como se puede ver en la Tabla 2.9, para el
glutamato monosddico se tienen 7 sefiales y para el compiejo de calcio 8. La
explicacién para las sefiales de la sal monosddica de! acido glutamico se tiene al
saber que en la estructura cristalina, publicada para dicha sal{1e), se observan dos
diferentes conformaciones que hacen diferente a un CO0" y a un CH,. De manera
andloga, aungue en este caso no se cuenta con una estructura cristalina que lo
avale, se propone que las sefiales presentes en el espectro del complejo de
calcio, se deban a la presencia de una o més conformaciones del L-GluH". Lo
anterior se puede considerar como valido al observar la Figura 2.5 de {a estructura
cristalina del complejo Ca{L-Glu)»3H,0(14), en la cual se pueden ver tres formas
distintas de coordinacion del aminoacido al metal lo que significa al menos tres

diferentes conformaciones que implicarian un mayor nimero de carbonos con
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ambiente quimico diferente, por consiguiente mas sefiales en el espectro de

resonancia.

Tabla 2.9 Desplazamientos quimicos presentes en RMN 'C, en estado sélido a 300MHz

Compuesto -CO,'y, |-CO; a, CHa, | CHyy, [ppm] CH, B,
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm}
L-GluH; 182.3 1756 557 1345 28.1
Na({L-GluH)eH,O 184.0, 183.7,180.1 55.9 46.5, 42.3, 30.7
Ca(L-GluH), 1823, [178.9, 1804|550 |408, 395, 304, |28.3

Debido que las sefiales de los carbonos en la sal de sodio y en el complejo de
calcio, presentan desplazamiento, con respecto al acido glutamico, en la tabla
anterior, se hace solo la clasificacion de las sefiales de acuerdo con el valor del
desplazamiento quimico. Es decir, por el valor del § se puede saber que ios
carboxilos aparecen a bajo campo entre 180 y 205 ppm; y los CH, a campo alto
de 0 a 100 ppm.

El complejo de calcio presenta dos senales, desplazadas del carboxilo a, lo que
indica la interaccidon dei ion calcio con este grupo y la presencia de al menos dos
conformaciones. Por otro lado el CH.y, presenta tres diferentes sefiales lo que
también puede deberse a la presencia de al menos tres diferentes
conformaciones del aminoacido en el complejo.

Para poder interpretar adecuadamente la tabla 2.9 y los demas resultados que
involucran a! L-GluH,, en la Figura 2.8 se muestra la asignacion de los carbonos
del Acido.

Figura 2.8 Asignacidn de los carbonos en el &cido glutamico

H

g Rc’r/&%o

H

ACIDO GLUTAMICO

En los espectros de RMN 'H se puede observar mayor similitud, en cuanto a

desplazamiento quimico se refiere, del complejo de calcio con la sal monosédica,
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que con el dcido glutdmico, estos datos se encuentran en la Tabla 2.10. Lo que

sigue siendo consistente con la formula propuesta en el AE.
Tabla 2.10 Desplazamientos quimicos en RMN 'H, solucién D,0, 300MHz.

compuesto CH, [ppm] | CHzy, [ppm] | CHB, [Ppm]
L-GluH;, 3.594 2.338 1.944
Na(L-GluH)}eH,O [3.529 2.153 1.869
Ca(L-GIuH), 3.533 2179 1.877

En este trabajo, también se determinaron las constante de formacion en medio
acuoso de los complejos Ca(L-Glu) y Ca(L-GluH)’, usando el método
potenciométrico. El tratamiento de datos se hizo con el programa SUPERQUAD.
Para tener datos confiables se calcularon los pKa's del acido glutamico bajo las
mismas condiciones experimentales en las que se obtuvieron las constantes de

formacién de los complejos, los resultados se muestran en las Tablas 2.11y 2.12
Tabla 2.11 pKa’'s del acido glutamico

# Condiciones pKa, pKa, pKa, pHi pHf
[ Promedio 25° 1=0.1(KNO;) | 2.193 4164 |9625 |2.18 9.5
Publicade (20) - 2.18 42 959

donde: p= fuerza idnica, pHi = pH inicial, pHf = pH final.

Tabla 2.12 Constantes de formacién de los complejos Ca(L-Glu) ¥ Ca(L-GluH)"

# Condicicnes M M pHi pHf
logK,; |logKyuy
[ Promedic | 25° 11=0.1(KNOy) 1.9283 11.15155 [ 1.97 [ 9.55
Publicado (22) 2.06 1112

Anglogamente a lo definido en la Tabla 2.6, en la tabla anterior logX;; es el

logaritmo de la constante de formacién del complejo Ca(L-Glu) y el logK,;, el

logaritmo de la constante de formacion del complejo Ca(L-GluH)".
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Conclusiones:

En la estructura cristalina publicada del complejo de calcio, deja como
antecedente que el calcio y el L-GluH, pueden interaccionar por los dos
carboxilos, el grupo amino y no necesariamente del mismo aminoécido, puesto
gue, como se aprecia en la estructura cristalina, los grupos carboxilos vecinos
pueden intervenir para complementar la esfera de coordinacion del metal. Por otro
lado es importante sefialar que en la sintesis del compiejo se tiene al grupo amino
desprotonado, es decir como R-NH, y no como R-NH;'".

Para el complejo Ca(L-GluH),, obtenido en este trabajo, al interpretar su espectro
de IR, se sabe que los carboxilos det acido, intervienen en la interaccidn con el ion
calcio. Ademas Ia similitud con el espectro de IR de la sal monosddica del acido
glutdmico, confirma la presencia del L-GluH’, pero no se tienen pruebas
contundentes para decidir cual de los carboxilos es el que participa en la
interaccion con el metal.

Por otro lado los resultados en RMN'C, indican la presencia de al menos tres
conformaciones del L-GluH en el complejo. También se aprecia el
desplazamiento de las sefiales del carboxilo a, lo que se puede interpretar como
una prueba de la interaccién de este grupo con el ion calcio.

Finalmente se cumplid la regla de Pearson, puesto que un &cido duro, como el
calcio, reacciond con una base dura como son los grupos carboxito.

Con respecto a las constantes de estabilidad calculadas para el acido glutamico y
el ion calcio, se consideran de mayor confiabilidad las constantes obtenida en este
trabajo comparada con ias reportadas(13) debido a que fue empleado unc de los
mélodos mas confiables y reproducibles {potenciométrico), y a que los datos
fueron procesados con un programa comunmente usade para el calculo de
constantes como es e SUPERQUADws). Es decir se usd una técnica mas

confiable que las empleadas en 1950, 1953 y 1966 (21, 22, 28)
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L-GluH)’
Por otro lado si tomamos la constante K = [C ?( ! _) ] y la
[ca* JL ~Gr* JH ]

CalL-GluH)"
[ca(L - Giury ]
[catL - Giury' ]
[Cats - Giurny*] ) [Ca(L - Glw)] |
nos queda [H" ICa (L-G Iu)] [Caz* IL _G luz'] que es equivalente a

multiplicamos por

y13
Kg@ﬂu) ><Kadel grupo amino en el complejo, esto es, si se hace la resta

at*

.. C Ca®*
numeérica de los valores del log KCG( -Gty TENOS el log Kcy1-cn) tendremos

el valor del pKa del grupo aminc en el complejo el cual nos da valiosa informacién.

C b3 Ca®* .
log K(.‘:(L—GluH)' - log KC:(L,G,,,, = 11,12 - 2.06= 9.06, este valor es ligeraments

mas pequefio que el pKa del aminoécido libre el cual es de 9.59. El hecho de que
se conserve el valor del pKa indica que la presencia del Ca(ll) en el sistema no
interfiere con el grupo amino. En otras palabras el grupo amino no interacciona de

manera significativa con el Ca(ll).

C) Pb(L-Asp)
a) Trabajos previos
Las constantes de estabilidad publicadas para este complejo se muestran en la

Tabla 2.13(13).
Tabla 2.13 Constantes de formacion del los complejos Pb{L-Asp), Pb{L-Asp)zz'. Pb{L-AspH)*

AMH referencia

lOgKﬁ log[q;i”z log IH]M]

Metal | Método | Condiciones

Pb* pol 25°, u=03, | 6.00 - - (25)
(NaClQ,)

Pb* pot 25°, n=3.0, 6.67 9.4 561 {27)
(NaClO,)

En la tabla anterior los logaritmos de las constantes se refieren a los equilibrios:
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En la tabia anterior los logaritmos de las constantes se refieren a los equilibrios:

7+
Pb?* +L-Asp” « Pb{L-Asp), K ::(L— Asp)y

PH(L-Asp),

Pb? +2L-Asp®— Pb(L-Asp),” , K (o3 [L-ase™ Y

L-AspH + Pb? < Pb{L-AspH)’, K

PH(L-AspH )"
{e-Asmpr-]pet]

Para este complejo no se encontrod publicada estructura cristalina.

b} Este Trabajo

En este trabajo se sintetizd un complejo usando los siguientes reactivos
L-ASsz + Pb(NOs)z

después de varios meses se logrd aislar un sélido blanco transparente, poco

soluble en H,O, al cual se le practicaron los analisis necesarios para su

caracterizacion, obteniendo los siguientes resultados:

Por analisis elemental se tiene:
Tabla 2.14 Anilisis etemental de Pb{L-AspH)(L-Asp) NO,

Pba{L-AspH)(L-Asp) NOs

Férmula %C %H %N %C %H %N
Tedrico | Tedrico | Tedrico | Experimental | Experimental | Experimental
Pb,CsH11O11N;3 | 12.99 15 568 13.19 1.58 598

En IR mediano, las bandas caracteristicas de aminoacido{z3), fueron identificadas

¥y se muestran en la Tabla 2.15
Tabla 2.15 Principales bandas en IR, de L-AspH;, Na{L-AspH)sH 0 y Pb{L-AspH)(L-Asp}NO,

Grupo funcional |Sal de [NH:,OH [NH;", |[COO,, [NH),’ |COO, |[NOy,

sodio |Vt fem’) vt [em'fvt fem™)]8, fem '] vt [emT] | fem™)
Tipo de banda ancha |ancha |sobre |finae [fina fina ancha e

tono intensa intensa

L-AspH, - 3008 [2085 1692 1516 1422
Na(L-AspH)eH,O 3376 |3060 |- 1648 1510 1414
Pb,(L-AspH) 3440 3136 |- 1620 . 1384
(L-Asp)NO; 1552

Donde: v. t =vibracion de tensian, as = asimeétrico, 5 =vibracién de deformacién. * hombro de la banda 1620
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De Ia tabla anterior se puede decir que hubo un desplazamiento hacia menor
energia de la sefial de! carboxilo de 1692, en el L-AspH,, a 1620 en el complejo
de piomo, o que sugiere que la unién del plomo con el aminoacido se lleva a cabo
por alguno de los grupos carboxilo. Por otro lado también se aprecia mayor
similitud entre los espectros del complejo de plomo y el aspartato monosadico, lo
que es congruente con lo propuesto por el andlisis elemental, es decir se
encuentra la especie L-AspH'.

Ademads esta presente un ion nitrato, que de acuerdo con el valor de la longitud de
onda, se encuentra fuera de la esfera de coordinacion del plomo.

En la Figura 2.9 se muestra el espectro del complejo Pby({L-AspH)(L-Asp)NO;

Figura 2.9 IR mediano de Ph,{L-AspH)}{L-Asp)NO,

0R & 740

2

t &

[ X
™ e = |
L - ana

0 T T
e _J L - -

-
.-
E! espectro de RMN "C del complejo de plomo se compard con el del acido
aspartico, la sal monosddica de éste y el complejo aislado de plomo,
observandose en primer ugar la presencia mayor numero de sefiales, las cuales

se pueden explicar por la existencia de al menos dos conformaciones para el

L-AspH’ en el complejo de plomo y en segundo lugar un desplazamiento de las
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sefiales de este mismo hacia bajo campo. Lo anterior nos permite suponer que en
ta interaccion del Pb(ll) con L-Asp® y L-AspH’, los grupos carboxiios participan,
ver Tabla 2.16.

Tabla 2.16 Desplazamientos quimicos en RMN *C, 300MHz, en estado sélido.

Compuesto -CO; B, [ppm} | -COza, [ppm) | -CH, [ppm] | -CH,. [ppm]
Na(L-AspH)sH,0 174.24 174.24 48.901 34,852
L-AspH, 176.381 175.263 54 189 38.295
Pb,{L-AspH) 176.512 181.665 55.083 42.055
(L-Asp)NO; 180.401 40.403

El espectro de RMN 'H del complejo tiene poca resolucién debido a que es casi
insoluble en H,0, pero la integracién permite asignar los desplazamientos
quimicos, como se muestra en la Tabla 2.17. En este caso sélo se compara con el.
acido aspartico debido a que el complejo no presenta un sistema ABX, como el

aspartato monosodico.
Tabla 2.17 Desplazamientos quimicos en RMN 'H, 300MHz, en solucién D,O.

Compuesto CH, [ppm] CH, [ppm]
L-AspH, 3.824 2.759
Pb,{L-AspH)(L-Asp)NQO, 3.828 2.594

Conclusiones:

De acuerdo con los resultados de IR se concluye la interaccion de los L-AspH'y
L-Aspz' con el plomo es por medio de los carboxilos, esto se confirmo por los
resultados de RMN '*C, en los que se ve un desplazamiento en las sefales del
carboxilo o, 10 que sugiere que la interaccién con el ion metalico se lleva a cabo
por este carboxilo. Lo que se esperaba puesto el plomo en su calidad de acido

intermedio es capaz de unirse a bases duras como los grupos carboxilo.

D) Pb{L-Glu)

a) Trabajos previos

Las constantes de formacion publicadas para este complejo se enlistan en la
Tabla 2.18
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Tabla 2.18 Constantes de formacién de los complejos Pb{Glu), Pb(Glu),>

Metal | Método Condiciones log K':i log %L]: Referencia

Pb* pot. 25°, u=0.3, 470 24)
{NaC!O,)

Pb” | pot 25°, u=0.3, - 7.55 @n
(NaCl0,)

La tabla anterior representa a los equilibrios:

Pb?* + L-Glu® — Pb(L-Glu), K fr 1 cm)

b(L-Ghi"
Pb? + 2L-Glu* « Pb(L-Glu)zz‘- K [I:Db(’*IL—c);m-’]‘

b) Este trabajo

En este trabajo se sintetizé un complejo a partir de:

Pb(NOs}; + L-GluH,

Al igual que los anteriores se llevo varios meses para poder aisfar un polvo blanco
transparente, al cual se le hicieron los siguientes andlisis para su caracterizacion.
En el analisis elemental se esperaba la formula propuesta en la Tabla 2.19, pero
los porcentajes de error son muy elevados, por lo que se intentaron diferentes
estequiometrias sin éxito alguno. Por lo antes mencionado se concluye que el
complejo tiene una estequiometria compleja, dificil de determinar, o esta impuro o
hay una mezcla. Sin embargo, como se verd mas adelante, el complejo existe

pues en los espectros obtenidos se aprecian los cambios entre este y el L-GluH,.

Tabla 2.19 Andlisis Elemental del complejo aislado

Pb(L-GIuH)NO,

Férmula %C %H %N %C %H %N
Tedrico | Tedrico | Tedrico | Expermental | Experimental | Experimental
PbCHO;N, [14.42]2.18 |6.73 |12.88 1.13 7.18

En IR medianc, se identificaron las bandas caracteristicas de los grupos

funcicnales de aminoacidos las cuales se muestran en la Tabla 2.20.
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Tabla 2.20 Bandas en el IR de: L-GluH,, Na{L-GiuH)eH,0 y el complejo con Pbill).

Grupo funcional | Sal de [NHy',OH, [NHs', |COO", [NHy" [COO, NO,,
sodio  |v.t, fem’} |v.t em v, t em )]s, fem ™ v. t. [em™] {[em]

Tipo de banda |[ancha jancha sobre |finae fina fina ancha e

tono intensa intensa

L-GluH, - 3058 2080 1642 1518 |1350

Na(L- 3408 13114 2082 1600 1546 [1398

GluH)eH:0

Complejo de Pb{l)) |3432 3152 - 1620 1580 1386

Del espectro del complejo de plomo (ver Figura 2.10), se logra ver el
desplazamiento de la banda de COO" de 1642, del Acido libre, a 1620, en el
complejo de plomo, lo que se puede interpretar como una interaccion del ion
plomo con este grupo. También se aprecia la presencia de NO, en 1386 y por el
valor de la longitud de onda se puede decir que esta fuera de la esfera de

coordinacion.
Figura 2.10 IR mediano del complejo del L-GluH; con Pb{li)
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El espectro de RMN 3C del complejo de plomo muestra las 5 sefales esperadas
para los carbonos, y al compararlas con las sefiales del acido glutamico, se ve un
cambio en el desplazamiento quimico de los carboxilos del complejo de plomo con
respecto a los del &cido libre (A3), para apreciar mejor estos cambios se muestra

la Gréfica 2.2
Tabla 2.21 Desplazamientos quimicos presentes en la RMN 3 306MHz, en estado sdlido,

Compuesto -C0O;'y, -CO;a, | CHa, CH.y, CH,B,
[ppm] {ppm] [ppm] (ppm} (pPpm]

L-GluH, 182.3 175.6 557 345 28.1

Na(L-GluH)eH,0 [184.023, |180.145 |55.992 |[46.556 30.725
183.759 42273

Complejc de Pb(ll) | 178.966 172.524 |52.364 |32.942 22.939

AS hcremento en el desplazamiento(Ad) en RMN "*C

complejo de plomo con respecto al L-GluH;

» | ]
.4 |
-5 ]
a
COf  -COy%  -CHx  -CHy¥  -CthB
Grafica 2.2

De la grafica anterior se puede inferir que ambos carboxilos interaccionan con el
ion plomo debido a que todos los carbonos presentes sufrieron un cambio en el
desplazamiento quimico.

En RMN 'H no se observan cambios significativos, como se puede observar en la

Tabia 2.22.
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Tabla 2.22 Desplazamientos quimicos en RMN 'H, 300MHz, en solucién D,O

compuesto CHa, {ppm] | CHay, [ppm] | CH.B, [ppm]
L-GluH, 3.594 2.338 1.944
Na(lL-GluH)}eH,O | 3.529 2.153 1.869
Complejo de Pb{il) | 3.584 2.161 1.808

Para este complejo también se determind la constante de estabilidad y se

muestran ios resultados en la Tabla 2.23.
Tabla 2.23 Constantes de formacion, de los complejos Pb{L-Glu) y Pb{L- GluH)*

# Condiciones log KM log KM pHi | pHf
e [MILYH)
Promedio 25°, u=0.1(KNO,) | 5.2669 11.95777 24 6.6
Reportado(24) | 25°, 11=0.3(NaCl,) 470 -

En la tabla anterior se pueden ver los valores de las constantes de formacion para

los equilibrios:

1+
Pb? + L-GIu> «» Pb(L-Glu), K Focz_c)

PHL-GIH)"

P + L-GIu™ + H' o PO(L-GIUH)", Ko G 1]

Andlogamente a lo que se hizo con las constantes de calcio, se hace la resta de
los logaritmos de las constantes, para obtener el valor del pKa del grupo amino en

el complejo.

Pblo I+
109 K 7y _crarry - 109 Krpir-cu, =11.95777 - 5.2669= 6.69087, en este caso el

valor es menor (pKa;=9.59), lo que indica que el grupo amino se vuelve menos
basico con fa presencia del plomo, lo que implica la intervencidn de dicho grupo
en la interaccion con el metal.

Conclusiones:

En base a los resultados en IR se puede decir que en el enlace, en el complejo de
plomo, participan los grupos carboxilo, aunque no es posible conocer mas

detalles.
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En cuanto a RMN '°C se refiere, los resultados confirman la interaccién del ion
plomo con ambos grupos carboxilicos. Lo antes mencionade sélo confirma la
capacidad que tiene el plomo como acide intermedio, para unirse a bases duras.
Por otro lado, de acuerdo a los vaiores de las constantes de formacion de cada
complejo se observa que el ion plomo es més afin al dcido glutdmico que el ion
calcio. Ademas de gue gracias al pKa del amino en el complejo se sabe que este
grupo interviene en la interaccidon con el ion plomo.

La variacién entre el valor reportado de la constante de formacion del complejo
Pb(L-Glu) y el valor obtenido, no se toma en consideracién debido a que se confia
plenamente en los resultados obtenidos en este trabajo, ya que como se habia
mencionado antes el método potenciométrico proporciona datos confiables y

reproducibles.
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CAPITULO IN

INTERACCION DE LOS IONES Ca(ll) Y Pb(ll) CON EL DIPEPTIDO GliGlu

El dipéptido GliGluH; que se muestra en la Figura 3.1 es un ligante, que cuenta
con el N y O del enlace peptidico, un grupo NH:, y dos residuos acidos, como
posibles sitios de coordinacion. Por el tipo de atomos que presenta para unirse se
puede clasificar como una base dura, lo que implica una gran afinidad por un &cido
duro como el Ca(l!) y en menor medida por un &cido intermedio como el Pb(ll).
Figura 3.1 Estructura del dipéptido GliGluH,

Los atomos en negritas son los que potencialmente pueden intervenir en un enlace de coordinacidn.

Para este dipéptido se encontraron publicados en la literatura los valores de los
pKa's y un estudio de constantes de formacion para complejos con cobre(ll), (29).

Al comparar los valores de los pKa's del &cido glutamico y del dipéptido, ver Tabla
3.1, se observan cambios en los tres pKa's. Los dos primeros pKa's tienen un
incremento, en el valor numérico, lo que implica una acidez menor, y el tercer pKa
se vuelve menor, |0 que significa una mayor fuerza acida.

Para explicar esta variacién en los pKa's se presenta la Figura 3.2; en donde se
muestran las especies quimicas presentes en los diferentes equilibrios dcido-base
del acido glutamico. En el primer equilibrio la formacién del zwitterién favorece la

desprotonacién def carboxilo «; esto no se encuentra en el dipéptido ya que, el que
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antes era el amino a se encuentra ahora formando un enlace peptidico, y el grupo
amino libre del GliGIuH; se localiza a mayor distancia y aunque finalmente se
forma el zwitterion la acidez det antes carboxilo «, disminuye.

En lo que se refiere al carboxilo y, también se ve una disminucién de la fuerza
acida en el dipéptido, pero menor que el anterior, esto se explica debido a que la
carga positiva del zwitteridn ahora esta mas alejada, que en el acido glutamico.
Finalmente la disminucién en la basicidad del grupo aminc se explica por la

vecindad de éste a un enlacs peptidico.
Tabla 3.1 Variaciones en los pKa’'s de GliGiu con respecto al L-GluH;

Compuesto [pKa, |pKa: |pKa,
L-GluH;¢20) [2.18 (4.2 {959
GliGlu(29) |2.86 [4.36 |8.27
A 068 {0.16 |-1.32

Figura 3.2 Equilibrios 4cido-base del acido glutimico

HN HJOH HA H—j:l)c?
B
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in —_— H2
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39



Como se vio en la comparacion anterior el acido glutamico, sirve como una buena
referencia para poder saber los cambios que ocurren al tener el dipéptido, es por
ello que se usan al L-GluH; y los complejos aislados de calcio y plomo
respectivamente para interpretar los resultados obtenidos en la sintesis de los

complejos de Ca(ll) y Pb(ll) con GliGlu, gue se presentan a continuacion:

A) Ca(ll) + GliGIuH,
En el presente trabajo se obtuvo un complejo a partir de la siguiente ruta de
sintesis:

CaC0a+ GliGIuH; y gotas de HCI (0.1N) para solubilizar el carbonato.

A la mezcla de reaccién se le adiciond alcohol metilico para precipitar el complejo,
obteniéndose un polvo blanco, al cual se le praclicaron pruebas para su
caracterizacion con los siguientes resultados:

Andlisis etemental

Tabla 3.2 Anélisis elemental para Ca(GliGIuH)ClsMeOH

Ca(GliGluH)CleMeOH

Férmula %C %H %N %C %H %N
Tedrico | Tedrico | Teérico | Experimental Experimental | Experimental
CaCgHisN.OsCl | 32.65 | 4.7 9.523 13243 4.41 9.53

En los espectros de IR mediano se asignan las sefiales para los grupos
funcionales del dipéptido y el complejo aislado de calcio, las cuales se muestran

en la Tabla 3.3

Tabla 3.3 Principales bandas en el IR mediano, del L-GluH,;, Ca(lL-GluH);, GliGluH; ¥
Ca(GliGIuH)CleMeOH

Grupo N-H, NH,, OH [NH;', HN-C=0, |COQ, vt [NH;, COO, vy,
funclonal em’] |v.t fem™) |v.t, em™) flem] fem™ 8, em™' |em™
Tipo de banda [finae [anchae {sobretono [finae finae fina fina
intensa ] intensa intensa intensa
L-GluH, - 3056 2080 - 1642 1518 1350
Ca(L-GluH); 3046 2100 - 1566 1518 1410
GliGIuH; 3334 2070 - 1734 1680 1552 1404
Ca(GliGuH)Cle | 3410 3269 - 1674 1562 - 1408
MeOH hombro

Donde: v. t =vibracién de tensidn, as = asimétrico, § =vibracion de deformacion,
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Como se observa en la tabla anterior la sefial del COO™ se une con la de NH;', lo
que puede interpretarse como una interaccion de los carboxilos con los iones
Ca(ll), ya que al unirse el carboxilo al ion la banda se desplaza a menor energia.
Existen otras variaciones en cuanto a la forma del espectro, por ejemplo en el
espectro del dipéptido se ve una banda fina en 3334, la cual se puede asignar a
vibraciones del enlace N-H, esta banda en el complejo de calcio se encuentra
oculta por una banda ancha del enlace O-H del metanol. Esta banda confima la
presencia del MeOH en el complejo que concuerda con lo propuesto en el anélisis
elemental Ca(GliGIuH)ClsMeQH.

En general el espectro del complejo de caicio presenta bandas mas anchas y por
ello menos sefiales, lo que habla finalmente de la presencia del ion Ca(ll). Para
poder apreciar estos cambios se presenta la Figura 3.3 en donde se muestran el

espectro del dipéptido y el del complejo de calcio,
Figura 3.3 Espectro de Infrarrojo mediano del Ca(GliGluH)CleMeOH

.

Figura 3.3a Espectro de IR mediano del dipéptido GliGIuH,
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Figura 3.3b Espectro de IR mediano del Ca{GliGIuH)ClsMeOH

En los espectros de RMN 13C, se observan 12 sefales para el dipéptido, que son
mas de las esperadas, ya que por simpie inspeccion se tienen solo 7 carbonos
diferentes, sin embargo, si consideramos el posible equilibrio ceto-enol presente en
el enlace peptidico, se tendria una sefial diferente para el carbono & del enlace
peptidico, el CHz5, el CHx y el COO'a. Para comprobar lo antes mencionado, se
empleo el programa ACD/Labs que permite simular espectros de resonancia
magnética nuclear de '’C dando los desplazamientos quimicos del compuesto
dibujado, los resultados se muestran en la Figura 3. 4.

Otra alternativa seria calcular, con un programa de computo adecuado, los
confomeros mas estables del dipéptido y una vez obtenidos calcular, con otro
programa especializado, el espectro de resonancia, lo que seguramente nos daria
una mejor aproximacion ai espectro experimental. Esto queda fuera del aicance de

este trabajo.
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Figura 3.3 Espectros simulados y experimental de RMN '°C del GIiGIuH,
‘ 33.80(5)
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Figura 3.4b Simulacién del espectro de RMN *C del dipéptido GliGIuH; en su forma ¢eténica
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Figura 3.4¢ Espectro experimental de RMN "°C del dipéptido GliGluH., en estado sélido

Para el complejo obtenido de calcio, se observan 6 sefales en lugar de ias 7
esperadas, debido a la presencia de sélo una sefial para los carboxilos. esto indica
que tienen ambientes quimicos similares, ver Figura 3.5. Las sefiales y sus
asignaciones se muestran en la Tabla 3.4

Tabla 3.4 Desplazamientos quimicos en RMN "¢, 300MHz, en estado sélido.

Compuesto -COsyy |-COya |-C=0, |CHg, CHay, | CH2B, | CHJ5,
fepm] | [ppm} |[ppm] |[ppm] {([ppm] | [pPm] | {ppm]

L-GluH: 182.3 1756 |- 55.7 345 {281 -

GliGluH, 176.4, 177.3, | 167.96 | 53.4 3559 (2595 |37.99
173.8 173.8 116410 |52.0 30.15 | 22.03

Ca(GliGIuH) 181.0 168.91 | 56.43 | 34.06, 42.52

CleMeQH

Ca(L-GluH); |182.3 1789 |- 5599 4081 | 3043 |-
180.4 39.45 | 2828
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Figura 3.5 Espectro de RMN "C del complejo Ca(GliGIuH)ClsMeOH
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En el espectro de RMN 'H del complejo de caicio aislado se puede observar la
presencia de CH; del metanol, lo que confirma la formula propuesta por analisis
elemental. También se logra ver un desplazamiento a campo alto de! CH; § y del

CH, y. Esto confirma que existe una interaccion entre el dipéptido y el Ca(ll).

Tabla 3.5 Desplazamientos quimicos presentes en RMN H, 300MHz, en solucién D;0.

Compuesto | CHz5, (ppm] | CHe, [ppm] | CHzy [ppm] | CHzB [ppm] | CHa [ppm)
GliGIuH; 364 4,06 222 1.84 -
Ca(L-GluH) |- 3.533 2179 1.877 -
Ca(GliGluH) | 3.64 398 2.06 1.8 3.14
CleMeOH

En este trabajo, también se determinaron las constante de formacion en medio
acuosc de los complejos Ca(GliGlu) y Ca(GliGIuH)", usando el método
potenciométrico. El tratamiento de datas se hizo con el pragrama SUPERQUAD.

Para obtener los datos de las constantes mencionadas en el parrafo anterior se

determinaron los valores de los pKa's del dipéptido, a diferentes concentracicnes,

45



manteniendo la fuerza idnica, y temperatura constantes; los resultados se

muestran en la Tabla 3.6
Tabla 3.6 pKa's del dipéptido GliGlul;

Condiciones pKay pKa, pKa,
Promedio 25°u=0.1 (KNQ,) | 3.0634 | 4.5293 | 83477
Publicado (29) 25°,u=0.2 (KCI) 2.86 4.36 8.27

Las constantes de formacién de los complejos se calcularon también a distintas

concentraciones obteniéndose los resultados contenidos en la Tabla 3.7

Tabla 3.7 COmpamclén de constantes de formacién calculadas de los complejos Ca(GItGIu).
Ca(GliGIuH)' contra las constantes publicadas para los complejos Ca(L-Glu) y Ca(GluH)’

Condiciones M M

log Ky log Ky

Promedio 25°, u=0.1(KNQs) 2.8572 11.2828
L-GluH, + Ca** (22) | 25°, u=0.1(KNOQ3) 1.92 11.15

M Ca®*
Donde 10g K4 = log K Ca(GliGta) , Que representan at siguiente equilibrio:
Ca* + GliGiu* « Ca(GliGlu)

Y lOgKM = lOgKg’(zm el cual representa el logaritmo de la constante del
equilibrio;

Ca® +GliGIu* +H" « Ca(GliGIuH)"
Nuevamente se realiza la resta de |los logaritmos de las constantes para conocer el

valor del pKa del grupo amino en el complejo.

2 020
IogKg:(G,,Gmm - jog Kga((mg;u) = 112828 - 2.8572= B.42556, este valor es

ligeramente mayor al reportado que es de 8.27 pero no significativamente como
para poder inferir algo de elio.
El valor de la constante de formacién del complejo de calcio y el dipéptido es

ligeramente mayor que la del complejo con el 4cido glutadmico.

46



Para complementar este estudio y en busca de mayor informacién sobre la
interaccién del ion Ca(ll) con el dipéptido, se hicieron las curvas de valoracion, con
sosa deuterada, por RMN 'H ( 300MHz) del péptido y el péptido + Ca(ll).

En la Figura 3.6 se muestra uno de los espectros obtenidos en este experimento.

Los datos recabados en cada espectro se muestran en las Gréaficas 3.1y 3.2.
Figura 3.6 Especiro de RMN 'H del dipéptido GliGluH; , en sofucién D0, 300MHz.
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Griéfica 3.1

En !a grafica 3.1 se pueden distinguir los cambios en el desplazamiento quimico
debido a los cambios de pD, que coinciden con los valores de los pKa's dei

GliGIuH..
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Gréfica 3.2

En la grafica 3.2 se pueden observar pequefios cambios en los desplazamientos
quimicos (8} del CH; y lo que implica que la interaccién de! cation se lleva a cabo
por el carboxilo y.

El hecho que los desplazamientos quimicos del CH y el CH;5 no varien, es un
indicative de que los cambios observados no son debidos a errores experimentales

o instrumentales.

Conclusién

La interaccion del dipéptido con el Ca(ll) es mayor que con el acido glutdmico, y se
lleva a cabo, segun lo observado, por medio de los oxigenos de los carboxilos.Lo
que concuerda con la regla de Pearson, acidos duros como los iones Ca(ll), con
bases duras. como los carboxilos.

De acuerdo con el valor del pKa del grupo amino en el complejo, no hay

interaccion del grupo amino con ef ion calcio,

8) Pb(H) + GliGluH:
En este trabajo se sintetizd un complejo a partir de: Pb(NQs); + GliGluH;
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El complejo se aislo al precipitarlo afadiendo metanol a la mezcla de reaccion, se
obtuvo un precipitado blanco al cual se le practicaron los siguientes analisis para
su caracterizacion:

Analisis elemental
Tabla 3.8 Andlisis elemental del Pb{GliGIuH)NO;

Pb(GliGIUH)NO;
Formula %C %H %N %C %H %N
Tedrico | Tedrico | Tedrico | Experimental | Experimental | Experimental
PbCwHaOsN: | 17.78 [ 2.33 8.89 19.01 264 8.71

En el espectro de IR mediano, se identificaron las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales del dipéptido las cuales se muestran en la Tabla 3. 9. Las
sefiales importantes que se presentan en el dipéptido con plomo son: la banda de
COOQ que se desplaza de 1680 en el dipéptido solo, a 1660 en el complejo con
plomo, otra de las sefiales importantes es la del NOy en 1388, lo que concuerda

con el analisis elemental.

Tabla 3.9 Principales bandas en el IR mediano, del L-GluH,;, GliGluH;, Pb(GIiGIUH)NO; y el
complejo de L-GluH, con Ph(ll

Grupo funcional  |N-H, NH;", OH,|HN-C=0, [COOQ", v.t. [NH,;", 8, |COO", |NOs.
[em'] vt [em™ [[em™) {em™] [em®]  |lem™] |[em™]
Tipo de banda fina e anchae |[finae finae fina fina intens
intensa |intensa intensa intensa a
L-GluH, - 3056 - 1642 1518 1350 |-
Complejo de Pb(ll) |- 3152 - 1620 1580 - 1386
con L-GluH,
GliGIuH; 3334 3070 1734 1680 1552 1404 |-
Pb(GIIGIUH)NO; |3326 31386 - 1660 1538 - 1388

Dande: v. t svibracién de tensién, as = asimétrico, & =vibracidn de deformacidn.
Al igual que con el complejo de Ca el complejo de plomo presenta variaciones en
su espectro de IR con respecto al dipéptido libre, y estas son: ensanchamiento de
jas bandas y disminucion de senales. El espectro de Pb(GIiGIUH)NO, se muestra

en la Figura 3.7.
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Figura 3.7 Espectro de IR mediano de! Pb{GliGIuH}NO,
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En el espectro de RMN °C del complejo de plomo se ve un desplazamiento de los

carboxilos hacia bajo campo; por {0 que se puede inferir 1a interaccion de éstos con

el metal.

Tabla 3.10 Seitales en la RMN °C, 300MHz en estado sélido.

Compuesto -CO;y | -COsa { NH-C=0, | CHu, CHzy, | CH.B, | CH,8,
[ppm] [ {ppm] [ ({ppm] [pem] | [ePm] [ [pPm] | {ppm]

L-GluH, 182.3 1756 |- 557 345 |281 |-

GliGIuH, 176.4, [177.3, 16796 |[53.4 [35539 {2595 |37.99
173.8 1738 | 16410 |52.0 30.15 {22.03

Pb(GlIGIUH)NO, 184.4, 183.4 16736 |56.13 |36.88 [31.83 |42.81

Complejo de 178 172 - 5236 |3294 {229

L-GluH, con Pb(l}

En el espectro de RMN 'H no se observan cambios significativos., como se aprecia

en la Tabla 3.11, pero el espectro pierde resolucion comparado con el de GliGIuH,,

50




Figura 3.8, ya que presenta bandas anchas lo que puede deberse a la mala
resolucion del equipo.

Tabla 3.11 Desplazamientos quimicos presentes en la RMN 'H, 300MHz, en solucién D,0.

compuesto CH.5, {[ppm] | CH, [ppm] | CHyy, [ppm] | CHB, [ppm]
L-GluH, - 3.594 2338 1.944
Pb(L-GIUH)NO; |- 3584 2.161 1.908
GIiGIuH, 4.06 3.64 2.22 1.84
E%Tf:jﬁ:%(n) 3.99 3.65 2.043 1.80

Figura 3.8 Espectro de RMN "H del complejo Pb(GliGIUH)NO,

R— N 71 3

S-3 My

i

T r | /
_ 1 4 S
r i g :
-4 —4‘ "’ /
H . ]
b L s ,
[ ‘l Iy
i ‘. J '\,/ ./ \
—— —— e LU
T T T T T T T T
4.2 4.0 3.8 1.6 3.a a.2z 3.0 2.8 7.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 ppm

Para este complejo también se realizd el calculo de la constante de estabifidad,

para Pb{(GliGlu} y Pb(GliGluH)", se muestran los resultados en la Tabla 3.12

Tabla 3.12 Comparacién de las constantes de estabilidad de ios complejos Pb(GliGlu) y
Pb{GliGIuH)’, con las constantes calculadas en este trabajo de Ph(L-Giu) y Pb{L-GluH)"

Condiciones log Kﬁ log KAA;H
promedio 25°, u=0.1(KNO,) 4.4486 10.9537
L-GluH, + Pb*" 25°, u=0.1{KNO,) 5.2669 11.9577

Al restar el valor de la constante de formacion del compleje Pb(GliGlu) al de Ia

constante de formacion del complejo Pb{GliGIUH)", se tiene un pKa para el amino
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en el complejo que es de 6.5, es decir que a bacisidad det grupo amino disminuye
por la presencia del metal, 1o que indica interaccién del Pb{ll) con este grupo.

Analogamente a lo realizado para el ion Ca(ll), se efectud la curva de valoracion,
con sosa deuterada, del sistema GliGluH; + Pb(ll), por RMN 'H. Con los resultados

del experimento se hizo la Grafica 3.3.
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Gréfica 3.3

En el caso de GliGIuH; + Pb{ll), se ve un mayor cambio en el desplazamiento
guimico en el CHyy, esto es, se detecta claramente que la interaccion se lleva a
cabo por el carboxiloy, en la grafica 3.3 se puede apreciar que tampoco el CHa y el

CH.3 tienen variaciones en el desplazamiento quimico en presencia del plomo.

Conclusiones:

La evidencia recabada permite suponer que el dipéptido GliGIuH: se une ai Pb([l),
por los grupos carboxlo y amino. Esto se puede explicar tomando en
consideracion gue el plomo es un Aacido intermedio y por etlo puede rreccionar

tanto con bases duras, como con bases blandas.
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En cuanto a la constante de formacién, el complejo del &cido glutamico con plomo
presenta una constante mayor que la del complejo con el dipéptido.

Ahora bien comparando los valores de las constantes de formacidon de los
complejos Ca(GliGIuH)" y Pb(GliGIuH)®, la constante del complejo de plomo s
mayor, lo que indica una mayor afinidad entre el GIiGIuH, y el Pb(ll).

Al realizar una valoracién cido base por RMN 'H del dipéptido v los cationes Ca(ll)
y Pb(N), se confirma que las interacciones principales se llevan a cabo por los
grupos carboxilo y en especial por el y. Ademas el cambio es mucho mas evidente
en el CH; v, con el ion PB(ll) que con el Ca(ll), esto se puede interpretar como una

interaccion mayor del Pb{ll} con el GliGluH,, que con Ca(ll).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de este trabajo, se cumplié con el objetivo general, de
contribuir en el estudio de la interaccion de los iones Ca(ll) y Pb(ll), con la
metaloproteina calbindina, ya que se desarrolié la técnica para la determinacion
de las constantes de estabilidad en solucion y quedan como antecedentes, para
trabajos posteriores, los datos obtenidos de las pruebas espectroscépicas de los
complejos aislados.

En cuanto los objetivos especificos, también se pueden dar por alcanzados,
segun lo que se propone a continuacion:

a) Interaccion del ion Ca(ll} con L-AspH,:

1. De las estructuras cristalinas publicadas para el sistema acido aspartico
ion Ca (1), se puede inferir gue ia interaccién se da por cualquiera de los
grupos propuestos (NH,, -COQ'«, -COO'B), siempre y cuando el grupo
amino esté desprotonado.

2. En cuanto al complejo obtenido, en la presente tesis, todas las pruebas
efectuadas confirman la presencia de la especie L-AspH’. Por IR y RMN
">C se comprueba que la interaccién del ion Ca(ll) con et dcido aspértico
se lleva a cabo por el carboxilo a.

b} Interaccién det ion Ca(ll) con L-GluH,:

1. La estructura cristalina publicada para el complejo Ca(lL-Glu)e3H,0,
permite observar que la interaccién del acido glutdmico con el ion calcio
se puede llevar a cabo por los grupos: NH;, -COOa, -COO%, con la
condicién de que el grupo amino se encuentre como NH: y no como
NH,".

2. Para el complejo Ca(L-GluH);, su similitud en el espectro de IR con |a sal
monosodica del acido glutamico, confirma la presencia del L-GluH". Por
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otro lado de los resultados obtenidos en RMN °C se sabe que el
carboxilo o participa en la interaccion con el ion calcio.

3. El grupo amino del acido glutamico no interacciona con el ion Ca(ll)
segun el valor del pKa del grupo amino en ef complejo.

¢} Interaccién del ion Pb(ll) con L-AspH;:

1. Las pruebas efectuadas indican que en Pby(L-AspH){L-Asp)NO,, L-AspH’

y L-Asp? interaccionan con el plomo por medio del carboxilo a.
d) Interaccién del ion Pb{ll) con L-GluH,

1. De los resultados de IR y RMN °C, se sabe que la iteraccion del jon
plomo con el L-GluH; se realiza por medio de los grupos carboxilo.

2. Segun el valor de pKa del grupo amino en el complejo, se sabe que el
plemo interacciona con este.

e) Interaccion del ion Ca(ll) con el dipéptido GliGluH,:

1. La interaccidn del dipéptido con el Calll), se lleva a cabo, segun lo que
las pruebas justifican , por medic de los oxigenos de ios carboxilos.

2. De acuerdo con el valor del pKa del grupo amino en el complejo
Ca(GliGIuH)", no hay interaccion del grupo aminc con el ion calcio.

f) interaccion del ion Pb(ll) con el dipeptido GliGluH,

1. La evidencia obtenida, permite suponer que el dipéptido GliGiuH; se une

al Pb{ll), por los grupos carboxilo y amino.
g) Constantes de estabilidad.

1. La interaccion del dipéptido con el Ca(ll) es mayor que con el &cido
glutamico

2. En cuanto a la constante de formacion, el complejo del acido glutamico
con plomo presenta una constante mayor que la del complejo con el
dipéptido. Lo que se puede explicar por la formacidn de anillos mas
estables con el L-GluH,.

3. Comparando los valores de las constantes de formacidn de los
complejos Ca(GliGIuH)® y Pb{GliGIuH)", la constante del complejo de
plomo es mayor, lo que indica una mayor afinidad entre el GliGIuH; y el
Pb(ll).
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h) Otros

1.

Generalizando, los complejos aistados de calcio no interaccionan con los
grupos amino, lo que explica que dichos complejos sean menos estables

que los de plomo.

. En los complejos aislados de plomo, el grupo amino interviene en fa

interaccion, lo que sugiere que uno de los carboxilos permanece
protonado, el cual segun lo visto en los resultados, puede ser el

carboxilo p.

. El ion calcio como acide duro, es capaz de interaccionar con los grupos

carboxilo y con el grupo amino sélo cuando se encuentra en su forma

neutra.

. El ian plomo en su calidad de acido intermedio puede interaccionar con

bases duras como los carboxilos y con el grupo amino sin importar que

este se encuentre protonado.
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APENDICE |
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacion se presenta la parte experimental, de la presente tesis, la cual se
divide en: 1. sintesis de complejos, 2. determinacion de las constantes de

estabilidad y 3.valoraciones medidas por RMN 'H

1.- Sintesis de complejos:

1.1 Ca{L-AspH),

En un vaso de precipitado de 25 mL se colocaron 0.3993g de L-AspH; se le
afadieron 10 mL de H,0’ y se agregaron poco a poco y con agitacién 0.1512g de
CaCO, solido, al final se tuve una mezcla homogénea a ia que se le tomo el pH,
con un electrodo previamente calibrado, el cual fue de 7.0, después se colocé un
embudo boca abajo, conectado al vacio, para extraer el disolvente. Luego de casi
dos meses se obtuvo un polvo blanco.

1.2 Ca(L-GluH);

Se procedi6 de igual forma a poner 0.44139g del L-GluH; en 10 mL de H.O*y
afadir lentamente y con agitacién 0.4968g de CaCQO,, hasta tener una mezcla
homaogénea, a la cual se le midid el pH y este fue de 7.0, al igual que el anterior
se colocé un embudo en la boca del vaso para que sirviera de extractor del
disoclvente. Después de cuatro meses se obtuvo un polvo blanco.

1.3 Pby(L-AspH)(L-Asp)NO;

Fue sintetizado a partir de 0.3993g de L-AspH; en 10 mL de H,0" +0.99363g de
Pb{NOQ3),, la mezcla de reaccion presentd un pH final de 4.0

1.4 Complejo de Pb(ll) con L-GluH;

Para el complejo con acido glutamico se procedio de la misma manera , es decir,
a 0.44139g de amincacido disuelto en agua se le afiadio 0.99363g de la sal de

plomo sin disolver, se midio el pH de la mezcla el cual fue 4.49. Se dejdé en un

" Toda ei agua que se ocupd fue bidestilada, desienizada y recientemente hervida, para evitar interferencias
de iones indeseables o microcrganismos
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dispositivo similar al usado con los otros complejos y después de varios meses,
casi seis, se logrd obtener un polvo blanco hidroscépico.

1.5 Pb{GIiGIUH)NOQ,

Para los complejos con el dipéptido se procedié a disolver en la minima cantidad
de agua a 0.1021g del dipéptido y a 0.08280g de la sal de plomo, teniendo un
volumen total aproximado de 1 mt, a la mezcla de reaccidn se ie agregé 4 mb
metanol para precipitar el complejo, el precipitado se filtrdé al vacfo y se dejo
secando aproximadamente 3 horas. Posteriormente se guardé en un frasco dentro
del refrigerador para evitar a los microorganismos.

1.6 Ca(GliGIuH)CleMeQH

El complejo de calcio con el dipéptido fue mas dificil de obtener debido a que el
carbonato de calcio es bastante insoluble lo que obligdé a intentar varias rutas
hasta llegar a la siguiente: en un bafio de acetona-hielo-sal se coloca un matraz
que contenga 0.0500g de carbonatc de calcio en aproximadamente 1 mL de H,O
se agita hasta que esté casi totalmente disuelto, a lo que permanece sin disolver,
se le afaden 5 gotas de HCI, 0.1N, y se agita hasta tener &! carbonato totalmente
disuelto, una vez disuelto el carbonato se afaden 0.1021g del dipéptido sin
disolver y se agita hasta tener una mezcia transparente y homogénea. Se afiaden
10 mL de metanol fric y aparece un precipitado blanco, el cual se filtra con vacio,
este complejo es muy sensible y no se debe dejar mucho tiempo en el vacio sino
del polve blanco se forma un compuesto aceitoso transparente.

2. Calculo de las constantes de estabilidad

Para calcular las constantes de estabilidad se requieren hacer varias soluciones
las cuales se enuncian a continuacion:

2.1 soluciones reguladoras

Se prepararon tres soluciones reguladoras que son:

SolucionpH =4.0

Se pesaron 2.5528g de Biftalato de potasio y se disolvieron en aproximadamente
50 mL de H,0, una vez disuslto el biftalato se colocd en un matraz volumétrice de

250 mL, en donde se lievo al volumen total con agua destilada.
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LadepH =6.86

Se pesaron 0.8505g de KH,PO, y 16754 de NaHPO, posteriormente se
disolvieron en agua destilada y se colocaron en un matraz volumétrico de 250 mL,
en donde se aford con HxO.

Solucién pH = 9.18

Para esta solucion se pesaron 0.70355g de Borato, el cual se disolvié en H,0 y
se puso en un matraz aforado de 250 mL en donde se complementé el volumen
total con agua.

2.2 Solucion de KNOs, 0.1M

Para mantener la fuerza idnica constante se requiere de una solucidn de KNO;,
0.1M, la cual se prepard de |a siguiente forma:

Se pesaron 10.111g de KNO; los que fueron disueltos en agua para
posteriormente, ponerlos en un matraz volumétrico de 1L y llevar el volumen con
agua al aforo.

2.3 Solucidn patrdn de Biftalato de potasio

En este caso fue necesario pesar 2.0423g y disolverlos en solucion 0.1M de
KNO;, para posteriormente ponerlo en un matraz volumétrico de 500 mlL y lievar
la solucién al aforo con KNGO, 0.1M.

2.4 Solucion de_acido clorhidrico

Como parte de la estandarizacion es necesaria preparar soluciones con Sml de
HCi 0.1M y agregar KNO; 0.1M para tener un volumen final de 50 mL.

2.5 Soluciones para el calculo de pka's

Para fines practicos sélo pongo [as soluciones preparadas para el dipeptido
GliGlu a 2X10°M

A 0.4084g del péptido se |e agrega KNO; 0.1M para disolver, y se cclocan en un
matraz volumétrico de 100 mL donde se llevan al aforo con KNG, 0.1M.
Posteriormente se toman 5mL de la solucion de GliGlu se colocan en un matraz
de 50 mL y se anadieron 4. mL de HCI 0.1M como exceso de acido y se llevo al
aforo con solucién de KNO; 0.1M.

2.6 Soluciones para el calculo de las constantes
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Para realizar las valoraciones con los metales fue necesario preparar soluciones
patrén de los mismos, a partir de soluciones astandar que comercializa Merck. En
ampolletas una ampolieta contiene un gramo del metal deseado y se puede
disolver a un volumen determinado, en este caso se llevaron a 100 mlL. Teniendo
como concentracion final para Ca®" 0.248M con aproximadamente 1M de &cido
extra. Para el Pb*" 0.04826M.

Para las valoraciones con caicio, se toman 5 mbL de la solucion de GliGlu en un
matraz volumétrico de 50 mL, después se agregan 0.4032 mi. de solucidn patrén
de Ca” y se lleva al aforo con solucién 0.1M de KNO;.

Finalmente para las valoraciones con plomo se tomaron 5 mL de la solucion del
péptido y se agregaron 4 mL de HC| 0.1M y 2.1 mL de la solucion patrén de
plomo, posteriormente se afadié el volumen necesario de KNO,, para tener un
volumen total de 50 mL.

En total se hicieron 36 experimentos, 9 con acido glutamico, 27 con el dipéptido,

como se muestra en la Tabla 1.

Taba 1 # de expariencias realizadas para la determinacion de constantes y pKa's

Pka's constantes con Pb* constantes con Ca®
L-GluH, 107 [M] |3 3 3
GliGlu 2X10° [M] |3 3 3
GliGlu 107 [M] 3 3 3
GliGlu 5X10™ [M] 3 3

3. Valoraciones medidas por RMN 'H

3.1 Valoracién del dipéptido GliGiu

Como primer paso, se prepard la solucion del dipéptide con 40mg de GliGlu en un
matraz volumétrico de 20 ml, llevando al aforo con agua deuterada. Después se
etiquetaron dieciocho tubos, y se afiadid 1 mL de la solucién en cada uno.
Posteriormente se agregd al primer tubo acido clorhidrico deuterado y a los

demas sosa deuterada, como se indica en ia Tabla 2

62




Los primeros tubos de hicieron por duplicado para posteriormente agregar [0S
metales.

En el caso de plomo s6lo se ocuparon las soluciones a pD menaores de 6 debido a
que a pD mayores a 6.5 comienza a ponerse turbia la solucidon. Es por esta razon
que tienen mas valores las determinaciones del péptido y el péptido con calcio,
Tabla 2

# de tubo | uL de NaOD uL de DCI |pD
1 10{concentradg) | 30 1.45
2 1.74
3 225
4 262
5 - - 39
6 20(diluida) 482
7 35 521
8 50 6.62
9 55 7.82
10 60 8.
11 80 8.71
12 96 9.38
13 106 11.37

Las soluciones de los metales se prepararon de la siguiente manera:

A 0.16219g de PbNO, se le anadié D;0 hasta el aforo de un matraz volumétrico
de 1 mL. Quedando una solucién 0.4897M de PbNO,

Para calcio se pesaron 0.5435g de CaCl, que también se pusieron en un matraz
aforado de 1 mL para posteriormente llevar al aforo con D,O. Esta solucidn tiene
una concentracion de 0.4897M

Finalmente se afnadieron 20 L de cada metal a diferente tubo, para medir su pD
final y sacar el espectro de RMN 'H de cada uno.

Por ultimo los reactivos y equipo empleados:
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Los reactivos utilizados fueron comprados a Aldrich, Sigma y Merck, reactivos
grado analitico.

El equipo empleado en las valoraciones potenciométricas fue: Un Titulador
Metrohm modelo Titrino 710 DMS, con electrodo de vidrio combinado Metrohm
AG CH-9101 HERISAU, un bafio termostato Forma Sientifific, Inc. Modelo 2095
S/N 20380-1867.

En la determinacion de los espectros de RMN de 'M y '°C se empleo un
espectrofotémetro Varian Unity Plus. Ademas en para RMNC, la técnica
empleada fue CPMAS en estado solido.
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APENDICE II

MANUAL PARA EL MANEJO Y PROCESAMIENTO DE DATOS DEL TITULADOR

Uno de los principales obstaculos para la determinacion de las constantes de
estabilidad, es el aprender a manejar el equipo de titulacién y el procesamiente de
datos. Es por esta razon que se escribid el presente apéndice, que pretende ser
una herramienta auxiliar para los nuevos usuarios del titulador.

Un esquema simplificado del equipo empleado para las titulaciones se muestra en
la Figura 1, en el que se aprecian las partes en las que esta integrado que son:
una computadora {A), un titulador automatico (B}, un agitador magnético (C), un

bafo termostato (D), un electrode (E) y un tangue de nitrégenc(F).

(=

SR A=

| n———

]

Figura 1

Cada parte del equipo debe estar conectada entre si, y es necesario asegurarse
de que las conexiones estén en buen estado y bien hechas, para evitar problemas
en los experimentos. |La computadora y el potenciémetro deben estar
directamente conectados al titulador. El bafio estd conectado a una celda en
donde se realizan los experimentos, en esta celda se colocan el electrodo, el
magneto, el tubo que suministra el N; y cuando se requiera, el dosificador de |a
sustancia titulante.

Para comenzar se requiere hacer las solucicnes del apéndice |, inciso 2, después

se procede a hacer los siguientes experimentos:
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1) CALIBRACION DEL ELECTRODO

Para hacer una correcta calibracién del electrodo, hay que realizar el siguiente
procedimiento:

Primero conectar el bafio termostato y en segundo lugar limpiar 1a celda, después
cotocar 50 mL aproximadamente de |a solucidn reguladora pH=4, taparla y dejarla
con agitacion, bajo el burbujeo de N, por 10 minutos.

Mientras tanto, se destapa el electrodo, se lava, y si no se ha usado,
recientemente, hay que ponerlo en un tubo con solucion de HCt 0.1N, durante un
minuto, y después cambiarlo a otro tubo que contenga NaOH 0.1N, por otro
minuto y cambiarlo alternativamente de NaQOH a HCI.

Finalmente se lava el electrodo y se coloca en la celda, como se muestra en la

Figura 2.

Celda de trabajo
Figura 2

Al mismo tiempo conectar la computadora, ir al programa 702 y en User Method

lamar al método en Recall “cal01”, para saber que las conexicnes estan bien

hechas, en la pantalla de!l equipo debe aparecer el nombre del método (cal01) y el

ultimo dato determinado, como se muestra en la Figura 3.

CAL calo1

pH{as) 6.91 slope 0.993
Figura 3
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Posteriormente ir a EDIT, Info, Live plot, aqui se da el nombre del archivo a
generar, ejemplo:

File name C\.7021DATA\cal01.001
y en el rengtén inferior se pone el archivo anterior, ejemplo:

Determ.dat C\.702\DATA\cal01.000
Es decir el nombre del archivo, es el nombre del método y la extensién indica el #
de veces que se ha hecho el experimento.
Cabe aclarar que cuando se hacen varias determinaciones del mismo programa
en la misma sesion no es necesario seguir poniendo estos datos pues se hace
automaticamente.
Una vez transcurridos los 10 minutos se checa que la temperatura de la ceida
esté a 25°C y se oprime start plot en la computadora, entonces, aparece un
mensaje en el titulador que pregunta si la temperatura es de 25°C, se da un start,
después pide la primera solucién reguladora, pH=4, se da otro start, comienza |a
calibracion y en la pantalla de la computadora se aprecian los ejes coordenados y
una pequefia recta o un punto.
Es importante tomar el primer numero gque aparezca en la pantaila del titulador, al
iniciar la calibracion, este nimero debe anotarse por ejemplo:

pH=4 177mV

Cuando el titulador termina con el primer pH, manda un mensaje pidiendo ia
segunda solucion reguladora, pH = 6.87. Entonces se descarta la solucién
anterior, se lava la celda y se coloca la nueva solucion de pH=6.87, ia que se deja
estabilizando con agitacién y burbujeo de N,, por diez minutos y se repite el
mismo procedimienta gue con la solucion pH=4.
Al concluir la calibracién debe tenerse una tabla como la siguiente:
pH=4 177mV
pH=6.86 8mvV

pH=9.18 -128mV
Tabla 1
y los datos finales pH=7 y m=0.999.
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Estos datos nos sirven para corroborar si la respuesta del electrodo es correcta y
si el equipo la esta procesando adecuadamente. Para ello se realiza una grafica

como la siguiente:

o CALIBRACION DEL ELECTRODO
pH \
9
B
74
6
5 _|
4]
AT T T T T T 7T
-120 -100 -50 a 50 100 150 200
E[mV]
Gréafica 1

Al terer los resultados de 1a regresion lineal, como los que se encuentran en la
grafica, podemos concluir que el electrodo y el equipo estan en perfectas

condiciones. Por tanto se puede continuar con el trabajo

2) NORMALIZACION DE LA NaOH

Una vez calibrado el electrodo, se cambia de método al “BIF" que sirve para hacer
1a valoracien dz soluciones patrén de biftalaio de potasio a fuerza ionica
constante. Esto se hace de la siguiente manera:

Se miden 50 mL de la solucién de biftalato de potasio 0.02M a fuerza ionica 0.1y
se colocan en la celda del titulador, con agitacién y burbujeo de N; se tapa y se
deja por diez minulos para que llegue a 25°C, en tanto se coloca el electrodo, y el

dosificadar de N2OH, previamente lavados, come se muestra en la Figura 4.
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Figura 4
En lo que pasan los diez minutos, se procede a cambiar el nombre de los archivos

que se van a generar, por ejemplo.

File name C\.702\DATA\BIF.001
como se hizo con los archivos de calibracién.
Una vez transcurridos los 10 minutos, se pone start plot, se verifica que todo esté
en orden; en la pantalla de la computadora aparece un mensaje de ready,
entonces se oprime start.
Es importante sefialar que cualquier interrupcion en la titulacién, como ei protector
de pantalla, o el cambio a alguna otra funcién impiden que los datos sean
almacenados. La pérdida de energia eléctrica aunque sea por segundos arruinan
el experimento.
Cuando se concluye |a titulacion debe esperarse hasta que aparezca el mensaje
de transfer finish, pues salirse antes provoca la pérdida irreparable de los datos.
Ahora bien, una vez terminados al menos 3 de estos experimentos, se procede a
titular el HCI preparado para la nommalizacién, es decir 5 mL de HCI 0.1N
aforados a 50 mL con KNO,. En este caso el método se llama HC.
Al finalizar la valoracién por triplicado, podemos comenzar con el procesamiento
de datos gue se realiza de la siguiente manera:
Lo primerc es tener los datos en archivos utiles para ser leidos por el
SUPERQUAD, y por algun graficador, en este caso por ORIGIN. Para lograr este

objetivo, se hace un pequefio programa que lee los datos del archivo generada
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por el titulador y los transforma en los archivos deseados, para ello el Dr. Rafael
Moreno Esparza hizo el siguiente programa:

‘Este pregrama transforma los archivos de TITRINO a archivos de SUPERGQUAD.
‘PARA MARY
OPTION BASE 0
CLs
DIM vol$(400), pH${400), vol(400), pH{400), fect${(400)
INPUT "Nombre del archivo de entrada:”; namei1$
INPUT “Nombre del archivo de salida :*; nameo1$
namei$ = “mjg"+ namei1$
nameo$ = “MJ" + nameo1$
nameu$ = “MJ" + nameo1$ + “.dat”
OPEN “I", #2, namei$
OPEN “Q", #3, nameu$
OPEN “O", #1, nameo$
i=0
DO UNTIL EOF(2)
i=i+1
INPUT #2, lect$(i)
LOOP
CLOSE #2
titulo$ = LEFT$(lect$(2), 48)
numerc$ = MID${lect$(D), 8, 5)
n = VAL{numero$)
PRINT n
n=n+8
PRINT #1, TAB(0); titulo$
PRINT #1, TAB(0);, USING * HHEE 13} JHERS HHHEE: 09, 4. 2. 3
PRINT #1, TAB(0); “AMINQAC:DO"
PRINT #1, TAB(D); “ CA™
PRINT #1, TAB(D}, © PROTON"
PRINT #1, TAB(D); 25!
PRINT #1, TAB(0); USING “iH} 3LHEE SHHHE $HHER A HEEE 0.0 1: 0
PRINT #1, TAB(0); USING “$H8 S35 WG tHEHE S5 R 0.0:1; 0;
1
1

1,1
21

PRINT #1. TAB(0); USING “SHEL #HEHH HIHHE 1HEHS HER R 0.0 1;1; 131
PRINT #1, TAB(Q); USING “SHi JHEHE SHM I S8 - 0.0:1: 1. 01
PRINT #1, TAB(0); USING “#4 #HEH! #HE 1HEHE $HEH SRR -13.7688; 0; 0; -1; 0
PRINT #1, TAB(0): "
PRINT #1, TAB(Q); USING * # # 3 S5HEE 1 HEEE I HHESE #9558 0; 1; .0000: 01: 0: 0
PRINT #1, TAB(D); USING * # # 34 JHHEIEE 1 1HHREE (A #4844 855 0, 2; .0000:; 01; 0; O
PRINT #1, TAB(0); USING “ # # S8 AUHHHHE #0 JHIHEHE S w0 #H0: 0; 3, .0000; -.000000; 07 ©
PRINT #1, TAB(0); ="
PRINT #1, TAB(O); USING *  # #3# #3554 # #sEsy 0: 501 .002
PRINT #1, TAB(0); USING “# # # #h2 84500 # HHHEHEH S35 8 S 1 0: 2; -00.0; .002: O
00000
PRINT #1, TAB(0); "
FORM=9TOn

vol$(m) = MID$(lect$(m). 1, 10)

pHS(m) = MIDS${lect$(m), 11, 24)

vol{m) = VAL(vol$(m)): pH{(m) = VAL(pH${m))

PRINT #1, TAB(Q); USING " ## #4450 &4 #RRE: vol(m); pH(m)
NEXT m
PRINT #1, TAB{0); "
PRINT #1, TAB{O);
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PRINT #1, TAB(0); **
PRINT #1, TAB(0); ="
PRINT #1, TAB(O);
PRINT #1, TAB(0); "
CLOSE #1
PRINT #3, TAB(0); * vol{l) pH() *
FORM=9TOn
vol${m} = MID$(ect$(m), 1, 10)
pHS(m) = MID$(lect$(m), 11, 24}
vol(m) = VAL(vol${m)): pH{m) = VAL(pH${m})
PRINT #3, TAB(D); USING * #2888 #i 1. vol(m), pH(m)
NEXT m
PRINT #3, TAB(O); **
CLOSE #3
END

Este programa no admite archivos de mas de 400 datos, lo ideal es 380, para no
tener complicaciones al correr SUPER.
La légica es la siguiente: al archivo que se cbtiene de la titulacién se le corta toda
la informacion que viene al inicio del archivo (el método) y se deja en el renglon
#1 al "PCmp, luego a este archivo, se le cambia el nombre, por ejemplo:
BIF.001—MJG05.001
Donde la clave de lectura es personal, es decir, como todos los archivos van a ser
MJG*.* los primeros numeros indican el método y los segundos el archivo
especifico. Asi cada vez que se vea un MJGO5 se relacionara a los experimentos
de biftalato de potasio.
Una vez generado el MJG05.001 se cambia a un subdirectorio en donde estan los
archivos de SUPERQUAD, un procesador de texto y el programa “M".
C:\superimjgp\

Aqui al poner "M", aparece el siguiente mensaje:

Nombre del archivo de entrada.?
En este ejemplo seria, 05.001, pues el programa ya reconoce |la primera parte del
nombre {(MJG). Se presiona enter y aparece el siguiente mensaje:

Nombre del archivo de salida:?
Que para el ejemplo seria 05001. Con esto se generan dos archivos con los

siguientes nombres:
MJO5001 y MJOSQ01. dat



Eil primero sirve para procesar datos en SUPERQUAD y el segundo para hacer la
grafica correspondiente, en ORIGIN.
En este caso el segundo archivo es el que se ocupa para cbtener los datos que
se necesitan, asi lo primero es pasar el archivo MJ05001.dat al subdirectorio de
ORIGIN

CAORIGINYMU
Una vez ahi se hace una nueva grafica, que se importa en codigo ASCII, como la

que se muestra a continuacidn:

pH 12+
Valoracidn de Biftalato de potasio
104
4
8 4
4
6 -
]
44
T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
NaCH 0.1N[mL]j
Gréifica 2

Posteriormente se determina la primera derivada de la curva anterior, para
conocer el volumen en el punto de eguivalencia. Este volumen junto con la
concentracidn de la solucidn de biftalato de potasio permite conocer la
concentracion de la sosa empleada, mediante el siguiente calculo:

Si la concentracién de biftalato es de 0.0200685M

£.02000685mol

(0‘05L)[ T ) = 0.0100342mol de bifialato

Como reacciona uno a uno con la NaOH
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0.0100342mol

[NaOH| = —————— = 0.0991503M
0.6101202L
104 Biftalato de potasio, primera denvada
A 10.09
.-'-"”"'
8 ‘
s ; \
4 ;
2 I\
A
D_‘-m—— . T e e i mn e em s s | AT T
T T T " T T v T T T
[s] 2 49 8 2] 10 12
Yolumen, NaOH[mL]
Griéfica 3

Esto se hace con jos {res archivos generados y finalmente se toma el valor
promedio de la concentracion de la NaCH.
E! siguiente paso es trabajar con los archivos generados en la titulacidn de HCI,
andlogamente a lo que se realizdé con los datos de Biftalato se generan archivos
del tipo:

HC1.000-MJG04.000 y

MJG04.000 —*» Mj04000 y Mj04000 dat
Con el archivo MJ04000 . dat se genera, en ORIGIN una tabla de datos importada

en codigo ASCII, como la siguiente:

Af¥].:1Set Column Values

[S0+collvol 1110 ¢-collpH 1))

Figura 5
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Después se anaden dos columnas y en la primera se procesan los datos con la
siguiente funcién: ¢ =(V +v) x10°#, (50+col(vol.l.))*10%(-col(pH.1.)), que es la

ecuacion para hacer la gréfica de Gran, que sirve para conocer el % de C0s%,
presentes en la NaOH

En la segunda columna se coloca fa funcion ¢ =(V+y)x107

(50+col{val.1.))*10*(col(pH.1.}} y se construye la gréfica:

05 Gréfica de Gran 2 00E+013
1.50E+013
1.00E+13

5.00E4012

0.00E+000

Gréfica 4

Con ayuda de los datos obtenidos en la regresiones lineales de cada recla se
obtiene el volumen en la equivalencia, y se calcula el % de COs” en la NaOH.,
Como se muestre en el siguiente gjemplo.
A, = 0.44085; A= -3.3659E13
B, =-0.8965, B,= 6.655E12
R; = -0.99984; R,= 0.599844
Si Y=A+BX, entonces cuando Y=0, X,=4.9181 y X,=505755, estos valores se

alimentan a la siguiente ecuacion;
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Xy - X
2

2

505755-49181

2
505755

*100 = %CO

*100 = 13786%CO"

Para poder usar la NaOH se debe tener un valor de %C0," menor al 2%, de no
ser asl/, en el momento de hacer las determinaciones, se tiene que declarar el
CO+¥ como una especie presente, esto interfiere en los experimento y es por ello
que sdio se usé NaOH con %CO,> menor al 2%.

Con el valor del volumen a la equivalencia de NaOH se puede calcular la
concentracion del HCI haciendo los siguientes calculos:

0.0992699m0!

4,998568mLNaOH( ] =4.962073* 10 * mol de NaOH = mol de HCI
1000m/L.

El volumen agregado de HCI fue de 5.016mL por lo tanto su concentracién es:

4962073*10 * mo!
HCl] = = 0.0989249M
[HC!] 5016*1077 L

Asi se hace con los dos restantes y se hace un promedio tanto de %C0,%, como
de la concentracion de HCI.

Por ditimo se toma el archivo MJ04000 el cual sirve para procesar datos en
SUPERQUAD, y se le hacen las siguientes modificaciones, para poder calcular la
K.

Como se ve en a la Tabla 2, cada ndmero y espacio tiene su razon de ser dentro

del archivo
date 97-0B-06 time 0858 9 dia y hora en gue se realizé el experimento
99 4 2 3 iteraciones, modo de proceso, especies presente, métado
AMINOACIDO especie 1L
CA especie 2 M
PROTON especie 3 H
25 temperatura
000000 1 O 1 1 betal de acidez de la especie 1. el Litimo 17
000000 1 0 2 1 beta2 de acidez de Ia especie 1,
000000 1 1 1 1 log de la constante de formacidn del complejo MLH
00000 1 1 0 1 log de |a constante de formacidn dei complejc ML,
-13.76880 O 0 -1 © log de |a K.,_el stgno - indica que es un OH’
espacio

" Los unos en esta columna indican los valores deben ser refinados y los ceras que no.
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01 000000 0.000C0 0O D

L # mmoles totales

02 0.000000 000000 0 © M # mmoles
03 0000000 000000 0 @ H# mmol total : ia concentracion de NaOH se pone -0.0999M
Espacio

¢ 50.00000 0.0020000 50 es el volumen total y el 0.002 el error en la mediciones de Vol

102 0.000000.0020000 0 0.000000 el 1y el 0 quedan igual el 2 representa la especie a la que es

sensible el slectrodo, y el 0.002 es el error del electrodo

aspacio

0.00000 2.05800 columnas de datos volumen y pH

Tabla 2

Al archivo anterior se le hacen las modificaciones para tener presente sélo H',

para calcular el logKk _ , como se ve en |la Tabla 3:

date 87-08-06  time 08:58 ] este renglén queda igual
99 4 1 3 aqui el # de especies es 1
PROTON especie
25.00000 temperatura
-13.76880 -1 1 logKw, -1 representa a un OH y el 1 gue se refine ef valor
espacio

11 0496207 008927 0 0O el una inicial significa que se quiere |a tabla de distribucién de
especies. El primer # es mmol de H y el *2° Ja concentracion de

[NaOH]

espacio

0 50.00000 0 0300000 volumen total, el error en la medicién del volumen

101 000000 0.0030000 O GOCHO00 ef 1 significa la especie a Ja que responde el electrode. ¢! 0.003

es el erfor en las mediciones de! electrodo

espacio

©.00000 2.05500 cclumnas de los vaiores velumen, pH

Tabla 3

Una vez listos los cambios, se procesan los datos en el SUPERQUAD, haciendo
lo siguiente:

CASUPER\MJGP\ super81<mj04000>mj04000.0 ,
se presiona Enter y se espera a que se realicen los calculos, si todo esta bien
aparece C:\, sino super manda mensajes, que por |o regular son errores al teclear
los datos o por exceso de datos,
Ahora se llama al archivo generado per super que es el MJ04000.0, el cual tiene

la estructura que se muestra a continuacion:

SUPERQUAD 1891
date 97-08-06 time 08:58 9

MAXIT IPRIN MCDE TOL ACCM RELAC
98 4 3 10E-03 10E-T4 .298023E-07
REACTANT 1- PROTON

THE TEMPERATWRE OF SOLUTION(S) 1S 25 00 DEGREES CENTIGRADE
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FORMATION LOG REFINEMENT STCICHIOMETRIC
CONSTANTS BETAS KEYS COEFFICIENTS

A 1703E-13 -13.7688 1 -1

1 FORMATION CONSTANTS TO BE REFINED

I TERATION 1 SIGMA= 48.08056 SUM OF SQUARES = 1.8067E+D5

PARAMETER OLD VALUE REL SHIFT NEW VALUE REL ERROR
BETA A AT03E-13  .0058 1.7129E-14 0665

ITERATION 2 SIGMA= 49.07806 SUM OF SQUARES = 1.8065E+05

PARAMETER OLD VALUE REL SHIFT NEW VALUE REL ERROR
BETA A 1.7125€-14 0000 1.7129E-14 0665

date 97-08-06 time 08:58 g

2 ITERATIONS
REFINEMENT TERMINATED SUCCESSFULLY

CHI-SQUARED =184 84

CHI SQUARED SHOULD BE LESS THAN 12.60 AT THE 85 PERCENT CONFIDENCE LEVEL

SIGMA = 49.0781

VALUE REL STD DEV LOG BETA STD DEVIATION

BETA AREFINED 171288E-14 0665 -13.76627 .02988 -1

REFINEMENT CONTINUES WITH WEIGHTS QBTAINED FROM THE CALCULATED TITRATION CURVES
ITERATION 1 SIGMA= B8.13913 SUM OF SQUARES = 4.9684E+03

PARAMETER OLD VALUE REL SHIFT NEW VALUE REL ERROR
BETA A 1.7129E-14 -1011 1.5396E-14 0350

ITERATION 2 SIGMA= 767358 SUM OF SQUARES = 4.4163E+03

PARAMETER OLD VALUE REL SHIFT NEW VALUE REL ERROR
BETA A 15396E-14 0055 15481E-14 0330

ITERATION 3 SIGMA= 767216 SUM OF SQUARES = 4 4147E+03

PARAMETER OLD VALUE REL SHIFT NEW VALUE REL ERROR
BETA A 1.5481E-14 000D 1 5481E-14 .0330

date 97-08-06 tme 08:58 g

3 ITERATIONS

REFINEMENT TERMINATED SUCCESSFULLY
CHI-SQUARED = 81.89

CHI SQUARED SHQWULD BE LESS THAN 12.60 AT THE 95 PERCENT CONFIDENCE LEVEL
SIGMA= 7.8722
VALUE RELSTDDEV {OG BETA STD DEVIATION
BETA A REFINED 1.54810E-14 .0330 -13.81020 01456 -1

RESIDUALS PLOTS - UNITS OF SO 7.6722

-3 -2 -1 0 1 2 3
O S A R T B T e e e A e R e el E s
1+ + 1 + + + + +
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2+ + 1 + + + + +
3+ + 1+ + + + +
4+ + k] + + + + *
5+ + 1+ + + + +
6+ + i + + + + +
T+ + 1 + + + + +
8+ + 1 + + + + +
O+ + 1 + + + + *
10 + + 1 + + + + +
ETC

B N Y L L T T T PO U R U T W WS W ey

date 97-08-06 time 08:58 9
CURVE 1
PERCENT FORMATION RELATIVE TO TOTAL CONCENTRATION OF PROTON

0 S0 100
+ + + + + + + + + + +
L Y A Y rwwy e
14+ *
2+
3+
4+
5+
6+
7+
8+
9+
10 +
ETC.
Stop - Program terminated.

L T T A L

Los resuitados que se resaltaron en negritas no son muy buenos en cuanto a
estadistica se refiere pues se requiere de una CHI-SQUARED menor @ 12 y una
SIGMA, menor o igual a uno. Sin embargo el valor del log K, es valido puesto que
es el valor que se obtiene en este sistema, (equipo, electrodo, temperatura, etc.).
Como conclusion de esta serie de experimentos se obtienen los siguientes datos:

[NaOH], [HCI}, %CO,* y el valor del logK,, para el sistema.

3) DETERMINACION DE pKa's

Una vez hechos los experimentos anteriores, se pueden determinar los valores de
ios pKa's de un compuesto, en este caso los del acido glutdmico. Primero hay
que hacer la titulacidn del acido glutdmico agregando un exceso de acide (5 mL
de HCI =0.1N), esto es para poder comenzar la valoracion antes del primer pKa.
Una vez que se hizo esta valoracién por triplicado, se procede a procesar los

datos generando los archivos para SUPER y para CRIGIN.
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Con los archivas para origin se construye una grafica, para comprobar la

reproducibilidad de los experimentos.

VALORACION DEL ACIDO GLUTAMCO

pH ]
124
104
B
6
4
4
2
DYZ tliTé.BI'11D"|r2_’I1I4'1I6
VOLUMEN DE NaOH{mL]
Grafica 5

Después con el archivo para SUPER se hace el siguiente tratamiento de datos:

date 86-09-20 time 0422 5 igual
99 4 2 3 igual
GLU 1* especie= L
PROTON 2* especie = H
25.00000 temperatura
958000 1 1 1 B4, el 1 1 representa la especie LH, y ei Uttimo 1. es para que se
refine el valor.
13.79000 1 2 1 Bz, el 12 es la especie LH,, y ! 1 significa que refina el valor
1597000 1 3 1 B3, el 1 3representa a LHa, y el 1 significa que se refina el valor
-13.74000 0 -1 0O Kw. € 0 es que no estd presente esa especie y el -1es lo
contrario de la especie 2, es decir OH, el 0 fina! indica que no
se quiere refinar el vaior
espacio
11 0250887 0.00000 0 O el 1 inicial, significa que se quiere |a tabla de variacién de

especies, el 1 siguiente es el # de especie, y 0.25 las mmol de L

12 0887499010359 1 0

igual que el anterior pefo para la especie 2. el -0.103 es la
concentracion M de la NaQOH

Espacio

0 50.00000 00300000

50, es el volumen inicial, 0,03 el error en las mediciones de
volumen

102 0.00000 000300000 0 0.000000

El 2 es la especie a la que es sensible el electrodo. 0.003 el
error en jas determinaciones de pH

Espacio

0.00000 2.140C0 1

0 0Ces el volumen inicial, 2.14 el pH tnicial, el 1 significa que no
sa tome en cuenta este dato.

£°TrOTESIS M MR
SAUR &L LA BIBLNTECA
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0 05000 2.14400

0.10000 214800 1

015000 2.15300

ete.

8.40000 9.33200

8.45000 9.36600 1

8.50000 940800

Tabla 4

Una vez que se hacen los cambios anteriores, se procesan los datos en el
SUPERQUAD dando la siguiente instruccién:

CASUPERWMJGP\ super@1<mj40000>mj40000.0
Y se obtiene un archivo como el siguiente:

SUPERQUAD 1991
date 96-09-20 time 0422 5

MAXIT IPRIN MODE TOL ACCM RELAC
9% 4 3 10E-03 .10E-74 29B023E-07

REACTANT 1- GLU
REACTANT 2-  PROTON

THE TEMPERATURE OF SOLUTION(S) IS 25 00 DEGREES CENTIGRADE

FORMATION LOG REFINEMENT STOICHIOMETRIC
CONSTANTS BETAS KEYS COEFFICIENTS

3B905E 9 95900 1
6 1660E 13 137900 1
9.3325E 15 15.8700

1820E-13 -13.7400 ©

ocCOoP
A

[ Y

LwN

ETC
date 96-09-20 time 04:22 5
6 ITERATICNS
REFINEMENT TERMINATED SUCCESSFULLY
CHI-SQUARED =17.04
CHI SQUARECD SHOULD BE LESS THAN 12.60 AT THE 95 PERCENT CONFIDENCE LEVEL
SIGMA = 10582

VALUE RELSTDDEV LOG BETA STD DEVIATION
BETA AREFINED 4.18112E 9 0278 962233 01231 11
BETAB REFINED 641667E13 0384 1380731 01701 12
BETA C REFINED 1.09802E 16 0569  16.04061 02543 1 3
BETA D CONSTANT  1B197E-13 -13.74000 0-*

CURVE INITIAL VALUE FINAL VALUE STD DEV
TOT MMOLES PROTON 1 1.03714 1.03611 .00039
CORRELATION MATRIX - PARAMETERS CRDERED AS ABOVE
1.2 32

2 88

3 65 67
4 56 67 36
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RESIDUALS PLOTS - UNITS GF | TO TOTAL CONCENTRATION OF GLU | TOTOTAL CONCENTRATICN OF
S0 1.0582 PROTON
0 50 100 0 50 100
-3 2 1 o 1 2 3 + + o+ o+ +* LI » + L + + ¢+
L T g T I s
+
1+ * 42 + + o+ 1+ B [} + 1+ B " C +
A+ 4+ 42+ &+ s 3+ B _C + g+ B *C +
54 + 42+ + + + S+ B C + 11+ B C hd
T+ + +2 + + + o+ T+ B C + 13+ B* C +
9 + w2+ * o+ 4 9+ BC + 5+ = C +
1M1+ + +2 4 + o+ 0+ 11+ C * 7+ B C +
134+ * + 24 + + o+ 13+ [+]:] + 9+ B C +
15+ + + 2+ + + 15 + cB + 21 + * BC +
17+ + + 2+  + + « 17 +A CB + 23 + * [} +
19+ + + 2+ + + + 19 +A C B + 25+ * €8 +
2+ + 24+ + + 4 21 +A c B + 27 + : ca +
23+ + . 24 + o+ Z3 +A C B + 29+ - [ B +
25+ + * 24 » + o+ 25 +A C B + 31+ o C B +
274+ 4+ 24 4+ 0+ 4 27 +A [¢] B + 3+ c B *
29+ + o+ T ¥ o+ 4 29 +A [+ 8 + I5+A " c B +
M+ + + 2+ + o+ 4 31 +A c B * A7 +A * c B *
W+ +  + 2+ x4 33 +A C B * /A " C B hd
W+ + + D 4 ¥+ 35+ A c B + 41 +A " C B +
AT+ + k42 & s s 3T+ A c B + 43+A * C B+
39+« 4+ + o+ 2+ + o+ 39+ A C B + 4&E+A " C B +
41+ ¢+ + ¢+ 2+ + o+ “a1+A ¢ ] + 47+A° C B +
43+ + + o+ 24 + 43+ A C B + 43 + A* C B +
45+  + + o+ 24 + o+ 45+ A C B + 51+« *C B+
4T+ + + + 2+ o+ 4 47+ AC B + 53+°'C B +
49+ +  + 0+ I 49+ C 8 + 55 +*C A B +
51+ + L +2 + 0+ 5t+ C A B + 57 «*C A B *
Eis+ 4+ + o+ + 2+ o+ 53+ CA B + g +°C B +
85+ + + + + 24+ % 55+C A B + 61 +* A B +
57+ + + + +2 4+ + 57+C A B + 63 +* A B +
56+ + + £ 42+ & 58 +C A B + 85 +* A B *
63+ 4+ + + 29 + o+ B3 +C A B + 89 + A B +
B5+ + <+ + 2+ + + 65 + AB + 7+ B A hd
E7+ + + +2+ + + 67 + BA * T3+ B A hd
B+ + 4+ 42 + o+ & 59 + -] A + 75 + B A +
i+ + +2+ + 4 & 714+ B A + 77+ ] A+
73+ + o+ 2+ o+ o+ o+ 73+ B A * 79+« B A
5+ 0+ 2 & 4+ 4 75+ B A+ 81+ A
T7e 42 + & + * o+ 77+ B A+ B9 + A
T2 ¢+ 4+ + 4+ o+ o+ 79+H A+ 91 + A
81+ + + + + + 24 81 +° A+ Stop - Program terminated.
B3+ + + +2 + o+ 83 + . A+
85+ + + 2+ + + * B85 + . A 4+
7+ + % 2+ + 4+ 4 a7 + - "y "
B9+ + + 24 + + 4 89 + * A +
o1y + < 2+ + s+ s 91 + * A +
4444 + +4 +Hebt I e e R T T
Tabla §

4) DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE ESTABILIDAD

Para la determinacién de constantes de estabilidad se procede igual que con los

pKa’s, con la Unica diferencia de que se agrega el metal, el la Tabla siguiente se
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ejemplifica la manera en que se deben procesar los datos, producto de las
valoracicnes.

date 96-10-10  time 02:58 4 date 96-10-03 time 04:29 18
99 4 3 3 99 4 3 2

GLU Glu

CA Pb

PROTON PROTON
25.00000 25.00000
962586 1 0 1 0 962092 1 0 1 0
i3.79110 1 0 2 0 1398313 1 0 2 O
1598427 1 0 3 © 1597600 1 0 3 O
143000 1 1 0 1 466000 1 1 0 1
12000 1 1L 1 1 -1374000 0 0 -1 0

-13.76880 0 G -1 O

01 0250295 0.00000 0 O
11 0250000 000000 0 0O 02 0.241300 0.00000 0 O
12 0.248000 000000 0 0 03 0987670-0.10358 t O
13 1250000 0.10358 1 0

0 S0.04000 0.0040000

0 50.00000 0.0030000 103 0.00000 0.0300000 0 0.000000
103 0.00000 0.0300000 0 0.000000

0.00000 215700 1
0.10000 1.95600 1 0.05000 2.16100
0.15000 1.96000 elc
elc. 755000 635300
10.95000 9.51900
Tabla 7

Con el fin de comprobar la reproducibilidad de las valoraciones se construyen las
siguientes graficas(6, 7)

pH 87  VALORACION DE ACIDO GLUTAMICO + Pb(I

T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 5 7 8
VOLUMEN DE NaOH fmL]
Grafica 6

©
o
o
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PH'?7  ALORACION DE ACIDO GLUTAMICO + Ca(ll

104

c 2 4 6 8 10 12 14 16
VOLUMEN DE NaOH [mL]
Grafica 7

Finalmente se procesan los datos de SUPERQUAD, y se abtiene un archivo como

el que se muestra a continuacion:

SUPERQUAD 1991
date 96-10-11  time 01.31 5

MAXIT IPRIN MODE TOL ACCM RELAC
99 4 3 _10E-03 .10E-74 298023E-07

REACTANT 1- GLU
REACTANT 2- CA
REACTANT 3. PROTON
THE TEMPERATURE OF SOLUTION(S} IS 25.00 DEGREES CENTIGRADE

FORMATION LOG REFINEMENT STOICHIOMETRIC
CONSTANTS BETAS KEYS COEFFICIENTS

A 38%05E 9 9.5%0 1 101
B 6.1660E 13 137900 1 1 o2
C 93325EE5 159700 1 103
D 1 I4R2E 2 20600 ] I14a
E 14791E 1 11700 ] Jrl
F 1703F-15 -13.7688 O ao0-1

3 FORMATION CONSTANTS TO BE REFINED

3 SPECIAL PARAMETERS TO BE REFINED
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CURVE VALUE
TOTMMOLES  PROTON 1 1.2504E+00
TOTMMOLES  PROTON 2 1.2504E+00
TOT MMOLES  PROTON 3 12504E+H00

date 96-10-11  time 01:31 5
3 ITERATIONS
REFINEMENT TERMINATED SUCCESSFULLY
CHI-SQUARED = 79.02
CHI SQUARED SHOULD BE LESS THAN 12.60 AT THE 95 PERCENT CONFIDENCE LEVEL
SIGMA = 1.019%6

VALUE REL STD DEV LOG BETA STD DEVIATION

BETA A REFINED 2.14606E 9 .0484 933164 02155 101

BETA BREFINED 493873E 13 0183 1369362 00802 102
BETA CREFINED B.COIDIE 1S 0302 1590314 01334 103
BETA E REFINED 467996E 11 0904 1167024 04115 111
BETA F CONSTANT .17029E-13 -13.76880 00-1

CURVE INITIAL VALUE FINAL VALUE STD DEV

TOT MMOLES PROTON 1 1.25252 1.25281 00029
TOT MMOLES PROTON 2 1.25522 1.25528 00030
TOT MMOLES PROTON 3 1.2539%6 1.25408 00030

CORRELATION MATRIX - PARAMETERS ORDERED AS ABOVE

1 2 3 4 5 6
2 .15
3-15 56
4-94 13 34
5 04 46 34 10
6 05 47 35 09 23
7 04 47 35 09 23 23

RESIDUALS PLOTS - UNITS OF SD  1.0196

-3 -2 -1 0 1 2 3
B o e i i R i A e S AL e e
P+ + 3 4 + i +
Etc.
date ¥6-10-11  time 01:31 5
CURVE 1
PERCENT FORMATION RELATIVE TO TOTAL CONCENTRATION OF GLU
0 50 100
+ - 4 + + + + + + + +
B e o o o T i B S o o T L o e o o STETETSI ST arS
1+ B C +
Etc.
date 96-10-11 time 01:31 5
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CURVE 1
PERCENT FORMATION RELATIVE TO TOTAL CONCENTRATION OF CA

0 50 100
T S S R

PEFEEEE BRI I S S U A T AU AU A A U U W N [T A UV I S A A RO A I 0 W
e e +—+

1+
2+
Etc.
Después de realizar el procesamiento de datos anterior y los resultados se

ettt ot
++- et

encuentran dentro de las expectativas, se hace el promedio de los datos

obtenidos y se da por concluido e! trabajo.
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