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1. Introduccién.

En este trabajo se estudian sistemas acuosos en los que se hayan disueltos uno o més de los
sigulentes componentes: 1,10-fenantrolina, cisteina y cobre(1l). La intencidn es realizar un
trabajo de especiacion. Este estudio indica la estequiometria de los compuestos de
coordinacidn y su estabilidad, ademas de determinar constantes de disociacidn dcida de los
ligantes.

Se presenta una pequeiia revision de lo que ya se ha hecho al trabajar con estos ligantes en
disolucidn acuosa, asi como los estudios realizados en presencia de cobre. Es evidente que
la presencia de complejos mixtos {complejos ternarios) es posible, pero hasta donde se
sabe, ningun estudio se ha realizado con el fin de saber que es lo que ocurre en esta mezcla
cuaternaria particular.

Enseguida se pasa al desarrollo experimental basado fundamentalmente en medidas
espectrofotométricas. Con el empleo de SQUAD (Stability Quotients from Absorbance
Data) como herramienta principal, se desarrollan los modelos que mejor interpretan la
informacion experimental. El programa aqui empleado ha formado parte del conjunto de
herramientas de analisis de Jos grupos de investigacion de la UAM-Iztapalapa y ]a FES-
Cuautitlan-UNAM en Meéxico. El programa puede tratar con complejos mixtos por lo que
se presenta como una herramienta potencialmente utilizable para un trabajo de esta
naturaleza.

w
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2. Objetivos

2. Obijetivos.

El objetivo principal es describir el equilibrio quimico en disoluciones acuosas en cinco
mezclas: (1) 1,10-fenantrolina/agua; (2} cisteina/agua; (3) cobre(l)/1,10-fenantrolina/agua;
{(4) cobre(II)/cisteina/agua y (5) cobre(Il)/1,10-fenantrolina/ cisteina/agua en medios acidos,
basicos y en diferentes proporciones metal/ligando(s). Este estudio se realiza mediante el
tratamiento de informacién espectrofotométrica de absorcion del ultravioleta.

El alcance de esta descripcion queda inscrito en los siguientes objetivos particulares:

i)

ii)

iii)

iv)

Obtener las constantes de disociacion acida (pK,) de la 1,10-fenantrolina y la
cisteina.

Los equilibrios 4cido-base de la cisteina involucran la presencia de tautémeros y
se quiere determinar la razén tautomérica que describe este proceso.

Refinar' a través del programa SQUAD las constantes de los equilibrios de
formacioén (entendiéndose por tales los cocientes de reaccion o concentracidn en
el equilibrio, expresado éste como Ja formacion del compuesto) de cada una de
las especies (compuestos de coordinacién) halladas procesando las absorbancias
medidas.

Determinar los espectros de absorcion de cada una de las especies absorbentes
que se forman en los sistemas. Esto se refiere a las absortividades molares (£)
que necesariamente se calculan junto con el refinamiento de las constantes de
equilibrio de SQUAD.

Establecer los modelos quimicos (conjunto de constantes de equilibrio) que
mejor interpreten la informacion experimental. Los elementos de juicio para
discriminar y elegir son: aspectos estadisticos y espectrofotométricos, la
literatura cientifica previa y el conocimiento quimico general. Mencionar las
semejanzas y diferencias con los resuitados previamente publicados, cuando sea
posible.

' Por refinar se entiende modificar e} valor inicial de una magnitud fisicoquimica hasta el punto en que mejore
la interpretacién/prediccion de la informacidn experimental basada en dicha cantidad. El refinamienio
generalmente es un proceso en el que se maximizan o minimizan uno o varios pardmetros estadisticos. El
valor inicial se toma de la literatura antecedente o a partir de una propuesta razonable.
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3. La 1,10-fenantrolina en disolucion acuosa.

Aunque la molécula de 1,10-fenantrolina (fen) posee dos atomos de nitrégeno basico, ésta
segundo proton en condiciones extremas. La razén de ello es que
Jos dtomos de nitrégeno estin separados por una distancia de tan sélo 2.5 4 [1]. Ocupan una

posicion en la molécula tal que las fuerzas electrostdticas o estéricas (o ambas) impiden que

so0lo se combina con un

3. La 1,10-fenantrelina en disolucion acuosa.

dos protones s¢ combinen facilmente con la 1,10-fenantrolina.

Fi1G. 3.1. Estructura de la 1,10-fenantrolina

3.1. Estudios espectrofotométricos.

LINNELL y KACZMARCZYK [2] realizaron uno de los trabajos espectrofotométricos mas
completos que se le hayan hecho a la 1,10-fenantrolina disuelta en agua. Ellos emplearon
celdas de silice, los espectros se registraron a 23 + 2 °C. Excepto en medios acidos
concentrados, la fuerza ionica se mantuvo en 0.02 M con HCI, NaOH-HOAc, NH4OAc y
Na;HPOy4, dependiendo del amortiguador. Todas las disoluciones dan espectros estables con
el tiempo durante un periodo de varias semanas. Los espectros de absorcion ultravioleta

(UV) de cada una de las especies se muestra en las figuras 3.2.

ERY

h
—~—

30+ it J
/ \

R !
! 1
1
L]
]
|
1
1
3

i
1
!
2.0 2 Y
i Vo
i S
1 hY
4 s ! !
. . X
Lup AN / I“\ |
I e -——
T -
.~
200 225 250 275 300 395

FiG. 3.2, 1,10-fenantrolina : — « — « forma fen ;
———forma fenH+ ; forma fenHy** (21




3. La 1,10-fenantrolina en disolucién acuosa

La base libre (fen) esta caracterizada por una longitud de méxima absorcidén,hpmax, 3 265 y
229 nm [2-3]. En disolucién acuosa diluida (107 mol dm™) el espectro ultravioleta (UV) de
{a 1,10-fenantrolina es 229 (s = 43100), 264 (29460), 309 (970) y 324 nm (700 dm’mol’
cm™) [4]. Un hombro pequ

efio 2 290 nm se ve en soluciones acuosas de aito pH. Ver Fig.
3.2,

3.6
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Fi6. 3.3. 1, 70-fenantrolina fenH" = fen + H*, pH=14 ; — + ¢+ «—, pH=8.90 ;
— | —|, pH=4.00; ......, pH=1.66 (2]

En la Fig. 3.3 se muestra el desplazamiento de la forma fen a fenH" (ion fenantrolinio),
caracterizado por la desaparicién del hombro a 290 nm, desplazamiento de Amay de 265 nm
a 272 nm, y desplazamiento de Auax de 229 a 220 nm con una nueva banda a 206 nm (la

rendija se encontraba abierta casi al maximo y los autores dudan de la certidumbre de esta
banda) [2]. Los espectros presentan puntos isosbésticos en 269, 286 y 294 nm [5).
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3. La 1,10-fenantrolina en disolucién acuosa.

En soluciones de 4cido sulfiirico, figura 3.4, la banda de longitud de onda larga se desplaza
2224 nm con una nueva banda a 205 nm y dos nuevas bandas débiles a 307 y 318 nm [2]

Para establecer las constantes de acidez se traza la absortividad molar del méximo para cada
banda de absorcion vs. el pH. La estimacién se obtiene al leer el pH en el punto de inflexién
donde [fen)/{fenH"] (o {fenH }/[fenH,*"] ) es igual a uno. La escala de pH usada en medios

concentrados de 4cido sulfirico se puede obtener mediante la técnica de Hammett y
colaboradores [6].

pH.

-1 -2

-5 -3 =1123 435467 "l]“]l]’li

T r—

i T e
r 1
o !

3.0 L
I ', )
L ; n'
L ] 1

3.0 b ' z
i . J

. 3 g

A bepbenirthnling

= ‘I‘—'—-—'-.\
L i Y i ———

-

\,/‘/ ]
pord
i

FiG. 3.5. 1, 10-fenantrolina : —|| — 228-220-224 nm ;
— e« — 265-272-279 nm [2)

e > 104

2L

(=
o
LLiAn
[
|
L
-

La grafica de absorbancia a Azgs.272-279 vs. pH (ver figura 3.5) muestra un comportamiento
anémalo: en la vecindad alrededor de pH = 5.0 la curva no es derivable. La grafica de Az

220224 v5. pH, figura 3.5, da un valor de pK(fenH )=5.46 y ambas gréficas de A vs, pH dan
un pK (fenH;*")= -1.6 [2].

Se observa un comportamiento andmalo en la 1,10-fenantrolina en la banda de longitud de
onda larga (A 260-272 nm) cuando se grafican los valores de £may vs. pH (ver figura 3.5)
aunque sélo para el equilibrio fenH" = fen + H' ; tentativamente se ha sugerido que la 1,10-
fenantrolina se hidrata en disolucidén acuosa y que existen varios equilibrios [2]:

fen + H2O = fen(H,O)
fen{H,0) + H,0 = fen(H,0),
fen(H,0), + H' = fenH(H0)* + H;0
fenH(H,0)" = fenH(H;0)"

donde los valores de 45 @ 265-272 nm varian de acuerdo a la desigualdad &fenti(H,0) <
Efen(H,0), < EfenH(H;0)".
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3. La 1,10-fenantrolina en disolucién acuosa.

3.2, Descubrimientc de los dimeros de 1,10-fenantrolina en
disoluciones acidas.

Al afiadir perclorato de sodio acuoso a una disolucién de 1,10-fenantrolina e ton hidrogeno
en razén 2:1 se provoca la precipitacion de un compuesto de composicién empirica
(fen);HClO,. La espectroscopia infrarroja y datos de rayos X muestran que este material no
es una mezcla de 1,10-fenantrolina y perclorato de 1,10-fenantrolina [7]. Se trata de un
compuesto de composicién constante y definida. También se han aislado sales de fenyH de
disoluciones de acido clorhidrico 10 M [7]. Esto sugiere la posible existencia de la especie
H(fen);" en disolucion en ciertas condiciones.

No fue sino hasta el trabajo de FAHSEL y BANKS [8] en 1966 que se probd
experimentalmente la existencia de especies protonadas en las que la razén H':1,10-
fenantrolina es 1:1 y 1:2, dando valores incluso para la constante de formacion de una
especie 1:3. Se ha encontrado que las especies Hfen™ y H(fen),” se forman en el intervalo de
-log [H'] = 2 - 7 y que la especie Hyfen’* también se encuentra en soluciones de [H'] > 1
mol dm™ dando evidencia espectrofotométrica de su existencia[2,3].

ISHIGURO ET AL. [9] presentaron un estudio termoquimico y una investigacién
potenciométrica cuidadosa para estudiar a la 1,10-fenantrolina en disolucién acuosa.

fiy

I —L

A
2 3 [4 -5 6 7

o

- log([H+*]}/mol dm~?)

Fi6. 3.6. Curvas de formacion de las especies protonadas de la 1,10-fenantrolina (fen)
en disolucién acuosa [9).

Cu(fen) f mmol dm™ = 7.215 (o), 10.84 (4), y 13.00 (g ). Las linea sélidas A y B fueron
calculadas en el caso 1 (Hfen® tnicamente) v en el caso 2 (Hfen® y H{fen):",
respectivamente.



3. La 1,10-fenantrolina en disclucidn acuosa,

Las curvas de formacién [ #1400 = ( Cu — [H'] ) / Co = fi-log([H"/mol dm™)), ilamado el
numero promedio de protones, donde Cy y Ci. denotan la concentracidn total de protén y
I,10-fenantrolina, respectivamente], obtenidas experimentalmente por ellos, estin
representadas en la figura 3.6. Se encontré que los puntos experimentales se desvian
sisteméticamente de la curva teérica (curva A en la figura 3.6) calculada al asumir solo la
formacion de Hfen'. Si se supone la formacién de otras especies tales como H(fen)," y
H(fen);" que pudiera esperarse se forman a 4 < ~log [H'] £ 6. Como se muestra en la tabla
3.1, la introduccién de H(fen)," (caso 2) mejora la suma de los cuadrados de los errores, U
= 2.{(Criobs — CH.ca,,;)2 + (Crobs — CL'cagc)z}, mientras que la posterior introduccién de
H(fen);" (caso 3) ya no mejora mas e! resultado. De hecho se observa que la desviacion
estandar de logP, aumenta significativamente al ir del caso 2 al 3 (Tabla 3.1). Los puntos
experimentales cayeron bien sobre la curva (curva B en la figura 3.6) calculada al suponer
la formacion de H(fer)" y H{fen);". Por lo tanto es posible afirmar que sélo se tiene prueba
de la formacion de las especies H(fen)" y H(fen);" en las disoluciones bajo las condiciones
experimentales citadas.

TaBLA 3.1
Refinamiento por minimos cuadrados de las constantes de formacion de H{fen),”
en disolucién acuosa. = 0.3 mol dm™ {NaCl). T = 25°C.[9}

. log Ba
Especies Caso ! Caso 2 Casa 3
H(fen)" 4.97(0.006) 4.96(0.003) 4.97(0.002)
H{fen)," 6.65(0.02) 6.6(0.1)
H(fen);" 7.90(0.04)
U 8.3x 107 9.2x10° 9.1 107

Los valores en parénlesis se refieren a las desviaciones estandar.

Aunado a esto se cuentan con estudios calorimétricos [9, 10] y de RMN [4, 7, 11] que
estudian en detalle este proceso. Dado que en los sistemas experimentales de este trabajo
las concentraciones de 1,10-fenantrolina se encuentran del orden de 10™ M, estas especies
no aparecerdn en disolucidn. Sin embargo, una discusién mds amplia de este fenémeno es
posible hallarla en un trabajo de tesis de licenciatura [12].

Fic. 3.7. La estructura sugerida de las especies H(fen)." (8]

10




3. La 1,10-fenantrolina en disolucion acuosa.

3.3. Tabla de valores de pKa publicados.

TaBLa. 3.2,
Valores para pKaz obtenidos por diferantes métodes y autores.
Kaz = [H[fen){Hfen™]

pKa2 u/M Ti°C Meétodo Referencia
5.11 0.1 25+0.05 Potenciometria-Ag (8]
3.31(0.02) 1.0 25 Espectrofotometria {5}
- 5.03 0.5 25 Potenciometria-pH [13]
4.96(0.006) 0.3 25 Potenciometria-pH [9]
5.46 0.02 23+2 Espectrofotometria {23
4.83 0.5 25 Calorimetria [10]
4.96(0.01) 0.3 25 Calorimetria [9]
4.97(0.03) 0.10 25 Potenciometria [14]

Entre paréntesis se halla la desviacidn estandar de la constante. Donde se encuentre ausente es porque no
se cita en la referencia.
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4. La cisteina en disolucion acuosa

4, La cisteina en disolucién acuosa

4.1, Introduccién

La cisteina es uno de los veinte aminodcidos naturales cominmente encontrados en las
proteinas. Su funcién en las proteinas es proveer un grupo SH libre potencialmente
reactivo o bien un puente disulfuro. En ciertas enzimas, el grupo SH es un componente
importante del sitio activo. Dos cisteinas en una proteina pueden combinarse (en una
oxidacién) para formar un puente disulfuro. Estos puentes disulfuro afectan la estructura
primaria de las proteinas al enlazar dos cadenas peptidicas separadas, como en la
insulina, o bien uniendo porciones diferentes de la secuencia de aminoécidos de una
misma cadena proteica como en la ribonucleasa. Ya que la cisteina es uno de los
aminodcidos mas importantes, un conocimiento de sus propiedades quimicas y fisicas es
necesario para una mayor comprension de su papel en los procesos bioquimicos. Una
propiedad fundamental de la cisteina que se relaciona mucho con su reactividad quimica
es la acidez de sus grupos funcionales.

La cisteina es un aminoacido trifuncional que contiene tres grupos ionizables: un écido
carboxilico, un grupo amino y uno tiol. Sin hacer mencién de la estereoquimica, un
modelo simple de la estructura de la cisteina se muestra en la Fig. 4.1 en medio acuoso a
pH < 2. Conforme el medio se neutraliza es claro que se pueden presentar una serie de
equilibrios acido-base que involucran la pérdida sucesiva de cada uno de los tres
hidrdgenos éacidos.

i

HS~CH,~C- COOH
NH;3*

Fi6.4.1 Cisteina.

4.2. Micro y macroespecies

Designemos la estructura de la Fig. 4.1 como L(111). El uno, 1, indica que el grupo
funcional esta en la forma 4cida. Un cero, 0, indica que el grupo funcional estd en la
forma bésica. Por ¢jemplo, en un medio suficientemente basico, Ia cisteina pierde sus
tres protones para ser L{000). Sea el primer mimero natural para el grupo carboxilico, el
segundo para el tiol y el tercero para el amonio. Es claro que podemos hacer esto porque
los tres hidrogenos en cuestion son distinguibles.

La cuestion ahora es hallar el mecanismo, esto es la ruta, por el cual este aminoicido
pasa de L(111) a L{000). Un diagrama de arbol puede decimos que, desde el punto de
vista puramente probabilistico, existen (3)(2)(1)=3!=6 rutas posibles. En la Fig. 4.2 se
muestran las diferentes rutas posibles. En dicha figura aparecen ocho diferentes
estructuras, cada una de ellas definiendo una microespecie. Una microespecie queda
definida cuando se conoce la conectividad entre los dtomos de cierta molécula. El
equilibrio quimico entre microespecies queda descrito por una constante de equilibrio
Ilamada microconstante.

13
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L(001)
L(011)
L(010)
L(001)
L(111) L(101) —> I(000)

L{100)
L(010)

L(110) <
L(100)

Fig. 4.2. Diagrama de arbol parz fa disociacidn de un tridonador.

Observése que en la disociacion de la cisteina participan isémeros, por ejemplo: L(010)
y L(001). Estos isomeros se llaman tautémeros. Estos isomeros son de la misma
férmula molecular, o sea, mantienen una misma composicién estequiométrica. Una
macroespecie queda definida tan sélo por la composicion estequiométrica de un mismo
acido o base (obviamente es posible generalizarla a compuestos de coordinacién). Este
concepto es una abstraccidn pues una macroespecie puede estar representando varias
microespecies a la vez. Por ejemplo, L(100), L(010) y L(001) son miscroespecies que
corresponde a la misma férmula estequiométrica del mismo icido. Las tres quedan
representadas por una séla macroespecie. Los equilibrios entre macroespecies quedan
caracterizados por macroconstantes.

Sea CYS(1)H(/) una macroespecie para las diferentes formas de la cisteina. En este caso
j=10,1,2 6 3. Es posible aproximarse a este concepto mediante la teoria de los
conjuntos. Por ejemplo, sea A el conjunto de moléculas de cisteina de la forma L(100)
distinguibles entre si por su posicion en un sistema dado. Sea B el correspondiente a las
de la forma L(010) y C a los de la forma L(001). Sea M el conjunto cuyos elementos se
encuentran en dicho sistema con formula macréscopica CYS(1)H(1) distinguibles por
su posicion. Entonces M = AUBUC. La cardinalidad del conjunto M entre la constante
de Avogadro da la cantidad de sustancia de la macroespecie CYS(1)H(1).

4.3. Realidad de 1a disociacion de la cisteina

No todas las estructuras que aparecen en la Fig. 4.2 existen fisicamente. Ya se ha
negado la existencia de L(101) y L(110): En 1927 Cannan y Knight sugirieron que la
primer constante de disociacién dcida de la cisteina es definitivamente la del grupo
carboxilo [1]. Esto quiere decir que la cisteina no pierde el hidrégeno 4cido del tiol ni
del amonio sin antes perder el del grupo carboxilico.

Entonces el primer paso de la disociacién es L(111) — L(011). Después la disociacion
completa de la cisteina queda descrita por el esquema de la Fig. 4.3. Ahi se adopta la
notacién comun para abreviar cisteina (Cys) y se maneja la escritura convencional que
escribe el nimero de hidrégenos 4cidos como un subindice de H. Ademas se indica la
carga y un esquema de la estructura de la especie representada. Creemos que el lector
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estd mas familiarizado con esta notacién y que para la discusién posterior ésta es
suficiente y clara.

COO’
NH3

HCys-

COoO cOO’
+
NH; ‘ll R NH;
5
CysHj Cys z
N\ b/

COO

NH,

SH

CysH’

Fic. 4.3. Esquema de disociacién para la cisteina en donde se definen las
microconstantes y el equilibrio de tautomeriazacion.

Cada uno de los cuatro equilibrios representados en la Fig. 4.3 queda caracterizado por
una de las microconstantes ks, &y, sy, &ns. Estas se definen de la siguiente forma:

ks = [HCys J[H"] / [CysHa} (4.1a)
ke = [CysH{H'] / [CysH] (4.1b)
ksn = [Cys™J[H'] / [HCys] (4-1¢)
ks = [Cys™ J[H'] / [CysH'] (4.1d)

La constante tautomérica, R, describe el equilibrio entre las dos microespecies posibles
. que comprende la macroespecie CYS(1)YH(1):

R =[HCys]/[CysH] 4.2)

4.4. Relacion entre las micro y macroconstantes

Un método frecuente para determinar las constantes de disociacion 4cida consiste en el
andlisis de datos originados en valoraciones potenciométricas (pH). El método-pH
determina constantes de equilibrio entre especies de diferente estequiometria en el
esquema donador/receptor/particula. Esta metodologia no distingue entre tautdmeros, es
decir microespecies. Por lo tanto, las constantes relativas a la cisteina determinadas por

s
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este método son las macroconstantes. Como ocurre cuando se relaciona la temperatura
de un cuerpo con el movimiento de las moléculas, las macroconstantes estin
relacionadas con las microconstantes. El precio de ser més precisos es el aumento de los
grados de libertad.

Escribamos los equilibrios asociados a Jas macroconstantes:

CYS(LH(3) =CYS(1)H(2) + H , Ka (4.3a)
CYS(1)H(2) =CYS(DHH(1) + H' , K. (4.3b)
CYS(HH(1) = CYS(1)H(0) + H', K3 (4.3¢)

donde se ha usado el signo = para designar equilibrio quimico. Las micro y
macroconstantes estdn relacionadas entre si por las expresiones:

K= kS + kN (4-4)
]fKa],:l/ksN“l'l/st (45)
Ka2Kaz = ksksn = knkns (4.6)

Este sistema de ecuaciones muestra que el conocimiento de las microconstantes
determina el de las macroconstantes pero no a la inversa. Con el valor conocido de las
macroconstantes K,; y K,; se tiene un sistema de tres ecuaciones y cuatro incégnitas. Se
necesita ademas determinar una microconstante para resolver completamente el sistema.

Es conveniente remarcar que el caso limite correspondiente a un valor nulo para una de
estas microconstantes (k; por ejemplo) implica necesariamente un esquema de
disociacion segin los equilibrios (4.3a-¢) donde no intervendrian méas que las
macroconstantes. Esto equivale a decir, segin la Fig. 4.3, que uno de los caminos
(CysH; - HCys™ — Cys™, en el caso elegido si k, = 0) no existe y que la disociacion se
lleva a cabo por la otra via.

4.5. Comparaciones y asociaciones con derivados de la cisteina.

Se han sintetizado "anilogos” de la cisteina para identificar la via precisa de disociacion
acida de esta sustancia. El problema es la determinacion de las microconstantes. Los
anélogos son estructuralmente semejantes a la cisteina. Se distinguen porque alguno de
los grupos se forma un enlace covalente extra con un pequefio radical alquilo (metilo o
etilo) que modifica su quimica acido-base al grado de hacerla desaparecer.

Ejemplo, RYKLAN Y SCHMIDT [4]: Se emplea el pK, del grupo amonio de la S-

ay s . “NHj
etilcisteina, pK':rN i

experimentalmente de K, v K, para la cisteina se resuelve para las constantes
faltantes. Asi: pks = 8.66, pkns = 10.45 y phys = 10.51.

8.60 [5], como pkn. A partir de los valores determinados
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GRAFIUS Y NEILANDS [6] estudiaron otra sustancia modelo altemativa: la cisteina
betaina (I). Este compuesto contiene un grupo positivo permanente, -N(CH;);”, y puede
esperarse que la influencia de este grupo en la ionizacién del grupo —~SH sea comparable
a la del grupo ~NH;" en la cisteina, Para una estimacién de ky prepararon y titularon S-
metilcisteina (IT), un derivado semejante a la S-etilcisteina.

oo oelon
H—C~CHy SH H— C—CHTS—CH
N(CH 3)5 7 NH ;"

1 [}

Los valores de las constantes de disociacién icida macroscdpicas para cisteina, cisteina
betaina y S-metilcisteina se muestran en la Tabla 4.1,

TaBLA 4.1
Constantes macroscdpicas de disociacion écida de cisteina, cisteina betaina y S-
metilcisteina. u=0.15 M (NaCl), T = 25°C

PKaZ PKaZS

Cisteina 8.30 10.40
Cisteina betaina 8§65 L.
S-metilcisteina g5 L

Sustituyendo los valores pks = 8.65 y pkn & 8.75 (valores tomados del pK,; para la
cisteina betaina y la S-metilcisteina, respectivamente) en la relacién Ko = ks + kn, se
obtiene 8.39 como el pK,: de la cisteina. Esto parece adecuado segin el valor
experimental de 8.30 en las mismas condiciones (Tabla 4.1). De kgn = KoK / ks se
encontré pksy = 10.05; y de kys = KooKz / kg la cifra para pkns es de 9.95.
Aparentemente los valores algo pequefios de ksy y kns informados por Ryklan y
Schmidt son una consecuencia del alto valor seleccionado para el pKj; de la cisteina,
10.78 a fuerza idnica cero. En cualquier caso, cabria esperar que Asy y kns fueran
pequeiias a causa del efecto debilitante provocado por la carga neta negativa de las
especies idnicas intermedias.

Estos resultados favorecen el concepto de que las fuerzas de acidez de los grupos -SH y
—NH;" de la cisteina son similares. Estos datos estdn de acuerdo con el esquema de
ionizacién propuesto por Edsall.

4.6. Estudios espectrofotométricos.

4.6.1. Espectrofotometria del grupo tiolato,

E! hallazgo realizado por NODA, £7 AL. [7] de que el n-butilmercaptano { CH3(CH;);SH)
absorbe luz ultravioleta en soluciones alcalinas pero no en las acidas, sugiere que las
técnicas espectrofotométricas son capaces de medir la concentracion de la forma RS™
(mercapturo).

Con el objetivo de estudiar este fenémeno, GORIN {8] realizé un estudio con icido
tioglicolico. La curva de titulacion (Fig.4.4), indica que este dcido es dibasico; las
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regiones buffer estdn ampliamente separadas, y es de esperar, por tanto, que en la
primera exista principalmente HoTgl y HTgl', y en la segunda solamente HTgl" y Tglz".

<|:H ,— COOH <i:H 1—CO0’ CH;—COO’
|
SH SH 5
H,Tgl HTgl Tel2
T

Moles NaQH / mol 4cido

Fic. 4.4. Curvas de titulacion: (A) acido tioglicélico; (B) clorhidrate de cisteina;
soluciones 0.01 M en cloruro de potasio 0.10 M. [8)

L

1 L
250 260 270 280 200
longitud de onda f nm

FiG. 4.5, Espectros del acido tioglicalico: (A} 0.01 M en 0.10 M de cloruro de potasio
{5) 0.01 M en hidréxido de sodio inicialmente 0.10 M. [8]
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Enla Fig. 4.5 la curva A es el espectro de una solucién 0.01 M del acido tioglicélico en
clorura de potasio 0.10 M, y el espectro de una solucién a la cual se le ha afiadido una
media mol [con respecto al 4cido] es practicamente idéntico; por lo tanto pareciese que
la absorcién de H,Tgl es similar a la de HTgl™ [8]. La curva B es el espectro del acido
tioglicélico 0.01 M un una solucién de hidréxido de sodio inicialmente 0.10 M, donde
el dcido esta convertido a Tgl?".

Una titulacién espectrofotométrica de 4cido tioglicélico 0.01 M a 283 nm, indica que la
absorbancia es proporcional a la cantidad de base afiadida después del primer punto de
equivalencia (Fig. 4.6) [8].

Absorbancia

1 2
Moles NaOH 7 mol dcido v

Fic. 4.6. Curva de titulacion espectrofotomeétrica de acido tioglicdlico a 283 nm;
punto final en 1.96 moles de NaOH / mol de acido {8).

En la Fig. 4.4 también se observa la curva de titulacion de clorhidrato de cisteina en
KC10.10 M. El segundo y tercer punto fina! ("pasos" o "saltos") son los que conciernen
al estudio del grupo tiol.

La Fig. 4.7 muestra el espectro de una solucion 0.01 M de clorhidrato de cisteina (Curva
A). La adicion de medio mol de base con respecto al aminodcide no cambia
apreciablemente la curva [8]. Entonces los espectros de Hi;Cys® y H,Cys deben
similares en la regién investigada. La curva B es aquella producida al agregar uno y
medio mol de base {con respecto al 4cido). La curva C es el espectro de clorhidrato de
cisteina 0.01 M en hidroxido de sodio 0.10 M. Se ve que la titulacién del segundo
hidrégeno va acompaiiada por un gran aumento y un cambio en la absorbancia
completamente similar a la que se observé cuando se remueve el hidrégeno en el tiol del
cido tioglicolico. La eliminacion del tercer hidrégeno causa un adicional, pero menor,
cambio. Cabe afiadir el siguiente hecho: el espectro de la cistina en 4cido clorhidrico
0.10 M y en hidréxido de sodio 0.10 M no difieren pricticamente, [8-9]. Se conluye que
el desplazamiento y aumento en la absorbancia al ir de clorhidrato de cisteina a la mitad
de la segunda region buffer (esto es, de la curva A a B en la Fig. 4.6.) se explica por la
formacién del ion HCys™ ( "SR(NH;")COO™)

19
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14
1.2
10 |
0.8 - A

0.6

Absorbancia

0.4

L 1 L . 1

236 240 250 260 270 280
longilud de onda / nm

FIiG. 4.7. Espectros de cisteina: (A) 0.01 M de (H3Cys)"CI" en 0.10 M de cloruro de
potasio. (B) 0.01 M de (HaCys)’CI” mas 1.5 moles NaOH por mol de acido, {C) 0.01
M de (HiCys)'Ci en NaOH 0.10 M. [8]

En la Fig. 4.8 aparece la titulacion espectrofotométrica de cisteina 0.01 M a 274nm [8].
Consiste de tres segmentos. El primero, correspondiente a la formacion de HyCys a
partir de HiCys', tiene una absorbancia muy pequeiia, como era de esperarse de la curva
A en la Fig. 4.4. El segundo segmento tiene una pendiente de 0.330, y esto corresponde
a una absortividad de 33 para las especies que estan siendo formadas, ya sea HCys™ o
una mezcla de HCys™ y CysH'. La interseccion entre el segundo y tercer segmento
concuerda con lo esperado estequiométricamente. La linea punteada corresponde
idealmente a la absorbancia debida exclusivamente a la presencia creciente de la especie

Cys™". La pendiente de este segmento es de 1.3, y la absortividad correspondiente de
130 [8].

14F

10 -

08}

Abscrbancia

86

04 ~

-
-

Moles NaOH | mol dcido

Fi6. 4.8. Curva de titulacién espectrofotométrica de clorhidrate de cisteina a 274 nm;
puntos finales en 0.98, 2.00 y 3.10 moles de NaOH / mof de cisteina [8].
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4.6.2. Espectrofotometria de la cisteina en agua.

La espectrofotometria es diferente en soluciones dos 6rdenes de magnitud més diluidas
(Fig. 4.9). Una familia de espectros en funcién del pH en concentracién del orden 10™
demuestra la existencia de maximos de absorcion cuya posicién se desplaza de 236-238
nm a 230-233 nm al disminuir el pH [10]. El hecho queda explicado si la forma
S"RNH;" tuviera un maximo de absorcién a una longitud de onda menor a la de forma
S"HRNH,. La hipétesis queda confirmada por las observaciones siguientes:

(1) No se observa desplazamiento en el caso del dcido tioglicdlico [10].

(2) A pH constante la posicién del maximo es independiente de la concentracién del
aminotiol [10].

(3) El desplazamiento estd relacionado con el cambio en la razén de las dos formas RS™
con ¢l pH. En el caso de la B—mercaptoetilaimina, por ejemplo, el desplazamiento en
el méximo de absorcion (de 236 a 232 nm) ocurre entre pH 12 y 9.9, Esta es la
regién donde pricticamente todo el cambio de la forma STHRNH; a S'RNH;' toma
lugar [10].

Para estudiar la absorcién debida al par tiol / tiolato, BENESCH £7 4. [10] midieron la
absorbancia de la cisteina en solucion dcida. Esta medida fue Iuego sustraida de la
absorbancia a pH mayor para obtener el "espectro RS$™. La fraccion de la forma RS™ a
cada pH fue determinada a partir del maximo de absorcién del correspondiente
"espectro RS™ dividido por el méximo de absorcidn del "espectro RS™ en el estado
completamente disociado (pH 12 o 13). Esto requiere, por idgica, que las absortividades
molares de STRNH;" y STHRNH; sean idénticas, a pesar de la diferencia en la posicion
del maximo de absorcién. Esta suposicién se basa por el hecho de que ningiin cambio
significativo ocurre en la absortividad molar de Ia B-mercaptoetilamina entre pH 99 y
12. Puede afiadirse que la alanina muestra una absorcién muy pequefia tanto a pH 7
comao apH 12,

pH12C
pH 04

pH SB5

pHcO3
pr €51

pH <8

Aimul

Fic. 4.9, Especiros de absorcion de cisteina en concentracion 1.70 x 107 M [10).
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La curva que muestra %RS™ (el porcentaje de las "formas RS™ respecto el total) en
funcién del pH para la cisteina se muestra en la Fig. 4.10. En el pH correspondiente al
segundo punto de equivalencia (el primero no se¢ observa) se encuentra que
aproximadamente 2 / 3 del grupo —RS se ha ionizado como resultado de la pérdida del
protén. De aqui que sélo 1/ 3 del grupo amonio pudiera haber perdido su protén. De
aqui se infiere que, a las condiciones del experimento, la fuerza de acidez del grupo
-RSH es aproximadamente 2 veces mayor a 1a del grupo -NH;".

i
) —
IJ‘I -

| /

MERTUL AR
¥ © £ B
r

i

v

70 30 90 100 110 12D
PH.

Fic. 4.10. Curva de titulacion especirofotométiica de 1a cisteina. [Cys] = 1.70 x 107
M [10]. Los puntos son experimentales; 1a linea se calcula a partir de 1as constantes
de la Tabia 4.2 [10).

i L Y e

=
(=3

Para el calculo de las constantes de disociacidn se puede usar la siguiente ecuacion

RS7] _ [HCys ] +[Cys™] ) kylhy +ky (HT]
(RS°],.. [CysH,]+[HCys )+[CysH 1+[Cys*] [H'1/ky +ks/ky +ky [H T+1

(4.7)

El modo mas simple para obtener las microconstantes es sustituir tres puntos
experimentales en tres ecuaciones simultaneas. Las constantes asi obtenidas aparecen en
la Tabla 4.2 (Benesch et af. [10]).

4.7. Empleo de ta espectropolarimetria al estudio de los procesos microscopicos
de protonacion

Como se ha visto, la espectrofotometria ha sido el método mas cominmente empleado
para seguir selectivamente la disociacion del grupo tiol en la vecindad de los 300 nm.
BENHALLAM E7 4L. [11]. emplearon, al parecer originalmente, la técnica polarimétrica
para seguir selectiva y cuantitativamente la disociacién de un grupe 4cido situado en la
vecindad inmediata de un carbono asiméirico. E! emplec de espectrofotometria queda
limitado a los compuestos que presentan un grupo fenol o tiol. La polarimetria , por el
contrario, parece méas general. Sin embargo, €sta no se aplica mas que a compuestos
dotados de poder rotatorio.

En el caso de la cisteina se puede verificar que el poder rotatorio se ve afectade, en
medio 4cido, en el curso de formacion de! grupo carboxilico y , en medio basico, en el

7
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transcurso de formacién del grupo amonio; la "protonacién" del grupo tiol; mas alejado
del carbono asimétrico, se queda sin influencia sobre el poder rotatorio, Hay aqui un
medio para distinguir estas dos ultimas equilibrios que pueden ser simultineos.

Del mismo modo que la espectrofotometria de absorcién UV a 230-238 nm permite
seguir exclusivamente la disociacion del grupo tiol, la polarimetria permite seguir
aquélla de} grupo amonio. Las dos técnicas se revelan aqui como complementarias en
este caso particular.

Se definird para cada una de las cuatro especies ,definidas en el esquema 4.3, un poder
rotatorio molecular (m). La hipdtesis segin la cual sélo el protén del grupo amonio
influye en el poder rotatorio se traduce a las relaciones siguientes:

MCys2- = MUCys- = Mmax (4.8a)
MCysH- = MCysH2 = Mo (4.8b)

En el curso de una neutralizacién por una base la variacion del poder rotatorio en
funcién del pH se puede seguir definiendo el poder rotatorio medio por

- Zm,.C,. o
oo bt & 4.9)
c G

donde « es el dngulo de rotacién experimental y Cr es la concentracion total del
poliacido, corregida de la dilucidn. En cada punto de la neutalizacion se puede calcular
el nimero de protones fijados por el sitio épticamente activo:

q. [CYSH']"“ [CYSH':]

4.10
H C. (4.10)

Teniendo en mente las expresiones (4.8) y (4.9), la ecuacidn (4.10) puede escribise

» T mMm -~m
Gy o 4.11)
My — M,

Por otro lado, las ecuaciones (4.1) y (4.3) permiten calcular

o (KoK kg +[HIYH"]

_ 4,12
= KK, + K+ [H P @12

Las relaciones (4.11) y (4.12) conducen al valor kgy a partir de la cuoal se obtienen las
otras microconstantes segun las ecuaciones (4.4) a (4.6). El problema se limita aqui al
célculo de la constante kgy. Para hacer esto, los autores emplearon la técnica del pit

mapping de Sillen [12] aplicada & la funcion g, = f(kgy,my,M, ) ayudindose con un
proceso de refinamiento inspirado en el programa Acref [13].

En principio se pueden obtener experimentalmente m, y mpa de manera directa
seleccionando las condiciones (pH) adecuadas. Sin embargo, la experiencia demuestra
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que estas magnitudes raramente alcanzan la precision requerida (mas aun si por ejemplo
una especie se encuentra en el limite de solubilidad). De aqui que sera siempre
preferible refinar también los dos parametros polatimétricos m, y mmax. El célculo, que
parte con el valor experimental aproximado de muyay, consiste en la biisqueda ,para el
valor experimental aproximado de m,, del valor de ksy correspondiente al minimo de la

suma de los cuadrados de los errores U =(q;m ~qyeme )}, calculados para todos los

pares de puntos experimentales m, pH. Esta biisqueda se efectia incrementando
regularmente la constante kgy, tomada al principio igual a K, por ejemplo. Este valor
de kgy es enseguida fijado y devuelto a un cdlculo analogo con m, variable, y que en un
nuevo ciclo conduce a una nueva estimacidn de kgy. El célculo se efectia hasta la
convergencia de los valores ksy y m,. La siguiente etapa consiste en repetir ¢l mismo
tipo de calculo, pero con el valor de m, determinado anteriormente y con mpy,, variable.
Se tiene luego una pareja de valores mug, ksy: se repite un nuevo ciclo de calculo de
ksn, m, y después de Ksn Y Mg ¥ asi hasta que se alcanza una convergencia total de los
pardmetros Ksn, Mo, ¥ Mmax-

-30 P
4""’
-60 ___‘.-4.0""

s B4 T T T (e

P

Fic. 4.11. Variacidn del peder rotatoric promedio m en funcién del pH.
* Puntos experimentales; la curva en trazo continuo es la curva recalculada, [11]

La Fig. 4.11 muestra las medidas polarimétricas experimentales asi como la curva
calculada después del refinamiento. Se observa una buena concordancia entre los puntos
experimentales y los recalculados. Los datos convergieron con pkgy = 10.28 +£0.01 [11].

Determinacién espectrofotométrica de las microconstantes.

Las mismas ecuaciones desarrolladas para la polarimetria pueden ser transpasadas a
facilmente al caso de la espectrofotometria. En este caso

EHCys- = ECys(2-) = Emax (4.13)
ECyst- = ECyst2 = Eo (4.14)

donde los términos € corresponden a las absortividades molares para las diversas
especies presentes.

Al igual que la relacién que define el poder rotatoric promedio, aqui se definird una
absortividad molar mediante una relacion aniloga:
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&= = . 4 1 5
AR (4.15)
donde A simboliza la absorbancia de una solucién dentro de 1 cm de espesor.
Las expresiones (4.10), (4.11) y (4.12) se vuelven respectivamente
HCys-
g, = [ ys ]+ [CYSHzl (4.16)
C,
Ehax — &
4, = ' {4.17)
Smax - gﬂ
. ! + +
(KoK fhys (O ) @18)

KK+ K[H J+[H'Y

Se calcula de aqui ks siguiendo el mismo modo de tratamiento de datos experimentales
que aquél descrito arriba.

En la Fig. 4.12 Aparecen cuatro curvas ¢,, ¢,, ¢, ¥ ¢,. Las curvas ¢, y 4y,
corrresponden respectivamnete a los ndmeros promedio de protones fijos sobre la
funcion amino (contigua al carbono asimétrico} y sobre la funcion tiol; las curvas g, y
q, son las “curvas limite", que corresponden al nimero promedio de protones fijos

sobre estos mismos grupos bajo la hipdtesis de que no hay microconstantes; esta
hipétesis se traduce por el reemplazo respectivo de ksy ¥ kns en las ecuaciones (4.12) y
(4.18) por las macroconstantes: K,y y Kas.

Fi6. 4.12, Curvas de protonacion de los diferentes sitios acidos de la cisteina (g, ¥ qu)
*Puntos experimentales polarimétricos; g P unios experimentales espectrofotométricos;

las curvas en trazo continuo son Jas curvas calculadas. [11]
Esta representacion (Fig. 4.12) ilustra perfectamente el fenémeno de la disociacién
icida. Las curvas relativas a cada sitio, ¢, y ¢y, estin colocadas entre las curvas

limites ¢, y g, . El trazo de tales curvas constituye ¢l medio mas directo para demostrar
la existencia o no de las microconstantes de equilibrios dcido-base.
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4. La cistemna en qisolucion acuosa

4.8. Determinacién de las microconstantes de la cisteina a partir de datos
calorimétricos

Wrathall et al. [14] desarrollaron un método calorimétrico para determinar las
concentraciones relativas de HCys™ y CysH, si bien es cierto que se ha cuestionado la
confiabilidad de los resultados calorimétricos surgidos al trabajar con este problema

[15).

El trabajo de Wrathall esta basado en el hecho de que los valores de AH para la
disociacion del protén del grupo ~NH;" de la S-metil-L-cisteina (SMC) y del grupo ~SH
del 4cido mercaptoacético (MAA) difieren por aproximadamente 4 kcal./mol. Esto haria
posible estudiar calorimétricamente el proceso de tautomerizacién y la determinacion de
R (el cociente de los tautdémeros). Esto st dicha diferencia en valores de AH es
mantenida por los grupos correspondientes en las especies de la cisteina.

Las microconstantes para la ionizacidn del protén de los grupos sulfidrilo y amonio
fueron calculadas de los datos de pKi y AH de la siguiente forma:

Quede o definida como sigue

a=[HCys ]}/ { {HCys™] + [HCys™] } (4.19)
por lo tanto
(1 —a)=[HCys ]/ {[HCys ]+ [HCysT] } (4.20)
De aqui se sigue que
R=a/{l-a) (4.21)

Sea AH la entalpia medida a una solucién de cisteina en el proceso de la segunda
disociacién macroscdpica. Es decir

AH, = aAHs + (1 — c)AHN (4.22)
para un estado final e inicial con pKa — 1 < pH < pKp + 1.

Similarmente, se define AH; para la energia involucrada en el tercer paso macroscépico.
Esta quedaria entonces expresada:

AM = aAHgn + (1 — a)AHNs (4.23)
para un estado final ¢ inicial con pK,3 —1 <pH < pKy; + 1.

Experimentalmente no se pueden medir directamenteAHs, AHn, AHsn, ni Afins. Se
procede entonces por comparacién con otras sustancias equivalentes. La hipdtesis de
trabajo, a semejanza de la determinacion de las microconstantes a partir de pK,'s de
derivados, es:

El calor involucrado a presion constante (la entalpia, AH) en los
procesos de disociacién (o formacion) dcida de la cisteina es
comparable al que ocurre en moléculas con algin grupo funcional
idéntico y "estructura semejante”. Es posible ain aplicar el signo de
igualdad entre los valores correspondientes.
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4. La cistemna en disolucion acuosa

Esta hipotesis es empirica y de un espiritu marcadamente pragmdtico. Es un caso
particular de otra idea mas general. En esta {iitima aparecen nuevos sujetos (diferentes
sustancias) y otras caracteristicas (propiedades fisicas y quimicas). En la literatura
revisada se emplea frecuentemente.

Aplicada por Wrathall et al., significé que se puede escribir lo siguiente:
AHs = AHgn = AH, (4.24)
AHN = AHns = AH, (4.25)
donde AH, es el calor de disociacién del grupo tiol del dcido mercaptoacético (MAA).
De manera similar AH, es la magnitud correspondiente del grupo amonio de la S-

metilcisteina (SMC). Es posible despejar para R

_ a _(aH, -aH,)+(8H, - AH,) (4.26)
l1-a (AH,-AH,)+(AH, - AH,)

En la Fig. 4.13 se dan los valores de AH como una funcién de pm para la ionizacion de
protén de CYS, MAA y SMC.

Las entalpias de disociacion de los tioles (-SH ) son de una magnitud tal que claramente
contradicen la suposicién, atribuida a Cohn [16], de que son despreciables.

1.4 L T T T T T T T T

i
wa =TT HSMC! = SMST + HT A
0 ' N
8.0 L (0O~ CY$* (IXI+~* -
-~ -
285 TR —
(]
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2 Y M CYS e (OO0 + H* =
b
Yo b _
I
P
10 N
HMADL = MAAF . H*
£33 B ] o
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w - | ] ]
1 1 L L 1 . 1 L —_
0.2 0.4 0% 0.8 10
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FiG. 4.13. Curvas de AH (kcal / mol) vs. 1" para ia disociacién acida de SMC, CYS y MAA.
- La incertidumbre estimada se indica por las barras. T = 25 °C, [14]
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4, La cisteina en disolucion acuosa

En la Fig. 4.14 es graficado R vs p'?. Los valores previamente reportados también se

muestran en dicha figura,

Gg

-1

T -—T T =

(3 [
o

o 4. 7
o -
0% b'o-l

1 ] ]

02 o0¢ on T

#I‘l

Fic. 4.14. Graficas de R vs. p"z para la disociacion &cida de la cistelna.
La incertidumbre estimada se indica por las barras. T = 25 °C. [14]

(a) Benesch R.; Benesch, R.E. J. Am. Chem, Soc. 1955, 77, 5877.

(b) Eison, E.; Edsali, E. Biochemistry, 1962, 1,1.

(¢} y {&) Ryklan, R. L.; Schmidt, C.\..C. Arch. Biochem. 1944, 5, 89,

{e) Grafius, M.A_; Neilands, J.B. J. Am. Chem. Soc. 1958, 77, 3389,

Se presentan en la Tabla 4.2 los valores de AS como una funcién de p para la ionizacién

del proton de la cisteina.

TaeLa4.2,

Valores de (1S {u.e.) cOmo una funcion de T para la disociacién
acida de la cisteina. T = 25 *C. [14]

Equilibrio n=0.0 u=0.04 1=0.16 =10
CysH, = (HCys~,CysH) + H' -9.5 ~9.2 -9.1 -9.6
(HCys™,CysH) = Cys”™ + H' 7.2 -6.4 ~5.8 -5.0

Un andlisis a posteriori, no riguroso, de la hipétesis de trabajo puede realizarse
verificando la igualdad AH, + AH, = AH, + AH; (Ley de Hess). A p = 0, la diferencia
entre estas dos sumas (Fig. 4.13) es 0.45 kcal/mol, indicando la validez de la hipdtesis.

En la Fig. 4.15a se muestra sendas curvas de titulacion termométrica tipicas para CYS,
MAA, y SMC. Es significativo que la curva de CYS se encuentre en el centro entre las
otras dos, Los datos de la Fig. 4.15a proveen evidencias positivas para la protonacion
simultinea de los grupos -5~ y ~NH: del anién Cys2", Si tal protonacién simultinea no
ocurriese, los calores de formacién 4cida para Jos dos grupos aparecerian
consecutivamente con una pendiente caracteristica en la curva de titulacion de este tipo.
Los datos obtenidos en este estudio (Fig. 4.14) muestran a R variando regularmente con

K.
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utes HELO. = 1B7

Termasr -~ e CYR Ganitfeeir Segeent o Cmimrimata
St b ad e Pogtt P T )

Fig. 4.15. Correlacidn de (a) ef incremento en la temperatura con {b) el por ciento de
las especies Cys presentes en el calorimetro durante la titulacion de Cysz' con
HCIO,. También se dan las curvas de titulacidn correspondientespara la protonacién
de los grupos -5~ y ~NH; del MAA y SMC, respectivamente. Datos vélidos a p =
0.24, R = 0.96 y temperatura de 25°C. {14)

4.9. Estudios con Espectroscopia Raman.

En la espectroscopia Raman las vibraciones que se originan en enlaces relativamente no
polares con una distribucion simétrica de cargas y que son simétricas en su naturaleza
producen los mayores cambios en Ia polarizabilidad y son los mis intensos del del
espectro. Las vibraciones de los grupos -C=C-, -C=C-, ~C=N, -C=§, —-C-§~, ~8~8—,
~N= N- y -8-H se observan ficilmente [17]. Las lineas de Raman son mas
caracteristicas que las bandas de absorcion de infrarrojo para las vibraciones
esqueletales de cadenas finitas y de anillos de hidrocarburos saturados e insaturados. La
banda Raman intensa cerca de 500 cm’ es caracteristica del enlace ~S—S—, y la banda
cercana a 650 cm™ se deriva del alargamiento longitudinal del grupo ~C~S- También fa
banda de alargamiento longitudinal del grupo -5-H que aparece cerca de 2500 em’la
cual es normalmente débil en el infrarrojo, presenta una gran intensidad en los espectros
Raman [17].

La espectroscopia Raman se ha aplicado al analisis de icidos fuertes y otras soluciones
acuosas, y a la determinacion del grado de disociacién de electrolitos fuertes, asi como a
la determinacién de sus coeficientes de actividad correspondientes [17).

La espectroscopia Raman tiene la ventaja de que un nimero de bandas en el espectro
Raman pueden ser claramente comelacionadas con las vibraciones de grupos
particulares, de tal manera que grupos ionizables pueden ser frecuenternente
discriminados uno del otro més inequivocamente que en espectroscopia del ultravioleta.
Los espectros Raman requieren concentraciones mucho mas altas que espectros
infrarrojos para mediciones precisas; por otro lado, los espectros Raman se adaptan muy
bien para soluciones acuosas, ya que las bandas Raman del agua aparecen en sélo dos
regiones limitadas, y las bandas debidas al soluto aparecen claramente en cualquier otro
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lado. El grupo suifhidrilo es particularmente adecuado para este estudio, ya que en la
frecuencia de estiramiento a 2580 cm™’ se erige un linea muy fuerte en el espectro
Raman, aunque relativamente débil en el infrarrojo [18].

Edsall et al.[18] examinaron el efecto de ionizacién del grupo sulfhidrilo sobre los
espectros Raman. Los cambios con el pH en la intensidad de la frecuencia de
estiramiento de —~SH cerca de los 2580 ¢ permitio el calculo de la macroconstante del
grupo sulfhidrilo. Esta informacién, permitié ademas el célculo de las cuatro
microconstantes de disociacion écida. La relativa tenuidad de los espectros Raman hace
necesario trabajar en medios relativamente concentrados. La precisién cuantitativa de la
espectroscopia Raman es aun inferior a la de los espectros ultravioleta [18]. Aunque en
principio ¢l uso de la frecuencia de estiramiento en la espectroscopia Raman tiene
ciertas ventajas, ya que corresponde claramente a un modo vibracional especifico de un
grupo ionizable, mientras que la interpretacién de la absorcidn ultravioleta del grupo
—87 cerca de los 230 nm es por mucho mds compleja.

Hg

- He CYSTEINE CYSTEINE
B H 6.68 eH 11.25
2 en ) 1T v(C-5)
2
2 v iG-S 4 F
g
3 L
=2
E
| B I | 1 pud e 1 L !_ L 1 1 L T 1 1
26 6 14 @2 10 B8 & 4
em™l 1072

Fis, 4.16. Espectros Raman de la cisteina como un ion dipolar (izquierda) y como anion doblemente
cargado (derecha). Note que la fracuencia de estiramiento S-H no ha desaparecido completamente a pH
11.25.[1§]

La Fig. 4.16, con espectros a pH 6.7 y 11.25, muestra los anchos relativos y las
intensidades de los picos mayores; a "pH bajo" los grupo —~SH y ~NH;' estin
parcialmente ionizados, mientra que a pH's mayores ambos grupos han perdido sus
protones, En los espectros se observa que hay un marda desplazamiento de las
frecuencias de estiramiento de C—H cerca de 2900 cm™, cuando los grupos amino y
siifidrilo han perdido sus protones dcidos [18]. Para el estudio de ionizacién del grupo
sulfidrilo, se consideraron dos bandas fuertes en particular: la banda de estiramiento a

" 2580 y a 680 la cual se interpreta usualmente como una frecuancia de estiramiento C-S.
La intensidad de la dltima se muestra independiente del pH, aunque su factor de
despolarizacién aparentemente varia, y por lo tanto sirve convenientemente como un
patrén interno para determinar la intensidad relativa de la banda en 2580 mientras
disminuye al aumentar el pH. A valores de pH entre 6 y 7, donde se puede suponer que
el gruo sulfidrilo no esta ionizado, la razoén de alturas , Irsso / Iszo, €5 1.66 £ 0.01. Se
denota este cociente como A. Entonces la fraccidn ionizada del grupo —SH, asy, puede
tomarse como.

ag, =1-(A/A,) (4.27)

Se define luego pMsu por la ecuacion

n




Es posible demostrar que

pH = pMgy + log

pMsi = —log

kH" 1+k k&

=gy

[H ]+£,

4, La CIsteina en disolucion acuosa

(4.28)

(4.29)

En la Fig. 4.17 se muestra una grafica de pMsy como funcion de ogy. Los valores
resultantes fueron, para el grupo —SH, pks = 8.50, pksw = 10.00; para el grupo -NH;",
phn = 8.85, phns = 1035, con exrror probable estimado de +0.05.

—_— 1

08

J
0

Fic. 4.17. La funcién pM SH en furcion de agn para |a cisteina. [18}

4,10. Tablas
Tabla 4.3, Microconstantes de la cisteina,
Las microconstantes se halian definidas en la Fig. 4.3.
pks el phs phys R p/M T/°C  Método Referencia
8.60 Derivados de
8.66 S-etilcisteina 10.45 10.51 4.9 - - Ia cisteina [4)
8.65 ,
e 875 0.15 Derivados de
;1:[\:::: S-melilcisieina }'005 9'95 13 NaCl 25 la cisteina [6]
Espectrofoto-
8.53 8.86 10.36 10.03 2.1 - 23 metsia [10]
Espectrofoto-
8.45 8.58 10.00 10.15 1.3 - - pf:e:fia” [20]
9.7%0 Espectrofoto-
8.40 891 10.29 (0.005) 3.2 § o 25 Metria [11]
g4l 838 20 981 30 S 25 vowmens  [11)
3.50 3.85 10.35 10.00 - Espectroscopia
©.05)  (0.05) __ (0.05) __ (0.05) 2.2 I 25 ™ Roman {19]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar. Donde no aparece es porque 1a publicacion no la cita,
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Tabla 4.2. Macroconstantes de Ia cisteina.
Las macroconstantes se hatlan definidas por los equilibrios (4.3).

PKa rKa PKas w/M T/°C Método  Referencia
8.33 10.78 Potenciometria [4]
8.30 10.40 o 25 Potenciometria  [6]
8.27 10.42 010 2540,1 Potenciomewia  [8]
8.36 10.66 0.0 25 Potenciometria (8]
8.39 10.76 . .
(0.006) ©.01) 0.0 25 +0.1  Potenciometria [14)
1.71 8.33 10.78 0.0 Potenciometria 2 1]
12 8.21 10.38 0.0 Potenciometria [20]
8.36 16.52 23 Potenciometria [10]
8.286 10.407 0.5 . ;
(0.004) (0.008) NaClo, 25 Potenciometria [11]

Entre paréntesis se indica la desviacidén estandar. Donde no aparece es porque la publicacién no la cita.
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5. El cobre(ll) y la 1, 10-fenantrolina en disolucién
acuosa.

5.0. Introduccién.

Los compuestos de coordinacion de cobre(Il) y 1,10-fenantrolina que se forman en solucién
acuosa han sido estudiados por diversos métodos. El método tradicional de mezclar al ion
metalico y el ligante para después ir afiadiendo un 4cido o una base para provocar la
hidrolisis de los complejos mientras se mide el pH no ha proveido resultados confiables
debido a la gran estabilidad de los complejos que se forman. Sin embargo, se cuenta con
informacion obtenida por estudios calorimétricos y otros métodos ingeniosos como el de
estudiar la reaccidn en un medio donde la 1,10-fenantrolina puede ser extraida a un solvente
organico inmiscible y hasta un electrodo indicador de 1,10-fenantrolina. La mayoria de los
resultados obtenidos con estas herramientas son coherentes.

Los estudios de especiacién han manejado complejos de estequiometria 1:1, 1:2 y 1:3. Se
ha propuesto la formacion de un dimero, (Cu(OH)fen),”, y de diferentes quelatos
hidroxilados.

5.1. Estudios espectrofotométricos.

5.1.1. Los espectros visibles de absorcion [1].

Soluciones acuosas con cobre en concentracion 10 M son azul claro y en presencia de
1,10-fenantrolina ese color se intensifica perceptibiemente, llegando a tomar diferentes
tonos dependiendo del pH.

En las Fig. 5.1 a 5.3 se muestran diferentes perspectivas de los espectros de una mezcla
equimolar de Cu(lIl) (sulfato ciiprico pentahidratado) y monohidrato de 1,10-fenantrolina en
concentracion 1.0 mM. Los espectros se encuentran en la region del visible y aparecen en
una representacion tridimensional en funcion del pH.Este se hacia variar con soluciones de
NaOH(ac) o HCl(ac). T=25°C, 0.1l <p /M < 0.2

La aparicion de puntos isosbésticos es prueba de la formacién de diferentes especies. En
este caso, ademds de Cufen’’, también estan presentes especies de la forma Cu(OH)fen* y
Cu(OH),fen en medios basicos [1]. Ademas, para 320 < A /nm < 340 el aumento en la
absorbancia entre pH=6.0 y pH=11.0 (ver figura 5.1) coincide con la regién de predominio
de Cu(OH)fen” y la presencia del dimero [Cu(OH)fen], bajo estas condiciones [1]. De
hecho, estudios de variaciéon continua (concentraciones 0.010M) demuestran que en
solucién 4cida (pH=4), el cobre aparece coordindndose con dos moléculas de 1,10-
fenantrolina [2]. En solucién basica (pH=12) los complejos de 1,10-fenantrolina pierden
todas excepto una molécula de ligando [2]. Esto queda claramente explicado con la
introduccion de los hidroxocomplejos con sélo una molécula de 1,10-fenantrolina.
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FiG. 5.1. Esterecespectrograma entre los 320 y 380 nm en funcion del pH.
Solucién con Cu(li)ffen = 1:1 [Cu(Il)]=1.0 mM. [1]
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FIG. 5.2. Esterecespectrograma entre los 460 y 820 nm en funcién del pH.
Solucién con Cu{ll)/fen = 1:1 [Cu(it)]=1.0 mM. [1]
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Fic. 5.3, Esterecespectrograma entre los 320 y 380 nm en funcién del pH. Solucién con
Cu(iifen = 1:1 [Cu(i}}=1.0 mM. En esta gréfica se muesira a fa escals de Jas
longitudes de onda en orden inverso a la de la grafica anterior. [1}]
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Fi6. 5.4. Esterevespectrograma de absorcién para [CuJ=1.0 mM y ffen)= 10.0 mM. En
medios basicos la solucion es de un color verde agua y en medios dcidos de color azul-
violeta [1].
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FiG. 8.5, Abscrtividades molares (800 a 900 nm) calculadas en base a datos
experimentales para el sistema Cu(ll} 7 1,10-fenantrolina en solucidon acuosa.

En la figura 5.5 se muestran las absortividades molares de los diversos compuestos de
coordinacidon incluyendo el dimero. Estas magnitudes las calcula el programa SQUAD
durante el proceso de refinamiento de las constantes.

El uso de SQUAD permitié redeterminar las constantes de estabilidad de cada una de las
especies formadas. El conjunto de constantes de equilibrio (entendiéndose por tales a los
cocientes de concentracién en el equilibrio) refinadas mediante el andlisis de esos datos
experimentales (T=25°C) se presenta en las tablas siguientes.

TABLA .5.1.
Valor refinado para la constante del primer equilibrio de formacidn

ps=[Cufen®") / [Cu*")[fen]

log B u T/°C Método Autores
8.6(0.2) 0.1<u<02 254(0.5) Espectrofotométrico(Vis)  SOTOETAL.[1]
9.25 0.1 20 Varios ANDEREGG {6]
9.14(0.06) 0 25.0 Termoquimico - EATOUGH [8]

Entre paréntesis se indica la desviacién estandar. Donde no aparece es porque la publicacidn no Ia cita,

La constante refinada para el primer equilibrio de formacidn, (3;, es pequeiia comparada con
los valores publicados de la tabla 5.1. El problema radica en que se trataron absorbancias de
soluciones en las que el cobre(Il) no se encontraba en exceso (a lo mds 1:1), Dado que se
trata de un equilibrio muy desplazado hacia la derecha, son claras las limitaciones de la
informacion experimental administrada. Es recomendable, afiadir informacién relativa a
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soluciones con cobre en exceso con respecto al ligante. Esto en medio 4cido, ya que ain en
medios ligeramente basicos las especies hidroxo de cobre precipitan.

TaBLA .5.2.
Valor refinado para la constante del segundo equilibrio de formacion global
Bz=[Cufen,*"] / [Cu®"[fen]?

log (3, T T/°C Método Autores
14.44(0.07) 0.1<pu<02 254(0.5) Espectrofotométrico(Vis)  sOTOET AL.[1]
16.00 0.1 20 Varios ANDEREGG [6]
16.0(0.1) 0 25.0 Termoquimico EATOUGH[8]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar. Donde rio aparece es porque [a publicacidn no la cita.

TABLA 5.3,
Valor refinado para la constante del tercer equilibric de formacian global
obtenidos por diferentes métodos g autores.
Ba=[Cufens?] 7 [Cu®*)lfen)

log B3 i’ T/°C Método Autores
20.78(0.03)  0.I<p<02 25+(0.5) Espectrofotoméirico(Vis)  SOTOET AL.[1]
21.35 0.1 20 Varios ANDEREGG [6]
21.4310.1 0 25.0 Termoquimico EATOUGH 8]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar. Donde no aparece es porque la publicacion no la cita.

Las constantes B; y B3 son pequeiias comparadas con las publicadas. Ambas se refinaron 2
partir de absorbancias de soluciones con cobre 1.0 mM y 1,10-fenantrolina 1.0 mM o 10.0
mM (con 2 < pH <12). Es clara Ia falta de evidencia espectrofotométrica de la especie 1:2
(Cu/fen). Se esperaria que al trabajar con mezclas alrededor de las relaciones 1:2 y 1:3,
entonces sera posible obtener un valor mas confiable. $;3 no padece tanto de este problema.
Sin embargo, es claro que ayudaria mucho para la refinacién de las tres constantes el contar
con mezclas intermedias en las que estén presentes dos o més complejos diferentes.

TaBLA .5.4.
Valor refinado para la constante del equilibrio dze formacion de Cu(OH)fen".
K=[Cu(OH)en"J[H"] / {Cu*"l{fen]

log K o T/°C Meétodo Autores
1.49(0.07) 0.1<p<02 254(0.5) Espectrofotométrico(Vis)  SOTOET AL.[1]
2.48 0.1 25 Potenciométrico MARTELL [4]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar. Donde no aparece es porque la publicacion no la cita.
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TaBLA 5.5,
Valor refinado para la constante del equilibrio de formacién de Cu{QH)fen”.
K={Cu(OH)ofeni[H*)? 1 [Cu®jifen)

log K i T/°C Método Autores
-8.17(0.03) 0.1<p<02 254(0.5) Espectrofotométrico(Vis) SOTO ET AL.[1]
-8.22 0.1 25 Potenciométrico MARTELL [4]

Entre paréntesis se indica la desviacidn estandar. Donde no aparece es porque la publicacion no la cita,

TABLA .5.5.
Valor refinado para la constante del equilibrio de formacién de {Cu(OHjfen)..
K={(Cu(OH)en)z}{H"? 7 [Cu¥(fen)’

log K 5 T/°C Método Autores
5.0(0.2) 0.1<p<02 254(0.5) Espectrofotométrico(Vis) SOTOET AL.[1]
7.49 0.1 25 Potenciométrico MARTELL [4]

Entre paréntesis se indica fa desviacion estandar. Donde no aparece es porque la publicacion no [a cita,

Los hidroxocomplejos requieren de un valor preciso de (3,. Existe una incertidumbre
importante respecto a estos valores porque en el trabajo de MARTELL logfP; = 7.4 {4]. Por lo
tanto el punto de comparacion no es decisivo.

No se hall¢ trabajo espectrofotométrico moderno publicado al respecto. El desarrollo de los
métodos modernos de espectrofotometria fue demorado y en la literatura no aparecian sino
hasta hace poco sdlo estudios cualitativos. Una excepcién parece ser el trabajo IRVING &
MELLOR [3] donde se determinaron las constantes de formacion para diferentes complejos
de iones metalicos con 1,10-fenantrolina mediante el método de las soluciones
correspondientes. Sin embargo, las constantes que estos autores finalmente reportaron
corresponden a un método basado en el reparto del ligando entre fases liquidas inmiscibles.

5.2. Estudios potenciométricos

ANDEREGG también se interesé en los complejos de la 1,10-fenantrolina y los metales de
transicion [5]. El sefiala que el investigar los complejos con 1,10-fenantrolina por medio del
‘método-pH’ (como llamé el autor al método conocido también como potenciométrico) no
muy adecuado ya que la 1,10-fenantrolina es poco bdsica y que por lo tanto forma
complejos muy estables con Jos cationes metalicos. Esto es, el equilibrio (5.1) se encuentra
muy desplazado hacia [a derecha para la mayoria de los cationes metélicos M"" :

M" + nHfen" =— M(fen),”" + o H' (5.1)
Esta dificultad mencionada por numerosos autores explica los resultados contradictorios

concernientes a la estabilidad de los complejos de 1,10-fenantrolina. La alternativa que este
investigador propone es emplear el ‘método-pHg’, el cual explica y desarrolia en varios
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articulos [5-7]: La 1,10-fenantrolina (fen) forma un precipitado con Hg(I). En una solucién
de nitrato el compuesto insoluble tiene la composicién Hgofen(NO;);. El producto de
solubilidad de éste es pK=24.70 (20°C, p=0.1). En una suspensién de este precipitado, un
electrodo de mercurio responde a la concentracién de 1,10-fenantrolina libre, [fen], de
manera similar como un electrodo de calomel responde a la concentracion de cloruros [C].
Esta respuesta fue usada para la investigacion de la formacién de complejos de 1,10-
fenantrolina con los cationes Co’", Ni**, Cu®* y Zn®* [5].

Con este método, ANDEREGG obtuvo Unicamente para el niquel las tres constantes (B, P2, y
B3). Y ANDEREGG comenta :“También para el cobre se halla una molécula de tres 1,10-
fenantrolinas fragilmente unida, pero con el método-pHg el grado de formacién de
complejos (n) apenas si sube por arriba de 27 [S].

G. ANDEREGG trabajé con diferentes métodos en la investigacién de los equilibrios eatre el
ion metilico (metales de transicion) y el ligando (1,10-fenantrolinas y 2,2'-bipiridina,
principalmente) entre los que se encuentran -

1. Método del intercambio de ligando.
2. Método del intercambio del ion metdlico.
3. Empleo del electrodo de mercurio.

En la tabla 5.7 se encuentran resumidos sus resultados.

TaBLa 5.7
Las constantes de estabilidad de los complejos metalicos con 1,10-fenantrolina a 20°C
y una fuerza idnica de 0.1 (NaNQs3) [6]. Anderegg no proporciona la desviacion estandar
de los valores determinados.

lon log K, log K> log K3 log B3
" 495
Cu’ 9.25 6.75 5.35 21.35

Hidrolisis de los quelatos.

La hidrélisis del monofenantrolincobre(fl) (que incluye la formacion del dimero) fue
estudiada por MARTELL ET AL. [4] que trata sistemdticamente este sistema por el método-
pH pero que ignora las limitaciones del mismo para complejos tan estables como los que se
forman entre Cu(ll) y 1,10-fenantrolina y por lo tanto merece una revisién. Su mérito fue
abrir el camino a la hidrélisis de los compuestos de coordinacién.

40



5. El cobre(ll) y la 1,10-fenantrolina en disolucién acuosa.

Tabla 5.8, Constantes de equilibrio de queiatos de Cobre(ll) de 1,10-fenantrolina [4].

T/°C Log Kui. p Kmjonp p Kvorae  p Kovionpiyz log Ky
0.3 8.3 * 11.65 4.9
25.0 7.4 >7.8 17.3 10.67 >5.0
42.5 >7.3 17.13 10.32 >4.3

* Precipitacion de presumiblemente especies quelato neutras, CufOHJ ;L.
Los equilibrios se encuentran definidos como sigue :

Cu(H;0)¢>" + L & CuL(H;0)*" + 2 Hy0 Ky =[CuL]/[Cu][L]
CuL(H,0),*" & Cu[OHJL(H;0)'" + H'  Kwory = [Cu[OH]L] [H']/ [CuL]
CuL(H,0),** <> Cu[OH],L + 2 H' Kuonpat, = [Cu[OH],L] [H)*/ [Cul]

2 Cul(Hz0),*" & (Cu[OHIL),"" + 2 H' + 2 HO Kmoryuyz = [(Cu[OH]L);] [H'}? / [CuL)?
2 Cu[OH]L(H,0)'" > (Cu[OH]L),*" + 2 H,0 Kg = [(Cu[OH]L)] / [CuL]?

5.3. Estudios calorimétricos.

Usando técnicas de titulacién calorimétrica EATOUGH [8] determiné constantes de
equilibrio sucesivas, valores para los cambios de entalpia y entropia para la interaccion del
Ccu® (entre otros) con 1,10-fenantrolina (entre otros), fen, para formar Mfen2+, Mj?enzz+ ¥
Mfen32+.

El acuerdo entre los resultados presentados por EATOUGH (tabla 5.2) y las constantes de
equilibrio determinadas previamente es en general muy bueno. mplejos metal-ligando muy
estables.

TABLA 5.9,
Valores validos & 25°C en solucién acuosa para log K, AH®, y AS® [8]

Reaccién log K AH(keal/mol) AS°(gibbs/mol) u

H' + fen=H fen' (4.857) -3.6 (0.02) 10.1(0.1) 0
Cu®* + fen = Cufen™ 9.14 (0.06) -11.03 (0.1) 4.8(0.3) 0
Cufen®” + fen = Cufeny™ 6.87 (0.08) -5.42 (0.1) 13.2(0.3) 0
Cufeny”* + fen = Cufens™ 5.42 (0.1) -5.1(0.3) 1.1 (0.9) 0
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5.4. Tablas de constantes de formacién publicadas.

TasLA 5.10.
Seleccidn de valores para la constante del primer equilibrio de formacién
obtenidos por diferentes métodos y autores.
Ky=[Cufen®"] / [Cu®*ffen]

log X u T/°C Método Referencia
9.1 0.0132 25 patticion [9]
9.30 0.1 20 electrodo Hg|Hga(fen)>(NO3); [5]
825 0.1 20 Varios [6]
Electrodo
9.16 0.5 25 HeHas(fen),(NO3)2 [10]
8.82 0.1 25 Particion [11]
9.14 (0.06) 0 25.0 Termoquimico [8]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar. Donde no aparece es porque la publicacion no la cita.

TagLA .5.11.
Seleccibén de valores para la constante del segundo equilibsio de formacidn global
obtenidos por diferentes metodos ! autores.
Bz=[Cufeny®*] 7 [Cu®*ffen]

log B2 1 T/°C Método Referencia
15.8 0.1 25 particion y pot.-pH 9]
16.14 0.1 20 electrodo Hg/Hga(fen)>(NO3)2 (51
16.00 0.1 20 varios (6]

electrodo

16.12 0.1 20 He|He(fen)s(NOs), [10}
15.39 0.1 25 _ particion f113
16.01(0.1) 0 25.0 termoquimico (8]

Entre paréntesis se indica la desviacion estandar, Donde no aparece es porque la publicacion no la cita.

TaBLa 5.12.
Valores para la constante del tercer equilibrio de formacion global
obtenidos por diferentes métodos y autores.
Ba={Cufens®"] / {Cu®jfen}

log B3 n T/°C Método Referencia
21.0 0.1 25 Potenciometria-pH 9
21.37 0.1 20 potenciometria-pH [6]
(intercambio ligando)
21.35 0.1 20 varios [6]
2041 0.1 25 particion [11]
21.43(0.1) 0 25.0 termogquimico (8}

Entre paréntesis se indica la desviacion esténdar. Donde no aparece es porque la publicacion no la cita.
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6. La cisteina y el cobre en solucién acuosa

Aunque se han informado constantes de estabilidad para los complejos de cobre(Il) con
penicilamina y cisteina [1], esos experimentos no se han podido repetir [2]. En soluciones
de penicilamina y cobre(ll), libres de aire, se observa un color plrpura que se desvanece a
les pocos segundos a un verde palido. Se ha propuesto la oxidacion del grupo tiol por el
cobre(1l). Similarmente, se observa un color plirpura obscuro, atin en ausencia de aire y en
condiciones 4cidas, cuando soluciones de cobre (II) y cisteina se mezclan. El color se
desvanece y aparece un precipitado [2].

é.1. Investigacion polarogrifica de las reacciones entre cobre y cisteina en soluciones
acuosas.

6.1.1. Cobre (1) y cisteina en medio amoniacal.

Con anterioridad se ha estudiado al sistema cobre(I) /cisteina en agua. El ion cobre(I), Cu’,
hidratado es inestable en solucién. Por tanto, existe una limitacién severa en los métodos
que pueden ser usados para estudiar la formacién de compuestos de coordinacién con este
ion metalico. Este ion ripidamente dismuta en Cu®" y cobre metilico libre, con una
constante de equilibrio a 25°C de [Cu*'V[Cu']=1 x 10 de tal manera que las pocas sales
de cobre(I) conocidas deben su estabilidad a la formacion de complejos [3].

Ciertos hechos hallados en polarografia clasica se han explicado argumentando la
existencia del cisteinato cuproso [4]. Si se valora una solucién de cisteina con cobre(I) (en
un buffer amonio/amoniaco) es posible observar, ademds de las curvas anédica de la
cisteina y catodica del cobre (I), una onda de reduccion que se presenta a potenciales mas
bajos y atribuible a un compuesto de formula RSCu, donde RS™ representa a la cisteina con
el grupo tiol disociado (Fig.6.1).
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Fig. 6.1 Polarogramas tomados durante una titulacién de 50 mL de cisteina 1.0 mM (0.1
M NH3, 0.1 M NHJCL 0.005 % de gelatina) con una solucidn de cobre {1) 10.0 mM,
Después de la adicidn de {A) 3 ml, (B) 5mL y (C) 11 mL [4].
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El Cu(I) no fue preparado in situ. En el experimento de STRICKS Y KOLTHOFF, las
soluciones de cobre(I) fueron preparadas en dos formas distintas [4]:

(1) Se prepard una mezcla acuosa de cobre(Il) 107 M, glucosa 2 x 107 M y amoniaco 1
M. Esta se calentd hasta ebullicion. La solucidn se volvia incolora en un minuto.

(2) Se mezclo un volumen dado de solucién estandar de cobre(Il) con una solucion 1M de
sulfito de sodio. Esta Gltima fue afiadida hasta que el precipitado formado al principio
se disolvia en el exceso de sulfito de sodio. La solucién resultante era 0.01 M en
cobre(I) v 0.2 M en sulfito de sodio. La solucién fue verde claro inmediatamente
después de mezclar y se volvia incolora a Jos pocos minutos de permanecer en reposo.

En la Fig. 6.2 se presentan las corrientes de difusién de todos los constituyentes durante la
titulacion.
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Cobre (1) 0.01 M anadido, mL

FiG. 6.2 Titutacion lenta (entre cada adicidén hay un espacio de 20 minutos por 10 menos)
de 50 mL de cisteina 1.0 mM (0.1 M NH3, 0.1 M NH.C!, 0.005 % de gelatina) con una
solucion de cobre (1) 10.0 mM. Gréfica de las corrientes de difusién versus los mililitros
de cobre(l) aftadidos a Ia solucién [S].-—--es [a curva de titulacién al suponer que RSCu
es el Unico producto de reaccion.

Entonces, al afiadir cobre(I) a la cisteina, en medio doblemente amortiguado (pH y pNH;'
constantes), la reaccion que ocurre es

RSH + Cu(I) = RSCu + H"

El polarograma A en la Fig. 6.1 se obtuvo al afiadir el 60% de la cantidad equivalente de
cobre a la solucién de cisteina. La onda anddica se debe al exceso de cisteina. La onda
catédica que comienza alrededor de los 0.6 voltios corresponde a la reduccién de RSCu
sobre la amalgama de cobre.Cuando las cantidades de RSH y Cu(l) son equivalentes, sélo
se halla la onda de RSCu. Con un exceso de cobre(l) la primer onda catddica corresponde a
la reduccién del ion amino cuproso (denotado aqui como Cu(l)) sobre la amalgama de
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cobre mientra que la segunda onda es aquélia de RSCu (Fig. 6.1C). Evidentemente RSCu
se reduce a un potencial mucho mas negativo que aquél del ion amino cuproso.

La adicién de un exceso de cobre(l) a una solucién de cisteinato cuproso resulta en una
marcada disminucidn de las corrientes de difusién de las dos ondas catddicas (del cobre (1)
y el RSCu) y en un desplazamiento del potencial de media onda de la onda de RSCu a
potenciales mas negativos. Este fendmeno indica que el amino cobre(T) reacciona con el

cisteinato cuproso en medio amoniacal para formar complejos de la forma Cu * + xRSCu =
Cu(RSCu)," [4].

La onda de RSCu que se observd con una solucion conteniendo cantidades equimolares de
cisteina y cobre (I} no es idealmente reversible. En la presencia de un exceso de cisteina, la
onda asociada a RSCu se vuelve reversible. No se obtuvo ninguna indicaciéon de la
formacion de complejos entre RSCu y cisteina. De los datos polarogréficos se calculo la
constante de formacién de RSCu (RS™ + Cu" = RSCu) obteniéndose un valor de 6.5x10%°
(logP: = 20.8) a 25°C y una energia de Gibbs de formacion de —26.2 kcal [4].

6.1.2. Reacciones en medio amoniacal entre cisteina y cobre (II).

El color azul del ion ctprico en medio amoniacal desaparece inmediatamente después de la
adicion de cisteina para obtenerse una solucion amarillenta. Este cambio en el color indica
que el cobre(Il) es reducido por la cisteina a cobre univalente. Esta suposicion queda
sustentada por algunos estudios polarograficos hechos [5]. La adicién de cantidades
crecientes de cobre(Il) a una solucién de cisteina en medio amoniacal resulta en una
disminucién de la altura de la onda anodica de la cisteina (fuego la cisteina disminuye su
concentracidn, por lo tanto reacciona). Al mismo tiempo, aparecen dos ondas: Una onda
perteneciente a la reducecion del cisteinato cuproso (identificada por el estudio
polarogrifico previo de este compuesto [4]) y otra correspondiente a la cistina (estos
hechos identifican a ambas sustancias como los productos de reaccion). A la vez ambas
ondas aumentan en altura mientras se aflade mas cobre(II).
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Fic. 6.3 Polarogramas registrados durante una fitulacién de S0 mL de cisteina 1.0 mM
(0.1 M NHa, 0.1 M NH,CI, 0.005 % de gelatina) con una solucién de cobre (1) 10.0 mM.
Después de [a adicion de (A) 1.0 mL (Cys/Cu(ll} =5:1) y (B) 3.5 mL (Cys/Cu(ll) =5:3.5)
[5].

47



6. La cisteina y el cobre en solucién acuosa

En I? Fig._ 6.:? se presentan los polarogramas de mezclas de 50 mL de cisteina 1.0 mM en
medio amioniacal con 1 y 3.5 mL de una solucién de cobre (II) 10.0 mM. La Fig. 6.4 da las

corrientes limites de difusion para el jon ciirpico, el jon cuproso, RSH, RSCu y RSSR
durante la titulacion.
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Fi15. 6.4 Titulacién de 50 mL de cisteina 1.0 mM (0.1 M NHa, 0.1 M NH(CI, 0.005 % de
gelatina} con una solucién de cobre (l1) 10.0 mM. Grafica de las corrientes de difusidn
versus 103 milititros de cobre(ll) afadidos a la solucion [5].

A una razoén molar de RSH a Cu (II} de 2:1, la onda de cisteina anddica desaparece
completamente, Hasta este punto la reaccion esta dada por:

2RS™ + 2Cu® = 2Cu* + RSSR (6.1)
2RS™ +2Cu’ = 2RSCu (6.2)
4RS™ + 2Cu®* = 2RSCu + RSSR (6.3)

Al continvar la adicion de cobre (II) aparecen las ondas catédicas de cobre (II) (amino) y
cobre (I) (amino). La onda de RSCu disminuye con un exceso creciente de cobre (I). Esta
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disminucién es mucho mayor de la que pudiera esperarse por el efecto del cobre (I) sobre la
onda de RSCu y es parciaimente debida a una oxidacién de RSCu por el cobre (II) a RSSR

2RSCu +2Cu?" = RSSR +4Cu* (6.4)

Esta interpretacion es sostenida por el hecho de que la onda del ion aminocuproso se

incrementa a un mayor grado que la onda del ion ciprico bajo la adicién de un exceso
creciente de cobre(Il).

Cuando se hacen polarogramas de mezclas de cobre () y cistina en medio amoniacal,
entonces se encuentran curvas intensidad potencial similares a las que se muestran en la
Fig. 6.3.B. esto demuestra que la ecuacidn (6.4) es reversible. De acuerdo al equilibrio (6.4)
la onda de RSSR debié incrementarse con un exceso creciente de cobre (II). En realidad, la
onda de RSSR se incrementa solo muy ligeramente y luego disminuye con un creciente
exceso de cobre (II) (Fig. 6.4). Esto puede ser debido en parte a la formacion de un
complejo entre cobre (II) y RSSR. Estudios polarograficos de cobre (II) y cistina en medio
amoniacal demuestran que reaciones complicadas ocurren en la superficie del electrodo
goteante, haciendo luego imposible interpretar cuantitativamente las corrientes de difusién
aparentes (en la Fig. 6.4) en la presencia de un exceso de cobre (II).

El cobre (IT) en medio amoniacal da una onda de reduccion de dos pasos (Cu(Ill) = Cu (I) y
Cu(I}) = Cu (O)) ambas de la misma altura. Al afiadir un exceso de cistina sobre cobre,

entonces la onda de cobre (I) (amino) (Cu(l) — Cu (Q}) disminuye marcadamente en altura
llegando incluso a desaparecer.

6.2. La Z-mercaptoetilamina y el cobre en solucion acuosa

La 2-mercaptoetilamina (MEA) es una molécula de interés para el estudio del sistema
cobre/cisteina dada la semejanza estructural entre ambos ligandos. En las Gltimas secciones
de este capitulo se discute las reacciones redox y de coordinacidn que ocurren entre el
cobre y MEA.

6.2.1, Espectrofotometria de la mercaptoetilamina en solucion.

No existe absorcion UV-Vis en longitudes de onda mayores a los 232 nm para una solucién
acuosa de MEA a pH < 4. Cuando El pH se incrementa, un pico aparece en los 232 nm. El
pico de absorcion a esta longitud de onda se debe al ion mercapturo, NH;"CH,CH,S™ (ac).
Al elevar el pH atin més, el maximo de la banda se ve desplazado de los 232 a los 236 nm.
Estas caracteristicas se encuentran igualmente en los espectros de absorcién UV la cisteina.
De la misma forma que en ese caso, el desplazamiento se debe a la conversién de
NH; CH,CH,S™ a NH,CH,CH,S". Esta dltima especie tiene un maximo de absorcién a una
longitud de onda un tanto mayor que la del zwitterion [6].
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6. La cisteina y el cobre en solucién acuosa

6.2.2. Un complejo violeta de valencia mixta entre cobre y mercaptoetilamina.

Se tiene el conocimiento de la formacidn de un compuesto entre 2-mercaptoetilamina
(MEA} y cobre en solucién (complejo X). El producto se sintetiza en una solucion
amoniacal libre de aire (O,) de pH 8 en donde se encuentra inicialmente MEA (10 mmol
/10 mL). La adicién de cobre(l]) (10 mmol /10 mL) se realiza lentamente hasta alcanzar la
relacion 1 a 1 (metal / ligando). Se reporta que esta sustancia es soluble en agua pero es
posible separarla de ella por centrifugacién obteniéndose un sélido blanco que al ser
expuesto al aire se vuelve violeta hasta llegar a un blanco verdoso. El complejo es insoluble
en todos los solventes comunes, excepto en agua (7]. Bajo condiciones estrictamente
anaerdbicas la solubilidad en agua es aproximadamente 5x10™ M y la solucién acuosa
muestra una banda de absorcion en la region de los 330 nm (A=330nm, £=600) igual que
ocurre en espectros del estado solido.

El complejo I, en estado solido y en solucidn, interacciona con el oxigeno del aire y su
color se vuelve violeta oscuro. A 1a par de que el violeta aparece, una nueva banda ancha en
el visible crece en los 500 am (¢ = 300 dmmolem™, Fig. 1) y la banda de los 330 nm
pierde intensidad. El color violeta se desvanece al pasar el tiempo (desapareciendo ambas
bandas a 500 y 330 nm), generando un precipitado blanco verdoso [7].

! cycle

Absorbancia

L]

i
500 400

600 5G0 G0
long. onda / nm

Fis. 6.5. Comportamiento reversible del complejo | hacia el oxigeno. Primer ciclo (1 o
cycie): (a) Espectro de absorcién UV-Vis de la solucion desoxigenada ~1.5x10" M del
complejo I; (b) solucion @ saturada de oxigeno; (c) solucién b después 15 min de
burbujeo con Nz {d) solucién b después 2 h de burbujeo con N Segundo ciclo (2~
cycle): (&) solucion d saturada de oxigeno, () solucién e después de 15 min de
burbujear Nz. {7}

El compuesto I muestra reversibilidad, hasta cierto punto, con el oxigeno, como puede
verse en la Fig. 6.5, en la que la curva a representa el espectro en una atmésfera inerte. Al
oxigenar con aire se obtiene el espectro b que cambia a ¢ después de =15 min de burbujear
con nitrogeno, ¥ d después de ~2h. El ciclo puede ser repetido (e y /), pero la reversibilidad
disminuye después de cada ciclo. Es interesante notar que los mayores cambios espectrales
se observan durante los primeros minutos del burbujeo (expulsién de Os). Por medio de un
sensor de oxigeno se observa que la desaparicion de oxigeno de la solucion (i.e. su captura
por la muestra) ocurre muy ripidamente (unos cuantos segundos), mientras la solucién

30



6. La cisteina y el cobre en solucién acuosa

permane incolora y consecuentemente sin absorcion en la regidén de los 500 nm. La
aparicién de un complejo violeta ocurre después de que el sensor indicara que todo el
oxigeno ha sido capturado por el complejo. Cuando los experimentos se llevan a cabo a
bajas concentraciones de oxigeno (i.e. con Oy/1 < 0.25) la solucién se vuelve violeta y, en la
ausencia de oxigeno, permanece estable por varios dias. Al incrementar la razén Oy,
aumentan la velocidad de captura de oxigeno y la intensidad del color violeta, pero al
mismo tiempo la solucién se vuelve turbia indicando la descomposicién de las especies de
valencia mixta [7].

6.2.3. Electrogquimica.

Cuando se hace electrdlisis a potencial controlado (EPC) para el complejo de Cu(l), I, se
observa la transferencia de un electrén por atomo de cobre durante el proceso de reduccion
y se verifica la deposicién de cobre sobre el electrodo de platino. Después de la electrolisis
completa la solucidn no muestra ninguna banda de absorcion electronica asignable a un
complejo de cobre, y su voltamperograma muestra las mismas caracteristicas que las del
ligante libre {7].

La EPC a 350 mV primero resulta en la aparicion de un complejo violeta, caracterizado por
una banda electronica a 500 nm, idéntica a la banda obtenida al exponer una solucién
acuosa de I al oxigeno del aire (vide supra). Sin embargo, durante el curso de la electrélisis,
el color de la solucidon se desvanece, desapareciendo completamente al final. La
coulombimetria indica la transferencia de un electrén por atomo de cobre, y la solucidn
final es de un color azul tenue [7].

Como se mencion6 en la seccidn previa, el complejo I en la solucion se vuelve violeta en la
presencia de oxigeno (aire). Sorprendentemente, el voltamperograma de esta solucion
colorida es muy similar a aquélla del complejo I en la ausencia de oxigeno, con algunas
diferencias: el potencial de equilibrio se desplaza hacia potenciales mas positivos, el pico
de oxidacién a 320 mV reduce su intensidad, y el pico de —400 mV es mas ancho y menos
definido [7].

6.2.4. Caracterizacién del complejo cH,_cp,

HN s
\Cu/ \C ‘/
u
3\ /NH
CHz-—CH,
Fic. 6.6. Proposicion de la estructura para el complejo L.

El color del complejo I, sus caracteristicas espectroscopicas y el diamagnetismo son clara
evidencia de un complejo de Cu(l) como se esperaba, ya que el grupo SH del ligando es un
buen reductor para Cu(II) [8].La banda electrénica UV observada puede ser asignada a una
transicién de transferencia de carga Cu(I)-S [13], dando evidencia para la coordinacion del
Cu al atomo S. Los resultados de anélisis elemental, el ensanchamiento de las bandas IR, y

51



6. La cisteina y el cobre en solucién acuosa

de la baja solubilidad sugieren que el sdlido es un polimero, con una unidad basica posible
mostrada esquematicamente en la Fig. 6.6.

Comportamiento hacia el oxigeno.

El interesante comportamiento del complejo frente al oxigeno se puede interpretar de
acuerdo al modelo de KARLIN [9ab]. Ya que , (i) la presencia de oxigeno parece ser
esencial para generar las especies violetas, y (ii) el proceso muestra reversibilidad (hasta
cierto punto), se puede sugerir el siguiente fendmeno:

0"

LCu()-Cu(D)L - LCu(I)-Cu(il)L + e
1, incoloro I, violeta

con L = MEA. Sin embargo, la generacién electrolitica de un croméforo violeta, III, en
completa ausencia de oxigeno, con caracteristicas espectroscépicas idénticas a las especie
II, claramente demuestra que el oxigeno no estd inequivocamente relacionada con las
especies coloreadas. Las carcteristicas espectroscépicas, EPR y electroquimicas, ademds de
la experiencia previa con compuestos binucleares de Cu(ll) y sus derivados de valencia
mixta, sugiere que se puede obtener I ya sea electroguimicamente:

LCu(D)-Cu(DL — LCu(D)-Cu(IDHL + e 320 mV
111, violeta

o con interaccidn con oxigeno.
Electroquimica.
Algunos de los resultados electroquimicos se resumiran en seguida (los potenciales son

aquéllos en los que ocurre el proceso sobre un electrodo de platino y referidos a un ECS en
una solucién equimolar de MEA y CuCl; , 0.5 M y en amoniaco 1M):

LCu(D)-Cu(DL + 2e — 2Cu® + 2L -400 mV (1)
Cu(DL +e = Cu’+L (2)
LCu(I)-Cu(DL — LCu(I)-Cu(I)L + e 320 mV (3)
II1, violeta
Cu(l)L — Cu(Il)L + e “4)
2LCu(D)-Cu(I)L «» (5)
LCu(D)-Cu(L + LCu(IN-Cu(ihL
LCu(I)-Cu(IL — LCu(11)-Cu(IHL + e 540 mV (6)

El proceso (5) puede explicar el decaimiento no exponencial de la intensidad de corriente
durante la electrdlisis anodica a 320 mV y también el hecho de que la electrdlisis a 320 y
540 mV muestre el mismo comportamiento experimental , con los mismos resultados
finales.
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El compuesto LCu(ID-Cu(Il)L obtenido por la reaccidn (6) muestra sélo una banda de
absorcion ancha a 810 nm y es inestable en solucidn; después de 10-15 minutos la sofucién
se vuelve turbia y se forma un precipitado verde azuloso. El espectro IR para este
precipitado revela que el ligando MEA no esta presente, de acuerdo con la inestabilidad
reportada de los enlaces Cu(Il) en solucion.

Finalmente hay que mencionar las semejanzas probadas y posibles entre MEA y la cisteina.
De lo visto arriba se puede argumentar que ambos ligantes absorben similarmente. Esto es
debido al parecido estructural (obvio) y principalmente a que ambos son mercaptanos con
la amina en la misma posicion relativa. De los resultados de KOLTHOFF se sabe que la
cisteina reduce al cobre para formar un complejo cuproso [1]. De los resultados de LOEB se
sabe que pasa o mismo con MEA [7]. El primer estudio fue polarografico y el segundo se
basa en coulombimetria y voltamperometria. Se asocia el cofor morado a la presencia de un
complejo entre MEA y Cu(ll). Este puede ser un dimero y puede ser de valencia mixta. Ei
equipo de LOEB incluso ofrece una propuesta de estructura. Existe entonces la posibilidad
de que ocurra algo equivalente en el sistema Cuw/cisteina. De hecho, es conocida la
presencia del color plirpura en mezclas Cu/cisteina. Luego desaparece el color y se forma
un precipitado {2]. Esto puede ser explicado en términos, efectivamente, de un polimero de
cobre(} y cistina. (También se conoce la formacion de dimeros con un elemento de la
misma familia: el oro {10]).
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7. Método de variacién continua

El método de Job de las variaciones continuas es un procedimiento cominmente empleado
para la determinacién de la composicion de los complejos en solucién. El principio de
variaciones continuas fue empleade por Ostromisslensky en 1911 para establecer la
estequiometria del aducto formado entre nitrobenceno y anilina. El principio fue empleado
por Denison en 1912 en un estudio de varias mezclas liquidas. Sin embargo, el método de
variaciones continuas generalmente se asocia con el nombre de Job quien en 1928 publicé

una aplicacion detallada del método al estudio de una amplia gama de compuestos de
coordinacién. [1]

Teoria

Se pueden transformar datos de una titulacidn espectrofotométrica en una curva de Job (1].
Se parte de los siguientes supuestos:

1) En el sistema una o varias concentraciones de ciertas especies (buffers por ejemplo) se
mantienen constantes durante el proceso. Esto produce un amortiguamiento del pH,
fuerza idnica, etc. En el caso mds sencillo (que se supondra aqui) las especies
generalizadas a orden 1 estan en un equilibrio modelado por un solo equilibrio quimico
del tipo donadot/receptor/particula:

M(T) + nL(T) = MLH(‘) (7.1)

(Nétese que no es el caso general) donde M, L™ y ML,™ son las especies
generalizadas.

2) Las absorbancias del sistema se reproducen con la ley de Beer.

3) La concentracion total del metal (Cyv) mas la del ligando (Cp), en la mezcla, es
constante (Cy + CL = &)

Para satisfacer el punto (3) las concentraciones de la solucién valorada y la del titulante
serdn equimolares. Explicacion: Supdngase, a partir de este momento, que se valora un

volumen v, de una solucion de L™ de concentracion C{ mediante la adicién y mezcla de
un volumen v de una solucién de L' de concentracién C§, . Si C; = C}, = C, entonces

O+ CpL= YEmt%CL

v+v,

C (7.2)

Definiciones
La funciéon de absorbancia corregida, Y, se define como

Y=A4-(mCy +eCL)b (7.3)
Y=A4A-L (7.4)
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Donde gy y ¢, son las absortividades de M™ y L'; 4 es la longitud del
paso Optico. En una curva de Job esta se pone y traza en funcién de la
fraccion mol de M™ o L) La fraccion mol para M, 3, entre estas dos
sustancias queda definida por

CM

= 7.5
Cu+C, (7:3)

A

habiendo una ecuacién semejante para L™,
El sustraendo en la ecuacién (7.3), que se denota por L (Ec. 7.4), es la absorbancia

hipotética de una mezcla no reaccionante con la misma composicién inicial a la
solucién/sistema de estudio.

Dada la equimolaridad de las soluciones a mezclar, C{ = C}, = C, se encuentra que

v
Xu = (1.7)
V4 Vo

A continuacion se quiere exponer lo que se espera de una gréfica de Job y porqué se supone
que debe informar sobre la estequiometria de la reaccién (#). Primero se demostrara, bajo
los supuestos dados, que ¥ o« [ML,™]. Por ultimo se hallara que la funcién Y tiene un
maximo (o un minimo) en ym = 1/(1 + »n). Para hacer esto Gltimo se construira la tabla de
variacién de cantidades molares correspondiente.

Y oc [ML, ]
Y=4 —(emCn +L.CL)D Definicion

= (em[M"] + eL{L] +emialML,b — (emCp + £LCLYE Ley de Beer/ Aditividad
= (em{[M®] ~ Cu} +£L{[LV] - Cu} + emunML.“])b
= (em{ — ML} + g.f = n{ML} + gl ML, )b Balances de masa
= (emLn ~ 8 — neL){ML, V15 (7.8)
Definamos m = f{\, §)
m = {(EmLn — &M — HEL)D (7.9
m es un real (positivo, negativo o cero). Por lo tanto |

Y = m[ML."] (7.10)
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Tabla de variacién de cantidades molares
Tener presente que si C es la concentracién molar, entonces el producto Cv es la cantidad

de sustancia dado que v es el volumen. Recordar que C{= C} = C y que por tanto el
volumen de punto de equivalencia viene dado por vge = vo/n

M(T} + L(T) e —— B mn(")
Inicio C®vo = Cvo
Se agrega Cov=Cr
v < v/n ev,C VoC(1+ ne—nvivy) voC(vive—€)
v 2 v/n VoL(v/ve—1/nte) nev,C voC(1/n—€)

¥ es maxima (o minima) en yp = 1/(1 + 1)

En la ecuacion (7.10), m es una constante para una longitud de onda dada. De esto se sigue
que Y (en funcién de ypm) tiene sus puntos criticos donde los tenga [ML,,(‘)]. Primero se
concluira una relacion util:

v viv
v = . =1+v/av , de donde vivy = a /(1-%m) = %M / %L (7.11)

Siv < v/, 0 seaym < /(L + n), entonces:

[ML,\] =[ voC )(-v —-e]
VU +V va
= XLC[ZM "E}
43

=Cl(ltem—«] — (7.13)
Si e<<Q(estoes0=<e < 1073 , por ejemplo; lo que cominmente se expresa diciendo que la
reaccion es "cuantitativa™), entonces en el dominio de la funcién (ym < 1/(1 + n)) el valor

méximo (0 minimo, dependiendo del signo de m) se alcanza en M =1/(1 + n), si m>0.

Similarmente se demuestra para 1/(1 +n) < ym < 1:
h _ 1 ]
ML, 1=Cll - +ejxu+ —€ (7.14)
n n

Si m > 0 y la reaccion es cuantitativa, entonces Y tiene un maximo en ym = 1/(1 + n) porque
la funcion tenderia a ser una recta de pendiente —1/n con nr entero positivo. {Si m<0,
entonces ¥ tendria un minimo en el mismo punto)
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En la Fig. 7.1 se muestra un ejemplo hallado en la literatura.

Fi16. 7.1. (a) Titulacion espectrofotométrica (a 395 nm) de 30 mL de Fe(NC3)a 1.0 mM / HNO; 0.01 M con
KSCN 1.0 mM/ HCLI 0.15M. Ndtese fa equimolaridad de analito y titulante {1]. (&) Curva a transformada de
acuerdo a la ecuacién (7) [1]. (c) Grafica de Job obtenida al sustraer PQ de la curva b {1). PQ es L y es

posible expresarta como L = bCl emymvec{ —gm)
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8. Metodologia experimental

8.1. Equipo y material

a) Espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 18 (registra hasta cinco decimales de unidad
de absorbancia). Celdas espectrofotométricas de cuarzo de 1.0 cm.

b) pH/potenciemdéiro digital Mettier Toledo MA235 pH/lon Analyzer. La fem se midid
con una precision de 0.1 mV y el pH con una de 0.001.

c) Seemplearon electrodos combinados de vidrio v plata/cloruro de plata (Radiometer).

d) Balanza Analitica Metler H 72 (con precision de hasta décimas de mg).

e) Bafio termostatado MGW Lauda C 12 Tt (£ 0.5°C)

f) Micropipetas Finnepipete de 10, 20, 50 , 100 uL y una graduable de 5 a 40 + 0.5 pL.

8.2. Reactivos

El agua destilada fue desionizada y hervida.

NaOH, 98.5%. Monterrey.

HCl, 37.2%. Monterrey

HCIO, , 70.5%. Baker

NaCl, 99.5%. Monterrey.

KCl, 99.5%. Monterrey.

Monohidrato de 1,10-fenantrolina, 99.5%. Monterrey.

Cisteina, pureza mayor al 99% determinada potenciométricamente.
CuS04 5H;0, 99.5%. Baker.

Buffers de pH=7.00; 4.01 y 10.00, Sigma.

Las soluciones de NaOH, HC] y HCIO, se emplearon estandarizadas [1]

8.3. Descripcion de la celda.

Las titulaciones potenciométricas se llevaron a cabo en una vasija de vidrio por cuyas
paredes huecas se hacia fluir agua sola proveniente de un bafio mantenido a una
temperatura de 25 * 0.5 °C. El envase se cubria con una tapadera de goma con cuatro
orificios de tamafio adecuado por los que atravesaban: un electrodo de vidrio, un
termometro, una bureta y un tubo de vidrio en el que gas nitrogeno era conducido hacia la

60
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solucién con el fin de expulsar diéxido de carbono y oxigeno. Cuando no se empleaba una
bureta, se empleaban micropipetas que dispensaban volimenes de entre 5 y 100 pL.

Para el sistema cisteina/H,O la celda empleada se puede escribir como

Semicelda vmL de NaOll | Hlectrodo

de referencin | ¥, mi. de Cys de vidrio
Semicelda vmL de NaQH | Elecurodo
de referencia | ¥, mL de Cys de vidrio

donde v es el volumen del titulante afiadido y V, el volumen inicial de la solucién en el
vaso. Cys simboliza a la cisteina. Es el mismo en el caso de los otros sistemas estudiados.

8.4. El pH

El pH fue calculado de la siguiente ecuacion

L pH, — pH
pH = pH, + j("7 " F

DpH,

donde pH; es el pH leido directamente en la pantalla (experimental); pH, es el pH del
buffer de calibracion (se calibraba a tres puntos con buffers de pH=7.00; 4,01 y 10.00, pero
en el calculo se elegia el més adecuado al intervalo experimental, por lo general 7.00) yj es
la eficiencia. La eficiencia era obtenida de tal forma que la pendiente de la relacién ¢ =
fipH) fuera igual a -59.16 mV (donde € es la fem). Este proceso involucra la regresidn
lineal comin pero no es todo. Para obtener los valores adecuados es necesario que la
pendiente sea igual a -59.16 mV variando j. Esto se puede hacer con un programa que
resuelva ecuaciones por iteracién L

8.5. Trabajo con el sistema binario 1, 1O-fenantrolina/HzO

Se preparon soluciones de 1,10-fenantrolina 0.01 M a paritr de las cuales se tomaba el
volumen adecuado y se realizaban diluciones para obtener la concentracién deseada. Para
establecer la pureza con precision, se valoré con HCl (ac) 0.20 M en un medio con pn=0.10
M (KC) y T =25 °C. Seguido de cada adicion se midié el pH. El punto de equivalencia fue
determinado con la ayuda de una grafica de Gran (Vy10™ vs. Vi) y mediante el método de
la segunda derivada aproximada (A’pH/AV?). La discrepancia entre ambos resultados fue
menor al 1%.

En los estudios espectrofotométricos una solucion patrén de 1,10-fenantrolina fue diluida
hasta obtener una sotucion 5 x 107 M (este orden de concentracién es adecuado para tevar

! Se empled 1a macro Sofver de MS Excel.
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a cabo estudios cuando la longitud de onda (A) del haz incidente se encuentra en el
intervalo 200 < A/nm < 380 ). Esta solucién fue valorada en forma similar con HCI o
NaOH. p = 0.10 M (KCI) y T = 25 °C. La titulacién fue seguida potenciométrica y
espectrofotométricamente (longitud del trayecto dptico b = 1.0 cm). Este experimento se

repitid tres veces. La informacién obtenida se empled para determinar el pK, del ion
fenantrolinio (fenH™).

8.6. Trabajo con el sistema binario cisteina/Hz20

Se preparon soluciones de cisteina 0.01 M a paritr de las cuales se tomaba el volumen
adecuado y se realizaban diluciones para obtener la concentracién deseada. La pureza se
determiné mediante una valoracién acido-base, siendo mayor al 99%.

Las soluciones fueron valoradas espectrofotométricamente de la misma forma en que se
llevaron a cabo las valoraciones potenciométricas. El pH fue registrado idénticamente. Se
empleo un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 18. Las celdas fueron de cuarzo y de
espesor de 10.0 mm. La temperatura fue de 25 °C. Se registré informacién experimental de
soluciones de cisteina entre 8.0 y 0.1 mM, ycon 6 < pH < 12.

8.7. Trabajo con el sistema ternario Cu(Il}/1, 10-fenantrolina / H20

La solucién patron de Cu(ll) fue preparada a partir de CuSO4 SH;0 y establecida la
concentracion con precision a partir de electrogravimetria [1]. Se prepararon soluciones de
1,10-fenantrolina 5.0 x 10 M (para el estudio del ultravioleta) junto con Cu(ll) en
relaciones Cu(Il) : fen, 2.0: 1.0; 1.5 : 1.0; 1.0:1.0; 1.0:2.0 y 1.0:3.0.

A estas mezclas se les varié el pH con HCl(ac) o NaOH(ac). p=0.10 M (KCl) y T = 25
°C. La titulacién fue seguida potenciométrica y espectrofotométricamente (longitud del
trayecto Optico b = 1.0 cm). De esta forma se obtuvieron una serie de espectros A =

f(PH»CCu,Cfen»}\')-

8.8. Trabajo con el sistema ternario Cu(ll)/cisteina / H20

Se realizaron tres tipos de experimentos para cstudiar ¢l sistema Cu(ll)/Cys. Primero, se
monitored espectrofotométricamente el comportamiento de diferentes mezclas Cu(Il)/Cys
en funcién del pH de la solucién. Segundo, se realizaron estudios de variacion continua.
Tercero, se continudé con la exploracién del sistema valorando cisteina con cobre
imponiendo o no el pH.

Deteccion espectrofotométrica en funcion del pH. Se preparon mezclas de Cu(1l} y cisteina
en diferentes razones metal/aminodcido. En ciertos casos la mezcla se disolvia en agua
pura, de tal forma que el pH inicial era el de equilibrio del sistema mismo. En otros casos la
mezcla se preparaba inicialmente en un medio acido o basico. El pH era impuesto por un
acido o base fuerte, HCl(ac) o NaOH(ac) respectivamente. Ninguna sal fue empleada para
imponer la fuerza idnica pero esta se mantuvo entre 0.1 y 0.2 M. La solucién fresca era
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8. Metodologia experimental

entonces colocada en una celda a temperatura contralada (25°C). Durante el transcurso total
de cada experimento, se burbujeaba nitr6geno para minimizar en lo posible la presencia de
ciertos gases (CO; y Oy) que pudieran interferir de algin modo con el sistema

Se empled un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 18. Las celdas fueron de cuarzo y
de espesor de 1.0 cm. El pH fue registrado y corregido como se indica mas arriba.

8.9. Trabajo con el sistema cuaternario Cu / 1, 10-fenantrolina / cisteina /
H20

Igual que en el sistema Cu/Cys, aqui se trabajé basicamente con la misma metodologia
experimental. Se realizaron dos tipos de experimentos para estudiar el sistema Cu(II)/o-fer/
Cys. Primero, se monitore espectrofotométricamente el comportamiento de diferentes
mezclas Cu(II)/o-fen/Cys en funcidn del pH de la solucion. Segundo, se realizaron estudios
de variacion continua. En la mayoria de estos experimentos se partia de una razén Cu:fen =
1:1; de tal manera que se estaba estudiando la interaccién del complejo Cufen®” con la
cisteina.

8.10. Descripcidn de las herramientas computacionales

8.10.1. TRIANG

TRIANG [2-3] es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN., El listado de
este programa ha sido reportado en el libro "Solution Equilibria" {3].

TRIANG estima el nimero de especies que absorben radiacidn electromagnética en el
sistema, a partir de los valores de absorbancia a diferentes longitudes de onda para distintas
soluciones, y considerando el error en las lecturas de transmitancia (AT).

La forma de establecer si una especie quimica absorbe radiacion electromagnética
involucra una comparacion entre valores de absorbancia y los errores asociados a las
mismas, suponiendo el cumplimiento de la ley de Beer y de aditividades.

TRIANG calcula los elementos de una matriz de error, considerando el valor de AT, la
ecuacion de error en absorbancia y la teoria de propagacion del error.

8.10.2 SQUAD

SQUAD [2] es un programa computacional creado por LEGGET [4-5] escrito en lenguaje
FORTRAN. Esté disefiado para refinar constantes de equilibrio de un modelo quimice
propuesto, a partir de datos de absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda y a

diferente composicioén quimica del sistema.

E! modelo quimico propuesto puede tener especies del tipo:
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M,,M"H,L,L,
mljiqg20

El refinamiento de las constantes se realiza por medio de una minimizacion de la suma de
los residuos de absorbancia cuadriticos -por minimos cuadrados no lineales—, U,
empleando el algoritmo de Gauss-Newton.

La resoluciéon de la minimizacion requiere del calculo de las absorbancias para cada
longitud de onda y disolucidn.

Pira conocer los valores de absorbancia se necesita resolver la ecuacién de Beer; SQUAD
propone los coeficientes de absortividad molar por especie, y determina la concentracion de
cada una empleando el algoritmo de Newton-Raphson.

Entre los parametros estadisticos calculados por SQUAD, se eligieron algunos por su
importancia para determinar si el modelo quimico propuesto explica la informacion
experimental alimentada. Ellos son, a parte de U.:

1) La desviacién estandar sobre los datos de absorbancia (Gyaas), ¥ de las constantes (Gges).
Odatos €5 Un indicador de la validez del modelo quimico propuesto.
2) La desviacién estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (Geeer).
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9. Resultados y discusion: Sistema 1,10-fenantrolina / HzO

La pureza de la 1,10-fenantrolina fue verificada quedando igual a la del marbete (99.5%).
En la Fig. 9.1 se muestra una curva tipica de valoracién.

V,/mlL

FiG. 8.1. Curva de titulacion (pH vs. Vi) de o-fen 0.01 M por HC10.20 M.

9.1. Determinacién del pKa del ion fenantrolinio (Hfen™)

En la Fig. 9.2 se muestra una seleccion de espectros de un experimento en el que se hizo
variar el pH a una solucién inicialmente 5.0x10™> M de 1,10-fenantrolina.

2.5

absorbancia

220 240 260 280 300 320 |
long. anda / am I

Fic. 9.2. Serie de espectros de absorcidn a soluciones acuosas de 1 . 10-fenantrolina,
5.0x10™° M, de diferente pH. 1=0.10 (KCY), T=25°C.

Mediante el uso TRIANG queda establecido que absorben dos especies diferentes en la
serie de espectros: el par icido base de 1a 1,10-fenantrolina.
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TaBLa 9.1. Resultados de TRIANG
Fpara el experimento de la Fig. 8.2

AT Nimere de
especles
0.0001 2
0.001 2 ]
0,005 2
0007 2
0.008 g QO

Los resultados aparecen en este trabajo en tablas donde se indica el modelo con los valores
de las constantes administradas (de entrada) y las redinadas (modelo refinado). En la Tabla
9.2 aparece el resultato de determinacion del pK,. La informacién administrada correspone
a las absorbancias de la grafica 9.2, 50 absorbancias por solucion (220, 222, ..., 319 nm), 2
<pH<9.

Modelo cIe entrada
ESPECIE logP FoV
FEN(1JH(1) 4.97 Var

Notas:

ESPECIE indica la especie a la que hace referencia el logaritmo de la constante de
formacién global, tanto en el modelo de entrada como en el refinado. ESPECIE se dard en
la forma M(a)L(b)X(c), e indica que se estd manejando la constante del equilibrio aM + bL
+ ¢X = MLyX.. En la casilla marcada con F o V se indicard si la constante se deja fija
(Fija) o no (Var) para el refinamiento. En € se mencionara si la especie se considera
absorbente (S7) o no (No). o es la desviacion estandar de la constante refinada. U es la suma
de los cuadrados residuales y el parametro que SQUAD minimiza. opata €s la deviacién
estandar de los datos con respecto al modelo.

En la Fig. 9.3 se grafican las absortividades molares de la forma Hfen® y fen. Estas

magnitudes las caleulé SQUAD al resolver la ecuacion de Beer y son necesarias para que el
programa calcule las concentraciones de cada especie y de ahi las constantes de equilibrio.
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g7 (1000 xem=1 M)

Fic. 9.3. Absortividades molares (e} calculadas por SQUAD para la fenantrolina (fen) y el
ion fenantralinio (Hfen).

En las dos repeticiones de este experimento se obtuvieron pK,'s mas pequefios pero con una
desviacion estindar mayor: 4.88(0.01) y 4.72 (0.02). Cabe decir que en unos casos se

seleccionaron las longitudes pares y en otros impares, siendo los resultados practicamente
los mismos.

Tabla 9.3. Resultados finaies.

Hfen® = fen + H'
Ref. TrAC | u/m Met. logK=
N.V. 25 0.1 EF 4.93(0.005)
(1] 20 0.1 Cal 4,96(0.01)
(2] 25.0 0.10 Pot 4.97(0.03)

EF: espectrofotométrico; Pot: potenciometria con electrodo de vidrio. Cal.: calorimetria.

La relacion del valor refinado es buena con los valores publicados. El valor, sin embargo,
lleva el problema de que la repetibilidad no es del todo satisfactoria. Este valor puede
mejorarse si se manejan diferentes concentraciones de 1,10-fenantrolina (en el mismo orden
de concentracion) manteniendo unas absorbancias menores a 1. De esta forma SQUAD
calcularia mejor el pK, pues la aumentaria la calidad de las absortividades molares
calculadas y con ello las concentraciones del equilibrio.
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10. Resultados y discusion: Sistema cisteina / H20

10.1. Estudio de la curva de valoracion icido-base potenciométrica de la
cisteina.

En la Fig. 10.1 se muestra una curva de titulacion de cisteina con KOH(ac). Ahi mismo se
observa la curva simulada con pK,,=1.90; pK;;=8.4 y pK,3=10.4. La hoja de cilculo con la
que se hizo estas curvas permitia variar los pK, v de manera automatica construir la
simulacion sobre una grafica que contenia los puntos experimentales. Hacer allgo asi da
una idea directa de lo que va ocurriendo durante el proceso de ajuste. Los valores que se
dan arriba y que corresponden a la curva simulada, fueron determinados en base a este
proceso de juicio visual.

3.0

V {KOH) / mL

Q I 2 3 4 ) 8 7 ﬂ ﬂ 10 1'1 1é 1.3 ‘Il4 1.5
Fis. 10.1. Titulacion de 20 mlL de [Cys} = 0.106 M

por [KOH] = 0.550 M. piniciai = 0.5 M (KCI).
La linea continua es calculada y los circulos son puntos experimentales

Por otra parte, un juego de curvas de esta naturaleza sirve para determinar los pK; o la
concentracion de la cisteina. Si los pK, fueran otros, la curva calculada variaria y pudiera
parecerse mas o menos a la curva experimental. En términos estadisticos se habla del
problema de hallar el mejor ajuste. Para lograrlo se han disefiado una gran variedad de
algoritmos para el procesamiento de datos; muchos de ellos se basan en la minimizacién de
la suma de los cuadrados de los errores:

Np 2
U = Z(chc —Zexp)
I

donde Np es el nimero de puntos experimentales disponibles y ycac €s €l valor calculado de
alguna propiedad medible del sistema por medio de algin modelo y un cierto
procedimiento. Yexp, por otro lado, es esa magnitud fisica que se observa en el laboraterio.
En lo que respecta problemas tratados en la quimica analitica, ¥ puede ser el pH, la

absorbancia (como en este trabajo) o una diferencia de entalpia, AH, calculada
indirectamente con medidas de temperatura.
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A partir de la curva de titulacién queda claro que de los tres protones de la cisteina, uno de
ellos, el del dcido carboxilico, se encuentra ya solvatado por el agua desde un inicio. Esto
es asi ya que a la mitad del primer punto de equivalencia observable el pH cs
aproximadamente igual al segundo pK, (recordar la ecuacion de Henderson-Hasselbalch).

Por otro lado, en la Fig. 10.1 se observa una diferencia notable un poco antes del segundo
punto de equivalencia; lo cual indica que algo falla en el modelo o fallé en el momento de
la valoracién. El modelo quimico es satisfactorio ya que ha sido probado en muchas
ocasiones por diversos investigadores, ademas de que la estructura sencilla de la cisteina
permite dejar fuera muchas objeciones. La Onica falta en el cilculo yace en la ausencia del
manejo de los coeficientes de actividad.

-230

-250
270 | ()

=290

ll"“l

<310

Potencial, Ef'mV

-350

-3728 ‘ s

4 5 6 ) 9 10 11 12 13 14
(b)

-]

9 10 11 12 13 1B

=
O Oy -0--0-0,

Volumen /mL, KOH

Fic. 10.2. Determinacion del segundo punto equivaiencia de una titulacion de Cys por
KOH. Dalos experimentales correspondientes a los de la Fig. 10.1. {a) Seleccién de
puntos alrededor al segundo punte de equivalencia. Las cruces son los puntos originales
y los circulos son los puntos del ajuste, Ec. 10.2. (b) Curva de la segunda derivada de la
curva de titulacidn. Ya que el potencial se modela con una funcién analitica {Ec. 10.3). la
segunda derivada es una curva suave, Punto final de 7.69 mL. La recta horizontal es un
trazo que aproximadamente corresponde al punto final.
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El punto de equivalencia también se determiné usando una técnica de ajuste a la curva. El
modelo surge al reconocer el parecido en la forma de una curva de titulacion de un
monodonador con una funcién arco tangente [1]. La funcion es:

y:a+btan'l[c(x-a’)] 10.1

Entonces el ajuste se lleva a cabo con el modelo
E=a+btan ' [c(V - d)] 10.2

donde € y ¥ son el potencial medido y el volumen de titulante, respectivamente. El ajuste se
hizo ¢n una hoja de calculo, primero visualmente con ayuda del trazo de ambas curvas y
después mediante la minimizacion de U, la suma de cuadrados de los errores. Los
parametros que se varian son obviamente a, b, ¢ y d. Luego, la segunda derivada es

d28= —-2bc*(V ~d) 103
av’ (L4 -y '

La segunda derivada es cero si, y solo si, ¥ = d. Entonces (d, €(d)) es el punto que se
reconoce como el punto de equivalencia. En la Fig. 10.3 se aprecia este ajuste para el
segundo punto de equivalencia de la curva experimental. La linea horizontal corrsponde
aproximadamente al punto final. La resolucién del software no permitié solocarla en una
posicién mas adecuada.

Esto no se puede hacer para el primer punto final pues el modelo resulta entonces
demasiado simple.

15
10 |
0.5
0.0

-05

Fig. 10.3. Titulacion de Cys por KOH(ac). Datos de la Fig. 10.1.
(a} La curva de titulacion es una funcién monotonamente creciente. La curva continua superior es la primera
derivada calculada. Ahi mismo se observan los puntos experimentales, (b} La curva de titulacion tiene puntos
de inflexién en donde su segunda derivada es cero. La curva continua de abajo es la curva calculada.
Unicamente se observan los puntos experimentales alrededor del sequndo punto de equivalencia porque el
resto carecia de una fendencia. Los marcadores en forma de triangulo son los puntos que corresponden al
modelo simple de la funcién arco tangente.
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En la Fig. 10.3 se muestran las dos curvas calculadas de !a primera y segunda derivadas.
Obsérvese la falta clara de un ajuste satisfactorio con los puntos experimentales. Es
interesante observar, en lo que respecta a la primera derivada, que el primer maximo
calculado se presenta mas adelante del que se observa experimentalmente pero es a la
inversa en el segundo méximo: el calculado antecede al experimental. La segunda derivada
experimental carecia de sentido. Esto es asi porque en ella se ve reflejado el "ruido". La
parte més clara es la que se muestra en la Fig. 10.3. Ahi mismo se observa una curva
modelo marcada por triangulos, resultado de modelar la segunda parte de la curva con una
funcidn arco tangente. Esos puntos nos dan idea de lo que seria la curva experimental sin el
“ruido”. Obsérvese que la curva calculada y el modelo simple (tan™") coinciden en el punto
de equivalencia. Esto es asi porque es ese punto el que se selecciond como punto final para
la curva calculada.

En ia Fig. 10.4, finalmente, se expone el reciproco de la primera derivada, calculada y
experimental. Los minimos corresponden a los puntos de equivalencia. Obsérvese la
demora del minimo calculado con respecto al experimental en el primer punto de
equivalencia. Por el contrario, se nota una ligera anticipacion en el segundo minimo entre la
curva suave y la curva sugerida por los puntos experimentales. Precediendo
inmediatamente a esta parte de la curva, también se observa como los puntos crecen mas
rapidos que la linea. Esto significa que la curva calculada crece mds rapido que la
experimental, como efectivamente se nota en la Fig. 10.1

Esta representacion es una de las que se encontrd mas satisfactorias para determinar los
puntos de equivalencia.

{dpHIaV)*

1.0 ‘ ! VimL
4.0 1|; V 2.'n V 30 a 774‘0 5.0 - 80 10 o lO B n 16.0
Fi6. 10.4. Titulacién de Cys por KOH. Datos de fa Fig.1.
Agui se muestra el reciproco de la primera derivada.

Como conclusidn se puede decir que la curva experimental y la simulada no coinciden para
el tercer pK,. Esto se observa en la curva de titulacién y en todas las transformaciones
posteriores. Lamentablemente no se pudo lograr un mejor ajuste.

El empleo de la funcién arcotangente (Ec. 10.2) resultd muy conveniente para la
determinacion del punto final alrededor del tercer pK,.
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10.2. Estudio espectrofotométrico de la disociacion acida de la cisteina
en agua

En la Fig. 10.5 se muestra una parte de los espectros de obtenidos con una solucién 0.8
mM.

——67
—s— 7.0
—T.4
—o—1.5
—_—t—T7.7
— =78
—8.1
w—o— 8.3
8.5 |
—x—9.0 i
—%—93 }

B . 13 NDT S0 WM

—p— 8.9

200 220 240 260 280 300
long.ondainm

Fic. 10.5. Espectros de absorcién de una solucion 0.8 mM de cisteina en funciéon del
pH. La solucion inicial (20 mL) fue de pH 6.7 y se fue adicionando NaQH (0.2 M). El
recuadro a la derecha indica el pH que corresponde a cada espectro.

La cisteina disuelta en agua absorbe muy poca radiacion (de una longitud de onda 200 <
A/nm < 300) en medios acidos. De esto se infiere que la forma HSCH,(NH;)CHCOO™
(CysHj) de la cisteina es una especie que comparativamente absorbe poca radiacion
electromagnética de la region del UV, La absorbancia es una funcién mondtonamente
decreciente de la longitud de onda, si pH < 7.0. A partir de pH = 7.5 se registra un méaximo
en 229 nm que se va desplazando sensiblemente a longitudes mayores conforme el medio
se vuelve mas basico, llegando a 233 para pH = 10.3 y a 235 nm para pH = 10.8. Como ya
se ha mencionado (ver seccion 4.3), se sabe que es la forma tiolato la que provoca la
absorcion de la radiacién UV. Sin embargo, el hecho de que el maximo se desplace se
interpreta dando diferente absortividad a “SCHy(NH;)CHCOO™ (HCys) y a
"SCHy(NH,YCHCOO™ (CysH™). En principio, estos tautdmeros absorben similarmente y
ambos se encuentran simultaneamente en proporcion importante.

En la Fig. 10.6 se muestran los espectros de absorcién de una solucién acuosa de cisteina
0.2 mM en funcioén del pH. Cabe observar que dichas curvas han perdido su maximo. Esto
a diferencia de las soluciones mas concentradas, como en la Fig. 10.5. Sin embargo, como
era de esperarse, la forma de los espectros son semejantes. Es necesario decir que las lineas
que aparecen junto con los marcadores en las figuras 10.5 y 10.6 son lineas rectas que unen
un punto con el siguiente. -
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Fi6. 10.6. Espectros de absorcion de soluciones de cisteina 0.2 mM a diversos pH. La
solucion inicial {20 mL) fue de pH 7.2 y se fue adicionando NaOH (0.1 M). El recuadro a
ta derecha indica el pH que corresponde a cada espectro.

Anilisis de datos por medio de SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data)

Para el andlisis de datos se opt6 por trabajar con los datos surgidos de medir absorbancias a
soluciones de concentracion 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 6.0 mM. Esto porque al trazar una curva de
absorbancia en funcién de la concentracion para varias longitudes de onda a un pH dado,
estas ofrecian una relacion lineal interpretada como el cumplimiento de la ley de Beer. En
cada archivo de SQUAD se colocaron 24 subarchivos, es decir 24 espectros UV
correspondientes a 24 soluciones. Cada espectro tenia 40 datos, haciendo un total de 960
datos. Las longitudes de onda empleadas fueron 221, 223, ..., 299 nm. Se ignoraron las
absorbancias a longitudes mas cortas porque éstas crecian mucho mas rapido que el resto
del espectro conforme el pH aumentaba. Cabe decir que la solucién de NaOH empleada
absorbia en esa region.

En la Tabla 10.1 aparecen los resultados al manejar informacion experimental en un
intervalo de pH en donde se hallan todas las especies a excepcion de CysHs".

Tabla 10.1. Refinamiento en ¢l intervalo H<13.
Modelo de entrada N
ESPECIE logfl FoV| ¢
CYS(HH(1) 10.20 Var | Si
CYS(1)H(2) 18.33 Var | Si
CYS(1)H(3) 20.23 Fija | No

De ese analisis se halla que pK,3=10.69 y pKp= logB,-logP; = 18.88 — 10.69 = 8.19. Las
absortividades molares que SQUAD calcuid para el modelo se muestra en la Fig. 10.7.
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10. Resultados y discusion: Sistema cisteina / H,O

Fie. 10.7. Absortividades molares obtenidas en el refinamiento correspondiente a la
Tabla 10.1. 70 serefiere a CYS(1)H{0) 17 a CYSI1}H(1) y 72 a CYS(1}H(2).

Por otro lado, si se hace a un lado la informacidn registrada en medio bdsico y se concentra
en el intervalo 7 < pH < 9 se obtienen los resultados de la Tabla 10.2. Aqui sélo se busco

refinar logB: = pKy+ pKa. De ese anilisis se halla que pKyp= logP,—~logP; = 18.16 ~
10.20 = 7.96 .Las absortividades molares resultantes aparecen en la Fig. 10.8.

Tabla 10.2, Refinamicnto en ¢l intervalo 78pH<9.
Modelo de entrada "Nodelo refinz
ESPECIE logp FoVv| ¢ log3 o
CYS(HH(!) 10.20 Fija | Si - -
CYS(DH2)| 1833 | Var | St 18.16
CYS(1)H(3) 20.23 Fija | No

2.0

16 il P e

2 ¥ . N e
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220 240 260 280 300

FiG. 10.8. Absortividades molares obtenidas en el refinamiento correspondiente a la Tabla 10.2.
11 a CYS(1)H(1) y 12 a CYS(1)H(2).
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10. Resultados y discusion; Sistema cisteina / H,0

De manera equivalente se presentan los resultados al aumentar la informacién en el
intervalo 9 < pH < 13, retirando los datos de un medio menos alcalino. Esta es otra manera
de obtener logB, = pK,;. Los resultados aprecen en la Tabla 10.3 y las absortividades

molares que se pueden calcular con la informacidon administrada aparecen en la Fig. 10.9.
De ese anlisis se halla que pK,;3=10.49.

Tabla 10.3. Refinamiento en el i
Modelo de entrada i
ESPECIE logB FoV
CYS(1)H(1) 10.20 V
CYS(1)H(2) 18.33 Fija
CYS(1)H(3) 20.23 Fija

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0 |

0.5

0.0
220 240 280 280 300

Fic. 10.9. Abscrtividades molares obtenidas en el refinamiento correspondiente a la
Tabla 10.3. 10 se refiere a CYS(1)H(0); 77 a CYS(1)H({1)

Discusién

El modelo quimico necesario para reproducir datos potenciométricos (pH) no requiere
precisar de la estructura de la cisteina. Es suficiente con saber que de ella provienen tres
protones (ver capitulo 4). Por tanto, sélo se necesitarian de tres equilibrios de disociacién
4cida relativos a este aminoéacido, con sus respectivas macroconstantes Kai, Ko ¥ Ka.
Estas tltimas quedarian en funcién de la concentracién de las que podemos llamar
macroespecies (mas su coeficiente de actividad, claro): CYS(1)H(3), CYS(1)H(2),
CYS(DH(1) y CYS(1)H(0). Un diagrama de distribucién en funcién del pH de las
macroespecies indicaria que para pK,; < pH < pKq3 predominaria CYS(1)H(1), entre las
otras posibles. Podemos imaginar a SQUAD construyendo este mismo diagrama de
distribucién y asignando absortividades molares a cada macroespecie. Entonces, a SQUAD
se le administré un "macromodelo” y se obtuvo uno refinado. Esto es asi porque se sabe
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10. Resultados y discusion: Sistema cisteina / H20

que tal y como esté construido el algoritmo de SQUAD (el balance de masa sobre todo) no
es posible trabajar con equilibrios de tautomerizacién adecuadamente [2]. En otras
palabras, el programa trabaja sobre la base de la formula estequiométrica. Obviamente, la
informacion espectrofotométrica est4 relacionada con la estructura pero la informacién al

respecto no la brida el programa. Se tienen que hacer algo extra para obtener mas
resultados.

A CYS(1)H(1) le corresponden dos microespecies: HCys™ y CysH™ (ver capitulo 4), siendo
la primera mas absorbente ya que, a diferencia de la segunda, ésta contiene el grupo
sulfidrilo ionizado. Se ha demostrado que el grupo RS™ es reponsable de la absorcion de
diferentes tioles y que estructuras similares sin el grupo tiolato absorben muy poco [3], [4],
[y capitulo 4]. Este hecho queda claramente confirmado en las figuras 10.7 y 10.8 junto
con los espectros directos de las figuras 10.5 y 10.6. La forma CysH, (interpretada como
CYS(1)H(2)), que no contiene al grupo tiol ionizado, practicamente no absorbe. Ahora,
cabe preguntarse ;por qué es la absortividad de CYS(1)H(1) aproximadamente la mitad de
ia de CYS(1)H(0)? ¢ Serd tal vez porque cuando predomina CYS(1)H(1), 50% se encuentra
en la forma HCys™ y el resto en Ia forma CysH™? Un poco de algebra sencilla ayudara.

Sea ecysnn() la absortividad de la macroespecie CYS(1)}H(1). Entonces, si C es la
concentracion y su subindice la especie a la que se refiere, es claro que

ecysHMCeysmy = EcysH Creys- + Coysti-) (1)

Pero si cada microespecie posee su propia absortividad, entonces
ecys(HMTCYS(HH() = EHCys-Chicys— T ECysH-Coysh- {2)

Sea R el cociente de tautomeros
R= CHCys— / CCysH— (3)
Entonces la ecuacion (2) es posible rearreglarla para despejar a R

R =(ecvscnny — Ecysh-) / (Eucys— — EcysyH(y) (4)

La hipdtesis de trabajo es suponer que las dos microespecies con ¢l grupo tiolato absorben
igualmente. Las dos otras microespecies absorben comparativamente menos pero se
supone que igual [4-6]. Esto se traduce en las siguientes ecuaciones (ver ecuaciones 4.13 y
4,14):

EHCys- = ECys(2-) = ECYS(1)H(0) )
ECysH- = ECysH2 = ECYS(1)H(2) (6)

La primera igualdad en (5) y en (6) es la hipétesis de trabajo. La segunda igualdad en las
mismas es debida a la identificacién inequivoca de la macroespecie CYS(1)H(0) con la
microespecie Cys®". Similarmente para CYS(1)H(2) y CysHa. Por Gltimo (4) se reescribe a
partir de las ecuaciones (5) y (6):

78



10. Resultados y discusion: Sistema cisteina / H20

R :(ECYS(I)H(I) ~ Ecys(nH)) / (Ecysayge) — EcyseH)) (7

o bien

gcys(H) = (R Ecysam + Ecvsamey) / (R + 1) (8)

Si R =~ 1, entonces gcysciyt) = (Ecys(hn©) + Ecys(ne)) / 2 como aproximadamente se ve en
la Fig. 10.7. Benesch y Benesch [4], con gran intuicién, trabajaron con una forma
equivalente a la ecuacion (9) y que llamaron la "fraccion RS™:

f= Chcys- /{ Crcys- + Ceysu-) =R/(1+R) 9

Si en la Fig. 10.7 vemos que /'~ 1/2, eso implica que R = 1 y que el 50% se encuentra en la
forma tiolato y el otro 50% en la forma tiol. Una vez comprendido lo que nos quiere decir
las curvas de la Fig. 10.7 y de haber formalizado las ideas sélo resta hacer un poco de
aritmética y explotar (como dicen los franceses) la ecuacién (7) junto con los datos de la
Fig. 10.7. En la Fig. 10.10 se muestra a R en funcion de la longitud de onda a partir de la
informacidn de la Fig. 10.7. Como puede observarse, los resultados no son concluyentes y
mas bien inciertos. Cabe citar que ya se habia encontrado la variacién de R en funcién de la
longitud de onda al tratar datos con argumentos parecidos [6]. Splittgerber et al. [6]
sefialan que R es independiente de la longiutud de onda y que por lo tanto lo que se esta
calculando es una R aparente. Luego ellos sugieren que el valor de R ha de buscarse en
aquellas longitudes de onda donde R practicamente no cambia con la logitud de onda. Esto
ocurrira légicamente en el intervalo de longitudes de onda donde las absorbtividadese no
varien mucho: 260 < A /nm < 300.

1.6

R
14 | %
1.2 .
1.0
0.8 | ‘. S e,
0.6 *, +* L

0.4
02}

" long.onda/nm
0.0

220 240 260 280 300

Fic. 10.10. El cociente de tautémeros R aparente en funcién de la longitud de onda.
R calculado a partir de la ecuacién (7) y con los datos de la Fig. (10.7).

En la Fig. 10.11 se muestra el equivalente de la Fig. 10.10 pero a patir de los datos de las
figuras 10.8 y 10.9. En este caso, £cysuyn) se tomo como el promedio simple de los
pertenecientes a las mismas figuras. Aqui se oberva que R tiende a un valor constante de

£STA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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aproximadamente 0.5 precisamente en el intervalo 260 < A /am < 300; la causa es que los
espectros son mas bien planos a esas longitudes. Estos resultados no son concluyentes.

2.5
201 ¢

1.5 Y

1.0 ’o

0.’
05 o tOOOOQ'OQOOOOOﬂ_tb}'Q;Q-.

0.0 _—
220 240 260 280 300

long. onda/nm

Fic. 10.11. Ei cociente de tautdmeros R aparente en funcién de {a iongitud de onda.
R calculado a partir de la ecuacidn (7} y con los datos de fas Figuras (4) y (5).

Es interesante observar que en la tltima figura haya aparecido un méximo alrededor de los
229 nm, longitud comparable a la elegida por Benhallam et al. [5] de 227 nm para realizar
sus estudios de los procesos microscdpicos. Empieando un algoritmo de ajuste, ellos
hicieron uso de la funcién g, conocida como el niimero promedio de protones, llamada en
ocasiones "curva de protonacién”. ¢ es andloga al nimero promedio de ligandos (n)

inventado por Bjerrum [7]. El objetivo era obtener una microconstante (que junto con las
macroconstantes sea suficiente para hallar las otras tres) minimizando la suma de los

cuadrados de los residuos U = (g, — Fyenc )’ - Ver 1a seccion 4.4-,

1.0

6.8

0.6
04

0.2 !

! pH
0.0 -

6 7 8 9 10 11 12

Fic. 10.12. Curva de protonacion segin A /nm = 227. El calculo de G tiexp parti6é de datos

de concentracion 6 x10~' M. gPunto experimental. Linea continua, resultado del ajuste
efectuado por Solver (MS Excel).

En la Fig. 10.12 aparece la reproduccion de dicho tratamiento con los datos experimentales
obtenidos. De ahi se obtuvo pkns = 10.11 y R = 2.7; U = 0.00598 para 27 datos(con las

80



10. Resultados y discusion: Sistema cisteina / H;O

constantes pKi; = 10.69 y pKa; = 8.19 fijas, resultados de SQUAD, y con ecysa-y =

ECYS(HH(0) Y EcysH2 = Ecys(lyuey libres, partiendo de resultados refinados por SQUAD).
Benhallam et al. [S] obtuvieron pins =9.78.y R =3.2.

El siguiente paso es manejar varias longitudes a la vez. Eso se hizo para A = 221, 223, ...,
259 nm. Se eligid la informacion experimental de soluciones 6.0 %107 M, necesaria para
calcular ¢ y de ahi g, (ver seccién 4.4). Se manejaron inicialmente las absortividades

molares calculadas por SQUAD de CYS(1)H(0) y CYS(1)H(2) (provenientes del
refinamiento a 7 < pH < 13) como myx ¥ m, respectivamente (ver seccién 4.4). Estas
absortividades molares se les permitio variar -segin la idea original- lo que permitié
reducir a U de 11.821 a 1.080 para 540 datos. De ahi se obtuvo pins = 10.32 y R= 1.4 (con
las constantes pKa; = 10.69 y pK,; = 8.19 fijas).

iong. onda/
nm

Fi6. 10.13. Superficie de protonacion ¢ =f{pH,A)

El calculo de g Hesp parti6 de datos de concentracion 6 x107* M.

Para analizar un poco la informacion resultante se presenta la superficie g, = fipH, A) en

la Fig. 10.13. Al seguir una linea paralela al eje de las longitudes de onda se observa que
&Hﬂp tampoco es 100% independiente de la longitud de onda (que en principio deberia
ser). Sin embargo la variacién es mucho més pequefia que en el caso de la ec. (7) y figuras
10.10 y 10.11. Cabe esperar, por esto, un resultado mas confiable. La hipétesis de trabajo
s la misma en ambas técnicas metodolégicas (ecs. (5) y (6)) pero la transformacién ¢
hace la diferencia junto con el uso de un método de ajuste.

Para exponer el grado de ajuste general a la curva calculada en una imagen, se muestra en

fa Fig. 10.14 la curva recalculada al lado de experimentales a diferentes longitudes de
onda.
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Fi6. 10.14. Curvas de protonacion, g | calculada y una seleccidon de cuatro longitudes de onda.

También se muestran los coeficientes de absortividad de CYS(1)H(2) y CYS(1)H(0) antes
(originalmente calculados por SQUAD) y después del refinamiento para obtener la
microconstante, Fig. 10.15. Como puede observarse, la variacién no es muy grande,
Finalmente aparece la tabla de resultados finales para el modelo de disociacién acida de la
cisteina en solucion acuosa.

Los resultados de la razén tautomérica seflalan que ambas formas , tiol y amonio, se

disocian simultineamente, aunque la primera en un grado ligeramente mayor. No es
posible asignar un pK, uinico ni a la forma tiol ni al amonio.

Doco0O0oooan

220 230 240 250 260

Fic. 10.15. Absortividades molares antes y después del refinamiento para el calcule
de la microconstante pkns. Cys(-2) se refiere a ia absortividad de CYS(1}H(Q) y
CysH2 a la de CYS({1)H(2). Ambas inicialmente calculadas por SQUAD. (Fig. 3). Las
lineas continuas hacen referencia a los valores finales después del refinamiento de la
microconstante.
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Resultados finales
La desviacion estindar de la constante aparece entre paréntesis. Cuando no aparece se

desconoce.
Tabla 10.4a. Resultados finales.
CYS(DH(0) + H = CYS{HH(D)
Ref. T/°C um Meét. logK= pK;
N.V. 25 0.15p=0.2 EF 10.69(0.05)
[5] 25 0.5 P 10.407(0.008)
[81 25 0.15 p 10.40

NV: nuestros valores. Mét.: Método. EF: espectrofotometria. P: potenciometria.

Tabla 10.4b. Resultados finales.
CYS(DH(1) + H = CYS(DH(2)

Ref | Trc | um | Mé | logK= pKo,

N.V. 25 0.150<0.2 EF 8.19(0.07)
[5] 25 0.5 P 8.286(0.004)
[8] 25 0.5 | P 8.30

Tabla 10.4c. Resultados finales.

Cys’™ + H' = HCys™; “SCH,CH(NH,")C0O"
Ref. T /°C /M Meét. logK= phsy
N.V. 25 0.15u<0.2 EF 10.45
[5) 25 0.5 Polar. 10.28(0.01)
(4] 23 Tampons EF 10.36

Polar.: Polarimetria

Tabla 10.4d. Resultados finales.
Cys*™ + H' = CysH™; HSCH,CH(NH,)COO
Ref. TAC | umM Meét. logK= pkns
N.V. 25 0.15u<0.2 EF 10.32
[5] 25 0.5 EF 9.780(0.005)
(4] 23 tampons EF 10.03
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Tabla 10.4e. Resultados finales.

“SCH,CH(NH,"C00™ ; HCys™ + H™ = CysH,
Ref. T /c uM Meét. logK= pkg
N.V. 25 0.1£p<0.2 EF 8.43
[5] 25 0.5 Polar 8.41
[4] 23 Tampons EF 8.53

Tabla 10.4f. Resultados finales.

HSCH,CH(NH,)c00™ ; CysH + H" = CysH;
Ref. T /rc /M Meér. logK= pky
N.V. 25 0.15n<0.2 EF 8.56
[5] 25 0.5 EF 8.91
[4] 23 Tampons EF 8.86

Tabla 10.4f. Resultados finales.

CysH™ = HCys™
Ref. TrRC | u/M Meét. R
N.V. 25 0.12p<0.2 EF 1.4
[5] 25 0.5 EF 3.2
[5] 25 0.5 Polar. 3.0
{4] 23 tampons EF 2.1
[9} - tampons EF 13
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11. Resultados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®

11. Resultados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-
fenantrolina / Cu**

11.1. Resultados

Experimento: Cu® i/ fenm =1 : 1.

En este experimento la concentracién total inicial de cobre (IT) fue [Cu®*]° =49.8 uM y la
correspondiente para 1,]10-fenantrolina : [fen] ° = 54.0 uM, por lo que la relacion
Cu(Il)/fen resulté en realidad 1.00 : 1.08

[Culipr= 49.80 M [Fenlqay= 54.00 pN

t.o [CuFen(OH) >
L CuFenDH CuFen

0.8
Cu
. 0.6
o
g
5 0.4
w
o.2
o.o
-14 -i2 -10 -8 -5 -4 -2 0
Log [H}

Fic. 11.1. Diagrama de distribucion de las especies del ion cuprico en funcion de -pH=log[H")
conlarazén Cu : fen =100 1.08.

En la figura 11.1 puede observarse un modelo de la distribucion de las especies de Cu(II)
en las condiciones de este experimento y construido con las constantes de equilibrio
reportadas con anticipacién [1]. Se observa que es posible refinar con ese juego de datos las
constantes de formacién para dos especies diferentes: Cu(OH)fen' y Cu(OH).fen. La
constante de formacién del cornguesto Cufen® no es conveniente refinarla de estos datos
pues casi no hay presencia de Cu * libre (ademas de que es transparente en estos érdenes de
concentracion por arriba de los 210 nin y por debajo de los 380 nm). En general es también
dificil obtenerla dado el gran desplazamiento de la reaccién Cu** + fen = Cufen?* hacia la

derecha.
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Fic. 11.2. Seleccion de espectros de absorcion UV registrados a scluciones de o-fen 5 x 10° ™M
junto con Cu(ll) en razén 1:1,de diferente pH. p=0.10 (KCI) y T = 25°C (la grafica muestra sélo
una porcidn de los espectros obtenidos, esto con el fin da evitar una acumulacién innecesaria
de los mismos). El experimento comenzé con una solucidon basica a la que se le fue anadiendo
HCl{ac). La absorbancia fue disminuyendo gradualmente en el intervalo 12.8 < pH < 9.7 para
luego permanecer practicamente constante.

La presencia del cobre cambia apreciabiemente la forma de los especiros. La banda
alrededor de los 272 nm para Hfen" ahora es mas puntiaguda para Cufen®” y la antigua
banda para fen entre los 220 y 240 es ahora un hombro, a semejanza del espectro de Hfen'
(Fig. 9.3).

Los resultados del programa TRIANG se presentan a continuacién. Estos indican que sélo
se cuenta con informacién espectrofotométrica de una o dos especies (se prefiere usar los
errores en transmitancia, AT,alrededor de 0.003). Es muy probable que las especies Cufen®”
Cu(OH)fen" y Cu(OH);fen no tengan compartamientos espectrofotométricos con
diferencias importantes. De hecho los espectros de una mezcla 1:1 de Cu/fen practicamente
no cambian con el pH (Fig. 11.2).

AT Ndmero de
gspec
0.001 3
0.002 2
0.003 2
0.0Q4 I
Resuitados de TRIANG,
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11. Resultados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®*

Primera estrategia

Datos de 220 a 318 nm, tomando las absorbancias correspondientes a las longitudes de
onda pares. Por lo que se ha dicho, parece razonable intentar refinar las contantes

Cu, fen Cu, . . ., .
108K ciom enn ¥ logK c:({;’f:), e,z TANteniendo fija la constante de formacion de! complejo

I:1 (logP, para Cufen). Como valores iniciales por refinar para las dos primeras constantes
se asignaron los valores de 3.4 y —8.0, respectivamente.

Si (logB)4is=9.00, entonces logK ciify, .. ,» = 5.88 (0.03), logK &ibr . =~5.35(0.19) y
U = Suma de cuadrados {(obsvd. - calc.) = 6.408.

Si (logB,)sio =9.08, entonces logK &iif7) . = 3.38(0.07), logK &ibn, o, = —8.06(0.24) y
U=14.882.

Si (log))e=9.15, entonces logK Ciibr . 4= 5.98 (0.03), logK iy . 0n = = 5.26(0.19) y
U=6.233.

De estos resultados, el mejor modelo es el tercero, pues ahi U/ es la mds pequefia. Sin
embargo, aun es muy alta.

Segunda estrategia

Datos de 220 a 318 nm, tomando las absorbancias correspondientes a las longitudes de
onda pares. En un intento por hacer que el algoritmo del programa se acercara mds a la
informacién que procesaba, se supuso que la formacién del complejo 1:1 era completa y
que era innecesario suponer la existencia de Cu(Il) y 1,10-fenanatrolina libres. Entonces

U= 1 1-93 con IOgK gﬁ’?gﬁ)flﬂ,f‘f = “‘5.73(0.06), logKadminis[radﬂ = _8.0. lOgK g:{eg.‘l),fcn.ZH =

—17.1(0.2), logKadministrada = —17.3. Ademas de que U no disminuy, se puede hacer una
objecion: este resultado no puede calificarse por bueno dado que el ion metdlico y el
ligando no se encontraban en una relacién estricta 1.00 : 1.00 sino 1.00 a 1.08 a favor de la
fenantrolina y es ésta , tal vez, que encontrandose en un ligero exceso hace fallar en el
resultado siendo una especie con una gran capacidad de absorber. Sin embargo, el resultado
guarda consistencia.

Experimento: Cu"m;/ fena=1:2.
En este experimento la concentracién total inicial de cobre (II), [Cu®*]i® = 23.9 M ¥y la
correspondiente para 1,10-fenantrolina : [o-fen] \o° = 54.0 uM

En la figura 11.3 puede observarse un modelo de la distribucidn de las especies de Cu(Il)
bajo las condiciones de este experimento y construido con las constantes de equilibrio
reportadas con anticipacién [1]. Se observa que el sistema es mas complicado que el
anterior. La figura hace suponer que en principio se cuenta con informacion experimental
de las especies: Cufen™, Cu(OH)fen*, Cu(OH),fen, Cufen,?” y Cufens™.

La intencion de este experimento fue de refinar la constante de formacion del compuesto
1:2. Este experimento no fue suficiente para lograrlo satisfactoriamente. El mejor de los
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11. Resultados y discusion: Sistema; H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®’

resultados parte de la aproximacion justificada de que la formacién del monofenantrolin-
cobre(Il) es completa. Las absortividades molares, de las especies involucradas, calculadas
por el programa no son confiables (debido a las altas desviaciones estiAndar calculadas) y
esto solo confirma la falta de precisién en el resultado.

[Culygr= 23,90 uM [Ferlygs= 54.00 utl

1.0 £uFenl(0H) 2

Fraction

=14 -12 -10 -8 -5 - -2 0
Log {H]

Fic. 11.3. Diagrama de distribucion de las especies del ion clprico en funcién de pH con
la razén Cu : fen = 1.00 : 2.26.

Tabla 11.1. Constantes de formacién. Experimento 1:2. T=25°C.

=0.1 (KCI)
Modelo de entrada
ESPECIE logf FoV £
CUFEN(1)FEN(1) 6.87 v | si 10.7 0.1
CUFEN(1)FEN(2) 12.29 vV Si 14.9 0.2
CUFEN(1)OH2) -3.00 Vv | Si -4.5 0.1
CUFEN(1)OH(2) -17.30 v Si -13.4 0.1
FEN(1)H(1) 4.96 F |Dadas _ -

0.328 0.019

CUFEN representa a la especie Cufen®. CUFEN(1)FEN(1) significa que logp hace referencia al
equilibrio Cufen®* + fen = Cufen,®". Similarmente con el resto.

En la Tabla 11.1 aparece el Hamado interto 1. En los otros intentos se manejaron
estrategias en donde se fijaban diferentes constantes o se cambiaba el modelo (como por
ejemplo suprimiendo la especie Cufen;) pero ninguno de ellos fue satisfactorio
quimicamente. De hecho los resultados de la Tabla 11.1 tampoco, pues lleva las constantes
de dos a mas ordenes de magnitud por arriba de los valores publicados por otros autores
(como referencia tomese el valor administrado). El hecho de que la espectrofotometria
(célculo de las absortividades molares) tampoco se haya mostrado satisfactoria es otro
indicio para no concluir positivamente sobre estos valores.
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11. Resultados y discusién: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu?*

absorbancia

long. onda/ nm

Fic. 11.4. Seleccion de espectros de absorcidn registrados a soluciones de o-fen 5 x
10" M junto con Culll) en razén 1:2 {Cu a fen)de diferente pH. u=0.10 (KC) y t =
25°C.£l experimento comenzé con una solucién neutra a la que se le fue afiadiendo ya
sea HCl{ac) o NaOH(ac). Familia de espectros parecida a la de la refacion 1:1.

Experimento: Cu“,omllo-fenmm =1:3.
En este experimento la concentracion total inicial de cobre (II), [Cu®' ], = 15.9 pM y la
correspondiente para 1,10-fenantrolina : {o-fen) (,° = 54.0 uM.

[Culypr= 15.90 M [Fern]igr= 54.00 uM

1.0 ffuFenidnlz

Frucktion

Leg [H}
Fic. 11.5. Diagrama de distribucion de las especies del ion cuiprico en funcién de pH con
la razén Cu: fen =1.00: 3.40.

En la figura 11.5 puede observarse un modelo de la distribucion de las especies de Cu(ll)
bajo las condiciones de este experimento y construido con las constantes de equilibrio
reportadas con anticipacion. Se observa que es posible refinar, al parecer y como mdximo
(con este juego de datos), las constantes de formacién para las especies: Cufen®
Cu(OH)fen", Cu(OH)afen, Cufen,®” y Cufens®™.
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11. Resultados y discusion: Sistema: H20Q / 1,10-fenantrofina / Cu®*

En la Fig. 11.6 se muestra una seleccion de los espectros de absorcién UV de este
experimento (Cu : fen = 1 : 3). Estos espectros ya difiereren de los registrados a 1:1 y 1:2
pues mientras esos dos eran bastante similares, aqui ya se puede observar un
desplazamiento de las bandas semejante al de la fenantrolina sola.

20

j=—e—pH=2.3
1.6 ¢ ‘i—)é——pH#'.'cJ
" . ~—o~pnH=7.0
j ‘=¥%—pH=B.56

1.2 —t—pH=10.2

—=—pH=11,7

Absorbancia
&

210 230 250 270 290 3io

long. onda / nm

| e Nl e e m e e [ PR, _
Fic. 11.6, Seleccion de espectros de absorcidn registrados a soluciones de o-fen 5 x
10 M junto con Cu(ll) en razon 1:3 (Cu a fen),de diferente pH. p=0.10 (KCl) y t =
25°C.El experimento comenzé con una solucidn neutra a la que se le fue afadiendo ya
sea HCl(ac) o NaCH{ac).

Tabla 11,2. Constantes de formacion. Experimento 1:3. T=25°C. u=0.1

(KCh)
Modelo de entrada
ESPECIE logh |FoV
CU(DFEN(1) 9.08 F - -
CU(DFEN(2) 15.76 4 Si 14.90 0.06
CU(DYFEN(3) 20.94 v Si 19.30 0.06
CU(LFEN(1)OH(1) 25 F
CU(FEN(1)CH(2) |  -8.2 %
FEN{1)H(I) 4,96 F

En la Tabla 11.2 aparecen los resultados obtenidos con SQUAD. Referidos a los valores
administrados, estos valores refinados son comparables. En la Fig. 11.7 se muestran las
absortividades molares que durante el proceso de convergencia pudieron variar. Su aspecto
sefiala la dificultad que en el algoritmo tuvo para ajustar e} modelo a la informacion dada.
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11. Resultados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®*

9.0 - —— Cufen
8.0 A —{J—Cufen2
10 ';‘ | —A— Cufenl

!—-—-—Cu{OH)fen '

| 4 CutoH2fen |

E/(1xt0%m'M7)

leng. ondz / nm

FiG 11.7. Absortividades molares de diferentes especies del
sistema H20/o-fenfCu®* a partir delprocesamiento del
experimento 1:3 hecho por SQUAD.

Experimento: Cu"mml feron =3 : 2.
En este experimento la concentracion total inicial de cobre (IT), {Cu*"}° = 81.0 uM y la
correspondiente para 1,10-fenantrolina : [fen] ,° = 54.0 uM.

En este caso se buscaron mejores condiciones para lograr refinar la constante de formacidn
del complejo 1:1. La razén Cu:fen es 1.50:1.00. La figura 11.8 muestra el diagrama de
distribucion de especies en ¢l plano fraccidn de Cu(Il} en funcidén del pH y la figura'11.9 en
el plano fraccidn de fen en funcion del pH.

{Culypy= B1.00 wM [Fenlgyr=  54.00 wH

Froction

-14  ~-12 -1D -8 ~B -4 -2 ]
Log (M}
Fic. 11.8. Diagrama de distribucion de las especies del ion cuprico en funcién de pH con
la razén Cu - fen = 1.50 1 1.00. Fraccién de Cu(ll) en funcién del pH.
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11. Resultados y discusion:

[CU]“]y: B1.00 pH

Fraction

0.0

LuFen (0K} 3

CufFenDH

Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®*

[FEﬂng'r: 54,00 uwH

CuFen

=14

Log {H}
FiG 11.9. Diagrama de distribucién de las especies del ion ciprico en funcion de pH con

la razén Cu : fen = 1.50 : 1.00. Fraccion de fen en funcién del pH.

Las especies de cobre principales son Cufen’*, Cu(OH)fen', Cu(OH)fen y Cu(OH).y
cobre libre en medios 4cidos.
Los resultados obtenidos por SQUAD al administrar la informacion obtenida en medios

dcidos aparece en la Tabla 11.3:

Tabla 11.3. Constantes de formacién. Experimento 3:2. T=25°C. u=0.1

(48]}
Modelo de entrada
ESPECIE logP FoVv| ¢ log o
CU(DFEN(D) 9.0 V| si 9.6
FEN(DH(1) 4.96 F | Dadas

Y al tratar con las soluciones de medio basico:

Tabla 11.4. Constantes de formacion. Experimento 3:2, T=25°C, p=0.1

XKCh
Modelo de entrada
ESPECIE logh |FoV] ¢ logP o
CU(FEN(D) 9.6 F Si 1.39 0.04
CU(1)FEN(1YOH(1) 2.5 v | si -9.09 0.05
CU(1FEN(1)YOH(2) 8.0 | 4 Si -8.65 0.05
FEN(1)H(1} 4,96 F|Dadas - -
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11. Resultados y discusién: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®*

25 ;
‘2.0 : 5 juO—GC ulan !
e G MO N MR
. - 4 DG NID K ITMON
15 2
£ 36
1.0 - o
3 2,
% N
0.5 _'% >
00 - \ _ _ : o ! I_Qng. °,",“*_‘,’ nm e
220 240 260 280 300 3200 220 240 260 280 300 320

Fi6 11.10. (1za.) Algunos espectros de absorcion para el para el experimento con razén Cu: fen = 1.50 ; 1.00.
FiG 11.11. (DER.} Absortividades molares de las especies involucradas en el experimento d.

En el diagrama de distribucion de especies de Cu(ll) en funcién del pH (Fig. 11.8) se
observa que por haber exceso de Cu(Il), es necesario considerar en el modelo administrado
a SQUAD la hidrdlisis del este cation metalico. Por el otro lado, en la Fig. 11.9, donde
aparecen [as especies de 1,10-fenantrolina para esta razon metal/ligando, se observa las tres
especies que en principio estuvieron absorbiendo, dependiendo del pH de la mezcla.

En las tablas de resultados se encuentran constantes refinadas que se pueden calificar como

buenas, hecho que queda ilustrado también por el aspecto "suave" de las curvas en la Fig

11.11. Este experimento permitid, a diferencia de los demas, refinar la constante del
gy r 2+ 2+

equilibrio Cu™ + fen = Cufen”".

Experimento: Cu"m.a.!o-fenml =2:1.

En este experimento la concentracion total inicial de cobre (I1), [Cu®'i® = 108.0 uM y la
correspondiente para 1,10-fenantrolina : {o-fen] o° = 54.0 uM. En la Fig. 11.12 se muestra
una seleccién de los espectros obtenidos con esta mezcla. El diagrama de distribucion de
especies para fenantrolina seria esencialmente el mismo al de la figura 11.9, y el respectivo
para ion cidiprico seria semejante al de la Fig.11.8 pero con una abundancia mayor de cobre
lobre y sus hidroxocomplejos.

Discusion y Analists

La variacion experimental del cociente metal/ligando es muy importante para el estudio de
la formacion de compuestos de coordinacion (complejos), de tal forma que se pueda llegar
a construir un modelo de equilibrio donde se estableca no soélo la estequiometria sino
también la constante de formacidn (o su cociente de concentraciones en el equilibrio). Esto
es importamte para la quimica analitica pero también para otras ramas de la quimica en
donde interese la cinética (el equilibrio seria la meta y habria que estudiar la velocidad y/o
el mecanismo por el cual llega ahi) o la sintesis en solucidén o no (si se desea obtener alguna
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11. Resuitados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / cu®

especie no soluble, el conocimiento de lo que si se solubiliza siempre ayudard) e incluso en
otras ramas de la ciencia, como la medicina (llamese bioquimica aplicada o quelatoterapia).

H — 0 3 & o= 0 n o

122

pH

23
247 -
257

& o : - 06
ow vy
o ve
o oH g o= =
L

long. onda / nm

Fic. 11.12. Seleccion de espectios de absorcién registrados a soluciones de o-fen 5 x
10° M junto con Cu(fi) en razén 2:1 {Cu a fen},de diferente pH. 1=0.10 (KCi) y t = 25°C,

Regresando al sistema HyO / o-fen / Cu(Il), es aconsejable (si no, necesario) aprovechar la
diferente informacion experimental obtenida al variar el cociente metal / ligando. Es por
ello, que se presenta a continuacion resultados obtenidos con SQUAD al administrarle,
simultaneamente, datos provenientes de dos o mas de los experimentos arriba descritos.

NOTAS INICIALES:

Este refinamiento y los que siguen quedan descritos por las siguientes caracteristicas
generales (a no ser que se diga lo contrario):

(1) Longitudes de onda seleccionadas 220, 222, ..., 318 para un total de 50 datos por
subarchivo (espectro). Si se manejaron 24 de estos, esto hace un total de 1200 datos.

(2) Contaron inicialmente con la informacion de las absortividades molares de la
fenantrolina y el ion fenantrolinio. (pK,)gja= 4.93.

En los casos en que se haya decidido introducir constantes de hidrélisis del cobre
(hidroxocomplejos), estos quedaron como no absorbentes, siendo las constantes (en todos
los casos mantenidas fijas) correspondientes a los equilibrios balanceados con agua y

protones: pKaip = 7.7; pKayg = 15.2; pKazg = 27.5; pKagy = 40.4 y logK §2%"+2% = 10.48.
Aqui pKang = logK &, @™ 1], Si estas constantes se usaron aparecera CUHYDX DATA
en la parte inferior izquierda de la tabla.
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11. Resultados y discusién: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu®*

Cu, fenr )

Refinamiento de la constante de formacién para el compuesto 1:1 (logK Cufon

Los datos se seleccionaron de secluciones ligera a francamente 4cidas de los experimentos
denominados 1:1, 3:2 y 2:1.

Tabla 11.5. Refinamiento de logK 5" .

cloxd

ESPECIE
CU(DFEN(1) 9.00 V

| Refinamiento de las constantes de formaciéon para los compuestos mono y dihidroxo
de monofenantrolincobre(II)

| Se administraron también las absortividades de Cufen calculadas por SQUAD en el proceso

anterior. CUHYDX DATA en la parte inferior izquierda de la Tabla 11.6 indica que entraron
‘ en el célculo las constantes de hidrélisis del cobre. Si una de los dos hidroxomplejos mixtos
estd ausente en el modelo, U se duplica. Si ninguno de las dos se alimenta, entonces se
multiplica por 8. En la Fig 11.13 aparecen las absortividades molares de las tres especies
hasta ahora discutidas.

Tabla 11.6. Refinamiento de logK &bt .y logKgiilh 0y

ESPECIE logB

CU(1)FEN(1) 9.60
CU(1)FEN(1)OH(1) 2.5
CU(1)FEN(1)OH(2) -8.2

CUHYDX DATA
6.0

5.0

—o— (Cufen o
- —m— Cufen(QH)
. —a— Cufen{OH)2

4.0

3.0 4

€ 1{10%cm M)

2.0

1.0

0.0 | T ‘ T
220 240 260 280 300 320

E16. 11.13. Absortividades molares de las especies Cufen®, Cu(OH)fen” y Cu(OH)fen
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11. Resuitados y discusién: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / cu®

Refinamiento de las constantes de formacién para los compuestos 1:2 y 1:3

La estrategia de mezclar archivos no fue exitosa en el refinamiento de las constantes de
formacién para los complejos de estequiometria 1:2 y 1:3. Se agruparon los datos en grupos
de acuerdo al pH (4cidos, basicos y todo el intervalo). Se modificaron los modelos y/o se
administraron diferentes absortividades. El programa no convergia o los resultados eran
pésimos ({/ muy grande, valores de constantes muy por encima de lo esperado y
absortividades con altas desviaciones estindar). Aunque en algunos casos se intentd
administrar las absortividades de Cufen®, siempre se probé sin ellas porque se sabe de las
limitaciones que el programa SQUAD tiene al contar con varias absortividades fijas no
nulas [2].

Sin embargo se quiere citar un caso en el que se administraron las absortividades de fen,
Hfen" y Cufen™". Si se pedia refinar un modelo con los complejos Cufen,?* y Cufeny®” el
programa convergia pero asignaba absortividades molares nulas al compuesto de
estequiometria 1:3 (con una deviacion estdndar muy alta) y una U de 483. Pero si sc
retiraba del modelo a la especie 1:3 se obtenia una U = 0.88. Cuando se presenta algo
parecido usualmente se diria entonces que no hay informacion experimental de la especie
1:3. Esto no puede negar la existencia de la especie 1:3, sobre todo habiendo tanta
evidencia reportada en la literatura, pero si pone de manificsto que la informacién
experimental parece no ser suficiente. Resulta entonces deseable realizar experimentos en
donde la razon metal /ligando sea mds pequefia (por ejemplo 1:5 y 1:10). En la Fig. 11.14
se muestra el caso en que resulté U = 0.88. En la Tabla 11.7 aparece el modelo resultante.
Como se puede ver logf; se vuelve mayor.

6.0
5.0 DDD
=]
B o
4.0 0 5 u]
O o
3.0 = o
Lad = 0
20 £
s
1.0 g
w long. onda /! nm
0.0 -
220 240 260 280 300 320

Fic. 11.14. Absortividades molares de las especies Cufen®* (rombos negros) y Cufen”*
(cuadrados blancos) a partir de informacion experimental de soluciones con gulfen; 1:1;
1:2 6 1:3 en meadios acidos. U=0.88, pero si se introducia al modelo Cufeny™ entonces
U=483.

Es interesante observar en la Fig. 11.14 que Cufeny®* absorbe mas que Cufen® pero que la
forma de ambaos espectros es muy parecida.
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11. Resultados y discusion: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu**

En este punto de la discusion se observa que Jos valores de logK ¢ y logK " se han

presentado como los mas inciertos y alejados de los valores de la literatura. Sélo a partir de
datos aislados del experimento 1:3, como ya se vio, fue posible refinar logK &2%" . Por ello

en las Tabla 11.8 y 11.9 se presentan dos analisis de esos datos con diferentes modelos
alimentados, ya contando con valores refinados de los mono y dihidroxo complejos mixtos
con fenantrolina.

Tabla 11.7. Refinamiento de logK &2

ESPECIE
CU(1)FEN(1) 9.60 F
CU(1)FEN(2) 16.00 y

En la Tabla 11.8 estan los resultados al fijar las constantes refinadas que han aparecido en
la discusion y que pueden tomarse como buenos valores. Sin embargo los resultados
muestran valores altos para los complejos 1:2 y 1:3. La espectrofotometria resultante se
muestra en la Fig. 11.15 donde se han omitido las absortividades de los hidroxocomplejos
mixtos y se han afiadido las del complejo 1:1 obtenidas anteriormente. Es interesante la
espectrofotometria porque muestra una probable tendencia de los espectros de estas
especies.

- Cu.2 fen Cn,3 fe
Tabla 11.8. Refinamiento de logK ¢, v logK (2"

Modelo de entrada
ESPECIE logP FoV| ¢ logP o
CU(1)FEN(1) 9.60 Fija | Si - -
CU{1FEN(2) 16.00 Vv St 17.22 0.09
CU{IFEN(3) 21.35 4 Si 22.81 0.13
CU(1)FEN(1)OH(1) 3.70 Fija 1
CU(1FEN(1)OH(2) -3.66 Fija
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11. Resuitados y discusion:

e/ (1>10%m*™M")

0a. o000

Fig. 1115, Absortividades molares de las diferentes especies de acuerdo al
refinamiento mostrado en la Tabla 11.8. La linea cantinua as e! espectio especifico del
compuesto 1:1 (Cufen®) mostrado en la Fig. 11.13.

° &
° °°o°g°oo°

240

260

L3

230

long. enda / nm

_ Cufen
= CufenZ:
i == Cufen3
Cufen’ !

Sistema: H20 / 1, 10-fenantrolina / Cu®*

Tabla 11.9. Refinamiento de logK gj;,,f;" , logk g:ff "y logl G

En lo que respecta a la Tabla 11.9, la espectrofotometria (asi como los resultados mismos)
es semejante a la de la Fig. 11.7, correspondiente a la Tabla 11.2. A diferencia de los
resultados de la Tabla 11.8, los de la Tabla 11.9 muestran valores méas pequefios a los que

se esperaban.
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Modelo de entrada CIREE
ESPECIE | logf |FoV| & logf} o
CU(1)FEN(I) 9.60 Fija | Sf - -
CU(LFEN(2) 16.00 v Si 15.56 0.06
CUQ)FEN(3) 21.35 14 Si 19.90 0.06
CU(1)FEN(1)OH(1) 3.70 14 Si 2.50 0.04
CU(1FEN(1)OH{2) -8.66 Fija 1




11. Resultados y discusién: Sistema: H20 / 1,10-fenantrolina / Cu?*

Resultados Finales

Tabla 10a. Resultados finales.

—
Cu® + fen = Cufen®
Ref. Trc | um | Mét logK=
N.V. 25 0.15u<¢.2 | EF 9.60(0.15)
(3] 25 0.1 Ext 9.1
(4] 20 0.1 Varios 9.25
| [5] 25.0 0 Termo. 9.14(0.06)

NV: nuestros valores. Mét.: Método. EF: espectrofotometria. Ext.; reparto entre
fases. Termo.. Termoguimico. Las desviaciones estandar aparecen entre
paréntesis. Si no se dan en algunos casos es porque la publicacion no las cita.

Tabla 10b, Resultados finales.

Cu® + 2fen = Cufeny®
Ref. T/°C M Meét. logK=
N.V. 25 0.15p50.2 EF 15.56(0.06)
(3) 25 0.1 Ext 15.8
[4] 20 0.1 Varios 16.00
5] 25.0 0 Termo. 16.01(0.1)
(6] 25 0.1 Ext 15.39
Tabla 10c. Resultados finales.
Cu®* + 3fen = Cufens®”
Ref. Trc | um | Mét logK=
N.V. 25 0.1=1<0.2 EF 19.90(0.06)
[4] 20 0.1 Varios 21.35
[5) 25.0 0 Termo. 21.43(0.1)
L_[6] 25 01 | Ext 20.41
Tabla 10d. Resultados finales.
Cu* + fen + H,0 = Cu(OH)fen® + H”
Ref. Trc /M Met. logK=
N.V. 25 0.15u<0.2 EF 3.70(0.17)
il 25 0.1 Pot 248
Tabla 10¢. Resultados finales.
Cu?* + fen + 2H,0 = Cu(OH)fen + 2H"
Ref. T /°c u/m | Mét logKk=
N.V. 25 0.121<0.2 EF ~8.66(0.18)
Ny 25 01 | Pot —8.22
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12. Resultados y discusion: Sistema H,O / cisteina / Cu

12. Resultados y discusion: Sistema H20 / cisteina / Cu

12.1. Resultados.

Relacién Cu/Cys = 1:4. {Cu(ID)]}=1.0 x107'M.

Se hizo variar el pH de una mezcla Cu/Cys 1:4 ([CulD)}=1.0 x107*M). Se partié de medios
acidos (HCIOa, pHigicw=1.83) y se fue afiadiendo una solucion de hidrdxide de sodio para
pasar por medios neutros y Hepar a medios basicos (pHena=12.13). Se registraron 50
espectros. La Fig. 12.1 proporciona un aspecto de la informacion espectrofotométrica.

Los espectros muestran una absorbancia creciente simultinea al aumento del pH. Se
observa un aumento rapido de la absorbancia de pH 11.15 a 11.30.

Cabe decir que en este caso (y en los que siguen) la mezcla no era una solucion en rigor,
sino una suspension: pequeflitas particulas se observaban suspendidas en el agua. Este
fenomeno aumentaba en medios alcalinos. El aspecto llegaba a ser de una mezcla mis o
menos transparente con un color blancuzeo o gris. En concentraciones mas altas, del orden
de 107 y 107" M, se formaba un precipitado que hacia que la mezcla se tornara de un color
violeta oscuro.

m -~ 0 3 & P a0 W ge

Fie. 12.1. Supericie de absorbancia, A=f{pH,}), de una mezica termnaria Cufil)/Cys (en
agua, para hacer tres componentes) en proporcion 1.4, [CU" feiar = 1.0 x10°™* M. al variar
el pH de equilibrio.

Relacion Cu/Cys = 1:4. [CuID)] = 0.50 x10™'M

Se hizo variar ¢l pH de una mezcla Cw/Cys 1:4 ([Cu(lD)] = 0.50 x107'M). Se parti6 de
medios acides (HCIO4, pHinicia=1-99) y se fue afiadiendo una solucion de hidréxido de
sodio para pasar por medios neutros y llegar a medios basicos (pHnw=12.02). Se
registraron 29 espectros. La Fig. 122 proporciona un aspecto de la informacién
espectrofotométrica.




12. Resultados y discusidn: Sistema H,0 / cisteina / Cu
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Fie. 12:2. Superficie de absorbancia, A=fph,1), de una mezica ternaria Cully/Cys (en

agua, para hacer tres componentes) en proporcion 1:4, [Cu'lnea = 5.0 x107° M, al variar
el pH de equilibrio.

El aumento de la absorbancia que se observa en la Fig. 12.2 es artificial porque durante la
adicion de NaOH(ac) el pH cambié rapidamente de 3.5-9.3.

12.2 Variaciones continuas.

Experimento de variacién continua 1.

Medio: HCIO4(ac) de concentracién 1.4 mM. 2.97 < pHyaioracion < 3.05
Alicuota: 20 de mL de cistefna de concentracion 1.0x107>M.
Valorante: Cobre{Il},(ac) de concentracién 1.0x107°M.

En la Fig. 12.3 se muestra el resultado después de la transformacion para este experimento.

1.25

1.00

Q.75

long. onda/
nm

Fic. 12.3. Superficie de Job: curvas de Job para diferentes longiludes de onda. C=1 Ox107° M.
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12. Resultados y discusion: Sistema H»0 / cisteina / Cu

En la Fig. 12.4 se da una vista de una seleccion de curvas de Job para unas pocas longitudes
de onda. De manera visual se observa que el maximo corresponde a xm = 0.2 lo que implica

una estequiometria, para un modelo sencillo (tipo donador/receptor/particula), de
estequiometria 1:4,

12
10
o 221
0 0241
8 4 261
x 281
Y
06 x 301
a3
0.4 l4321]
L
.2
0.C

Q.0 041 0.2 03 0.4 G5 06 0.7 08

FiG. 12.4. Seleccion de algunas curvas de Job para siete longitudes de onda.
El maximo indica una estequiometria 1:4.

Al realizar el ajuste a un modelo lineal de los extremos de cada curva de Job a cada
longitud de onda se observé que el maximo corresponde a 0.20 con una desviacién estandar
del 1.4% con respecto a este valor.

Nota:
De lo mencionado en la seccion de teoria se vié que ¥ = 4 — L donde estas tres cantidades
son numeros reales, pero también pueden ser matrices (Y = A — L ,correspondientes a la

Fig. 12:3). L es la absorbancia de una muestra que supuestamente no reacciona. Dado que Y
es en este caso diferente de cero, la mezcla reacciona.

L = (emCwm + eLCL)b y se puede expresar como L = bC(Emxm + eL(l1—xm)) ya que Cm = xmC
y CL=(1—xm)C. Si xm = 0, entonces L =g bC =P ysiym =1, L = embC = Pa. De esta
forma L es la recta que pasa por Py y P2, siendo P, la ordenada al origen y (P,~P)) la
pendiente.

A continuacidén se indica como se calculd L. Una vez transformada fa curva de titulacion A4
= flv) en una de la forma 4 = f{ym) con la ecuacidn Ym = vi(v + v,), se procedid a realizar

regresiones lineales sobre los extremos ajustables de cada una de estas curvas. Asi,

A=P +Qixm,parav<v/ny
A=M;+ Nm,paravZv/n

Siendo los valores M, N, P y Q los resultados de las regresiones lineales para ordenada y
pendiente. P; se conoce directamente y P, = M+ N,.Por lo tanto, debido a lo visto aqui,

L=P+ M+ N\-Pi)yum (12.1)
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12. Resultados y discusién: Sistema H;0 / cisteina / Cu

Siendo la ecuacion (12.1) la expresion empleada para realizar la ultima transformacion: 4 =
Jowm) = ¥ = fxm).-

Experimento de variaciéon continua 2.

Medio: HC1O4(ac) de concentracion 1.4 mM. 2.96 < pH,oracion < 3.07
Alicuota: 20 de mL de cisteina de concentracion 6.0x10 7M.
Valorante: Cobre(I]),(ac) de concentracion 6.0x 107 M.

Este es un caso similar al anterior pero con una concentracién un poco mds baja. En la Fig.
12.5 se observa la superficie de datos transformados.
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209 am
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Q173
J0.23
0.29
.34
Ga2s
0.54%
0.661
Q737

08

o221
0241
‘A 2B1:
x 281
x 301
e 311,

Fic.12.5 . Parte superior: Superficie de Job: curvas de Job para diferentes longitudes de
onda. C=6.0x10"* M. En la parte inferior se muesira una seleccion,

Se observa en la Fig. 12,5 que el resultado es también 0.2, lo que implica una
estequiometria, para un modelo simple, 1:4.

Cabe resaltar el hecho de que la linearidad no queda tan marcada, a diferencia del
experimento de la Fig. §&5, a partir de ym 2 0.4. Esto podria explicarse por el hecho de que
hacia el final de la titulacién dejé de burbujerse nitrégeno debido a que la mezcla ya no
cabia en la celda. Para dar més espacio se quitd el tapén que la cubria, lo que puso la
mezcla en franco contacto con el oxigeno del aire.
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12. Resultados y discusion: Sistema H,0O / cisteina / Cu

En este experimento se contaron con mas puntos antes del maximo lo que ayuda afirmar la
conclusion de que el maximo se da alrededor de 0.2, Las regresiones lineales se hicieron
seleccionando las partes que muestran una variacién compatible con este modelo de ajuste,
en este caso, cerca del maximo, ver Fig. 12:5. En promedio el cruce se dio en 0.21 con una
desviacion estandar del 0.3 % con respecto a la media.

1.2.2. Discusion.

En el estudio polarogréafico del sistema Cu(lI)/Cys [2] se explican los hechos observados
con un conjunto de equilibrios que citamos a continuacién:

2RS™ + 2Cu"(I) = 2Cu(1) + RSSR (12.1)
2RS” + 2Cu'() = 2RSCu(L)" (12.2)
4RS™ + 2Cu"(Il) = 2RSCu(l)" + RSSR (12.3)

En estos ecuaciones se emplea la doble prima para indicar que las especies son
bicondicionales. Esto quiere decir que dos componentes de la mezcla aparecen implicitos
en este modelo, ademas de encontrarse amortiguando el sistema (sus concentraciones son
constantes). Kolthoff et @l [2] crearon el modelo bajo las siguientes condiciones
experimentales: [R87] = 1.0 mM y [NH4Cl] = [NH3] = 0.1 M, de aqui que los
amortiguamientos sean dados por pNH;' = —log{[NH;]+ [NH4Cl]} = 0.7 y pH = 9.4. La
cisteina no lleva doble prima porque se ha tomado la especie representativa, es decir, a pH
=9.4 y pNH;'=0.7 dicho aminodcido se encuentra principalmente en la forma tiolato: RS™.

Por otro lado, el equilibrio (12.3) es el principal cuando la relacion Cu/ Cys =2:4 = 1.2, Al
aumentar la presencia de Cu(ll) se tiene que ailadir un equilibrio extra:

2RSCu(l)" + 2Cu"(I1) = RSSR + 4Cu"(1) (12.4)

La suma de todas estas reacciones establece un equilibrio de estequiometria 2:2 = 1:1. Sin
embargo, el equilibrio (12;3) se puede escribir en la forma

2RS™ + Cu"(II) = RSCu(I)" + 2RSSR
, de aqui sea posible concluir que el maximo en una curva de Job se presentaria en v =
1/(1 +2) = 0.33 y no en 0.20 como ocurrié (estrictamente, a los longitudes de onda donde
no absorbe la cistina). Lo cierto es que las dos curvas de Job presentadas aqui se hicieron a

partir de datos obtenidos en medios écidos, a diferencia del trabajo de Kolthoff.

Se presenta ahora un modelo que podria decir algo sobre la estequiometria 1:4 experimental

2RS' + 2Cu'(If) = 2Cu'(T) + RSSR' (12.5)
6RS' + 2Cu"(I) = [(RS):Cu(D)};" (12.6)
8RS’ + 2Cu"(Il) = [(RS):Cw(D)]," + RSSR' (12.7)

0 lo que es lo mismo:
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12. Resultados y discusion: Sistema Hz0 / cisteina / Cu

4RS' + Cu"(Il) = L[(RS);Cu(D]," + %RSSR' (12.8)

La prima sobre la formula de la cisteina indica que al pH impuesto los protones dcidos
quedan implicitos. Una estructura sugerida para el dimero puede suponerse, en parte, a
partir de lo expresado por otros autores con el sistema cobre/mercaptoetilamina, ver Fig.
6.6 [3]. Los mondmeros quedarian enlazados a traves de dos "puentes de azufre" entre los
niicieos de cobre. El estado de oxidacién del cobre es en principio ([) (ion cuproso) pero se
observan coniplejos de valencia mixta con la 2-mercaptoetilamina lo que apoya la
posibilidad de que aqui también se lleguen a presentar con la cisteina. En esta estructura
propuesta el cobre seria octaédrico. Dos cisteinas (por ntcleo de cobre) se unirian con los
grupos amina y tiolato al metal, mientras que la tercera lo harfa con sélo el azufre ionizado.
En la Fig. 12.6 aparece el esquema de lo que seria la estructura de] dimero.

FiG. #2%6. Estructura propuesta para el dimero [(RS)sCulz.

Es posible querer ajustar una curva de Job calculada a una experimental. Los pardmetros
que se variarian son: la constante de proporcionalidad en la ecuacion (7.10), m, y la
constante del equilibrio, K. En este trabajo el modelo se construyd a partir de la tabla de
variacion cantidades molares (con # = 4)y la ecuacién (7.10). La fraccién remanente sin
reaccionar, €, fue calculada aproximadamente ya que no se consideré come un swmando ni
un sustraendo, sino s6lo como un factor, es decir, se supuso f(v,v,,n) £ € = f{v,v,n). Esto
ayudaba a resolver para €. El ajuste se hizo minimizando U= (Yobs—}’m.c)z.

En la Fig. 12.7 aparecen dos estrategias de ajuste. En un caso se trato de ajustar toda la
curva (Fig. 12.7, calc2) y en otro sdlo alrededor del punto de equivalencia, xum = 0.2, (Fig.
12.7, calc). En el primer caso se obtuvo m = 6450 My logK= 182 y en el segundo m =
6450 M™' y logK= 16.6. Estas constantes serian en realidad cocientes de concentracién de
un equilibrio condicional (pH impuesto). Asimismo deberia tomarse el valor de logK=18.2
como una cota superior para el valor real.
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Fic. 12.7. (cale2) Curva de Job experimental y ajustada con todos los puntos
experimentales para una titulacion de cisteina, a pH=3, con cobre(ll) de concentraciones
ambas 1.0 mM. {calc) Ajustando a partir de los datos localizados en la vecidad del punto
de equivalencia.

3. Titulaciones de cisteina con cobre(ll).

Titulacién 1.

Se valoraron 25.0 mL de una solucién acuosa de cisteina de concentracién 1.0x107°M
(1.0mM) con Cu(Il) de concentracién 20mM. Ni el pH ni la fuerza idnica estin impuestas.
Cuando r se aproxima a 1 entonces se forma un precipitado que en la Fig, 12.8 puede verse
como un gran aumento en al absorbancia.

FiG, 12.8. Titulacion de 25 mL de
una solucidn de cisteina 1.0 mM
con la progresiva y repetida adicidon
4 de 50 uL de {Cu{li}]=20.0 mM, Aqui

* se muestra la superficie de
. absorbancia, A=fr,1), donde r es la
i3, razén de moles de cobre a moles
: ' de cisteina.
| s
2o
H ]
i c
i {
212 i1 s
238 -
long.onda  ,q, -
fnm 200 7 .0

1.0
0.8
0.6
04
0.2
0.0
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12. Resultados y discusion: Sistema H;O / cisteina / Cu

Titulacién 2.

Se valoraron 25.0 mL de una solucién acuosa de cisteina de concentracién 8.2x107'M
(0.82mM) con Cu(If) de concentracion 20mM. El pH inicial y durante la valoracién lo da el
hidréxido de sodio empleado en la preparacion de la alicuota: 11.8 < pHyaloracion < 12.0. En

la Fig. 12.9, cuando r se aproxima a 1 (0.8 < r < 1} entonces se forma un precipitado de
forma evidente.
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FiG. 12.9. Titulacion de 25 mb de una solucidn de cisteina 0.8 mM con la progresiva y
repelida adicién de 50 pL de [Cu(I)]=20.0 mM. Aqui se muestra la superficie de
absorbancia, A=f{r,A), donde r es la razdn de moles de cobre a2 moles de cisteina.

Discusidn.

El empleo de SQUAD para sistemas en los que se ven involucradas reacciones redox
requiere de la medida adicional del potencial sobre un electrodo de platino (E) que dé la
medida del potencial para el equilibrio

Cu(ll} + 1¢” - Cu() (12.9)
Luego el modelo administrado a SQUAD Je daria a ¢ el status de un ligando, Cu(]) seria el

donador y Cu(Il) el receptor. Serfa entonces necesario administrar la concentracién de ¢,
La concentracién se definiria en una constante definida para el equilibrio (12;:0) como

- [Cu®] (12.11)
[Cu(mie’) '
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12. Resultados y discusién: Sistema H,O / cisteina / Cu

Ya que AG = -RTInK y AG = —nF £ se tendria que

EF

= (12.12)
2.303(RT)

logk

Y mediante un despeje sencillo de ia ley de Nernst seria posible obtener el cociente
[Cu(DV/[Cu(ID)]. Asi se obtiene [e7].

Dado que los timicos potenciales de los que se tiene registro son los que se midieron con el
electrodo de vidrio, no fue posible proceder de esta forma pues dicho potencial no mide cl
valor correspondiente al equilibrio electroquimico (12.9). Es por lo tanto deseable medir
también el potencial con dicho electrodo. En este caso habria que apagar un electrodo
mientras el otro esta funcionando para evitar el acoplamiento de los mismos.

El hecho de que tenga que hacerse una medida adicional al sistema queda justificado desde
que un proceso mds complicado siempre requerird de mayor informacién. Si hay una
incégnita mas, entonces se necesitara siempre de una ecuacion independiente adicional, si
es que se quiere obtener el conjunto solucién minimo, mas preciso y satisfactorio.
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(11 Hill, Z.D.; MacCarthy, P. J. Chem. Educ., 1986, 63, 162.
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13. Discusion y resultados: Sistema H,Q / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

13. Discusién y resultados: Sistema H20 / 1,10-
fenantrolina / cisteina / Cu

13.1. Deteccién espectrofotométrica en funcién del pH.

Experimento Cu/1,10-fenantrolina/cisteina = 1:1:1.

o8 e~ 3 N0

103

pH

leng. enda §
am

Fic. 13.1. Amiba : Superficie de absorcién, A=f{pH,)), para una una mezcla cuaternaria
Cufo-fen/Cys/Hz0 en razén 1:1:1 ({Cu] = [Cys] = [fen] = 5.0x107°M). Abajo : seguimiento
del maximo de absorbncia a los 272 nm.

Se hicieron experimentos en los que las especies se hallaban en proporcion 1:1:1. Las
concentraciones para el metal y los dos ligandos fueron igual a 5.0x107° M. Un ejemplo se
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13. Discusién y resultados: Sistema H,0 / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

muestra en la Fig. 13.1 en donde la mezcla se encontraba en medio acido (HCIO; 0.01 M) y
fue neutralizindose (NaOH(ac)) para finalmente alcanzar un pH alto en medios alealinos.
La absorbancia aumentd, al aumentar el pH, y el cambio en esa direccién es notorio en la
region 230 < A /nm < 260. Es posible observar una disminucién general en la absorbancia a
partir de pH 8. La banda de los 272 nm se mantiene en todos los casos con una absorbancia
aproximadamente constante hasta pH = 8.5 cuando ésta empieza a bajar. Aparentemente,
sin embargo, no existe desplazamiento de ésta.

Experimento Cu/1,10-fenantrolina/cisteina = 1:1:4.

En estos experimentos las especies Cuw/fen/Cys se hallaban en proporcion 1:1:4. La
concentracién inicial del ion cuprico fue de 5.0x107° M. En el ejemplo de la Fig. 13:2 La
mezcla se encontraba inicialmente en un medio basico que fue neutralizdndose hasta llegar
a un pH acido. En medios cidos se observa a 272 nm una banda puntiaguda tipica de un
complejo Cu(Il) y o-fen. En los medios mas basicos (11.6 < pH < 12.4) el maximo se
presenta en los 273 nm. Cabe decir que el sistema se comportd inestablemente en el
intervalo 3.0 < pH < 8.5 en las dos ocasiones en que se repitié este experimento. El
potenciémetro no llegaba a una lectura que le permitiese llegar al estado de reposo. Por el
contrario el pH iba cambiando en el tiempo sin que llegara a un valor estable.
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Fic. 13.2. Superficie de absorcién, A=fpH.\), para una una mezcla cuaternaria Cufo-
fen/Cys/H20 en razon 1:1:4 (con [Cu(ll)]=5.0x10‘5M). En la parte superior derecha se
observa el cambio en la absorbancia en funcién del pH a 241 nm. Se parlié de la region
basica: después de pH=8.5 el sistema se volvid muy inestable.
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13. Discusién y resultados: Sistema H;O / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

Se hizo un caso equivalente pero partiendo esta vez de medios 4cidos (pPHinicia=2.07) que
fue neutralizandose hasta llegar a un pH basico (pHgna=12.11). Se registraron 63 espectros.
En la Fig. 13:3 se muestra la superficie de absorcidn.
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Fic. 13.3. Superficie de absorcidn, A=f{pH.1), para una una mezcla cuaternaria Cufo-
fen/Cys/H20 en razon 1:1:4 (con [Cu(ll)}=5.0x10"°M). En la parte superior se observa el
cambio de la absorbancia en funcién del pH a 241 nm. Se partié de la region acida.

Observaciones

Los espectros con la relacion 1:1:4 difieren de aquéllos obtenidos con 1:1:1. En la Fig.
13:3, por ejemplo, se observa un espectro con una banda puntiaguda alrededor de los 272
nm, seflal de una fenantrolina coordindndose con sus dos nitrégenos; seguramente se trata
de la formacién del compuesto Cufen. Por otro lado, se observa un desplazamiento de
banda al ir basificando el medio. En el intervalo 8.9 < pH < 10 la banda se ensancha y
muestra un méaximo en los 267 nm. En medios mdés basicos (pH = 11) el maximo regresa a
los 273 nm. E! seguimiento de la absorbancia a 241 nm que se muestra en ambas figuras
(13.2 y 13.3) revela que el comportamiento de la mezcla depende del sentido del cambio
del pH. Por ejemplo, alrededor de pH=12, la absorbancia de la solucién depende de la
forma en que ésta haya sido preparada. Si pHisicia = 12, entonces la absorbancia inicial se
presenta alrededor de 0.6 a los 241 nm (Fig. #3,2). Por el contrario, al partir de medios
dcidos e ir afiadiendo NaOH(ac) llegando a un pHpaa = 12, esa absorbancia se muestra
cerca de 0.8 (cabe decir que especial cuidado se tuvo con el efecto de la dilucién). Las
graficas superiores de las Fig. 11.2 y 11.3 ponen en evidencia este hecho. A este fendmeno
se le da el nombre de histéresis quimica.
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13. Discusion y resultados: Sistema H,0 / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

La Fig. 13.4 muestra la misma seleccion de espectros para los experimentos de las Fig, 13.2
y 13.3. Es evidente que, para 8.9 < pH, existe una especie en un experimento que no se
tiene en el otro. Esto pone resalta aspectos cinéticos y sobre todo, la interaccién de la
cisteina con el complejo Cufen.
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Fic. 13.4. Seleccion de espectros de absorcion UV, A=fA), para tres pH's
correspondientes a una mezcla cuatemarla Cufo-fen/Cys/H20 en razén 1:1:4 (con
[Cu{IN)=5.0x10">M). En !a parte izquierda se partid de medios alcalinos hasta llegar a
medios acidos. La figura en la derecha, se obtuvo al proceder a la inversa. Natese como
en este ¢aso se ha formado una especie diferente para pH 9y 12.

Experimento Cu/1,10-fenantrelina/cisteina = 1:1:10.
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Fis. 13.5. Dos vistas de la superficie de absorcidon, A=f{pH.A), para una una mezcla
cuaternaria Cufo-fen/Cys/H,0O en razon 1:1:10 (con [o-fen)=5.0x10"M). Se parle de
medios acidos y se llega hasta medios basicos.
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13. Discusidn y resultados: Sistema H;O / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

En este experimento las especies Cu/fen/Cys se hallaban en proporcion 1:1:10. La
concentracién inicial del ion cuprico fue de 5.0x10™° M. La mezcla se encontraba
inicialmente en un medio acido que fue neutralizandose hasta llegar a un pH basico. En
medios acidos se observa a 272 nm una banda puntiaguda tipica de un complejo Cu(Il) y o-
fen. Para el intervalo 9 < pH < 13 el maximo se encuenta en los 269 nm y la banda ya no
tiene la misma forma porque se encuentra ahora mas achatada. Otro hecho que ya se habia
observado es la absorbancia mas grandes en el intervalo 230 < A /nm < 260 para los medios
alcalinos. Una seleccién de espectros como los de la Fig. 13.4 revela un parecido claro con
los espectros del experimento 1:1:4 llevado a cabo de la misma forma pH: acido -» basico,
como cabria esperar.

Experimento Cu/1,10-fenantrolina/cisteina = 1:1:16.

En este experimento las especies Cu/o-fen/Cys se hallaban en proporcion 1:1:16. La
concentracién inicial del jon ciprico fue de 5.0x10” M. La mezcla se encontraba
inicialmente en un medio acido (HCIOs, pHinicia=2.07) que fue neutralizandose hasta llegar
a un pH basico (NaOH, pHpna=12.11). Se registraron 43 espectros. En la Fig. 13.6 se
muestra la superficie de absorcion.
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Fic. 13.6. Superficie de absorcion, A=fpH,L), para una una mezcla cuaternaria Cu/o-
fen/CysiHz0 en razén 1:1:16 {con [Cu(ll)]=5.0x10‘5M). En la parte superior se observa el
cambio de la absorbancia en funcién del pH a tres losngitudes de onda.

En la parte superior de la Fig. 1856 se puede distinguir el seguimiento de la absorbancia a
tres longitudes de onda seleccionadas. Tanto a 241 (la longitud particular que se ha seguido
en los otros experimentos) como a 233 nm (donde se localiza el maximo de absorcion de
Cys’") se puede observar un aumento en la absorbancia si el pH aumenta, sobre todo a
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13. Discusion y resultados: Sistema H50 / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

partir de pH 7 aproximadamente. Este se debe probablemente a un poco de cisteina libre
dado el ligero exceso. Por otro lado, el maximo de absorcion correspondiente al complejo
Cufen’ (a 272 nm) muestra una magnitud decreciente conforme el medio se va haciendo
mas basico (o bien, disminuye si aumenta el pH). De hecho el méximo de cada espectro se
halla entre los 272 y 273 nm para las soluciones de medio acido (2.02 < pH < 7.71). Para
aquéllas de medio basico (8.15 < pH € 11.47) el maximo se localiza en los 266-267 nm.

La curva de absorbancia a una sola longitud de onda en funcion del pH ha sido empleada
para detectar el cambio de especies segin este parametro (el pH) y de hecho se puede
emplear para determinar pKa's. Asi, por ejemplo, las curvas (Fig. 13:6) muestran que en

medios acidos {pH < 2.5) predomina una especie que luego cede el lugar a otra.
Experimento Cu/1,10-fenantrolina/cisteina = 10:3:100.

Se trabajaron con mezclas cuyas proporciones se hallaban en 10:3:100, [o-fen] = 5x107° M.
En un caso se partié de medios 4cidos y se neutralizé con NaOH(ac) obteniendo la
superficie de la Fig. 13:7. El maximo en medios acidos se encuentra a los 272 nm y en
medios alcalinos se halla en los 266-265 nm.

BN -5 D=0 Lo

265 g05 245 265 285 305 325 345

Tong. onda/nm

Fic. 13.7. Superficie de absorcién, A=fpH,.), para una una mezcla cuaternaria Cu/o-
fen/Cys/Hz0 en razén 10:3:100 (con [o-fen]=1.5x107°M).
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13. Discusion y resultados: Sistema H,O / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

13.2, Variaciones continuas.

Experimento de variacién continua 1.

Medio: HCIO4(ac) de concentracién 1.4 mM. 2.94 < pHualoracion < 3.01

Alicuota: 20 de mL de cisteina de concentracidn 1.0x107*M.

Valorante: Mezcla estequiométrica de cobre(1]) y o-fen de concentracion 1.0x10™*M.

En la Fig. 13.8 se muestran diferentes aspectos del tratamiento de este experimento. En la
Fig. 13.8.a se muestra la superficie experimental. Observése que ahi aparecen los espectros
en funcién de la concentracién inicial (analitica o formal) de Cufen®. Un aspecto
interesante de ésta es que ,si bien no hay un méximo, si se forman lineas curvas (no rectas)
de absorbancia en funcién de la concentracién inicial del complejo Cufen®. En la Fig.
13:8%6 ya aparece la transformacién de Job obtenida de la diferencia de absorbancxas entre
soluciones igualmente elaboradas pero una con y otra sin cisteina. En la Fig. 1348.c se trata
de la misma superficie pero desde otra perspectiva. Como conclusién de 13:8'b se puede
decir que aparece un maximo alrededor de y,=0.2.

En este caso L = ecyfendCoufen + EcysbCeys (recordar que la curva de Job queda definida por
Y = A -L) fue aproximado por L = gcytenbCcyufen. En un caso se midié experimentalmente de
tal manera que se contaba con los espectros "blancos” correspondientes. Las figuras 13.8.b,
c y d se obtuvieron de esta forma. En la Fig. 13.8.e se grafico la informacién obtenida
mediante un calculo de L en base a ecuren=f(1). El resultado es semejante.

Si bien la curva directa del experimento no muestra cambnos significativos (pendiente casi
constante, como si se tratara de la simple adicién de Cufen?* a un sistema no reaccionante),
lo cierto es que el método de Job dejé entrever otra cosa, en realidad si puede tomarse al
sistema como reactivo e incluso sugiere de nuevo una estequiometria 1:4.

Para hacer mas clara la situacién, se trazé la absorbancia (original, a la que no se le ha
restado nada) en funcién de xm (XM = W/(vo+v)) para unas cuantas longitudes de onda
selecciondas. En la Fig. 189 se observan puntos experimentales cuando se afiade una
mezcla estequiométrica de cobre(II)/1,10-fenantrolina de concentracién 1.0x10™'M a una
solucidn de cisteina de la misma concentracién y en medio acido (pH=3, HCIO,). La linea
continua estd basada en las mismas medidas de absorbancia a la misma mezcla pero en
ausencia de Cys. Es claro que esto muestra que en la mezcla se forma una nueva especie.

En la Fig. 13.10 se muestra la diferencia de absorbancias entre el sistema con cisteina y el
que carece de este componente (el blanco) a partir de los datos de la Fig. 18.9. En esa curva
aparece evidencia de una reaccion global que consume 4 moles de cisteina por mol de
cobre ctiprico. En la Fig. 13:1:1 se compara los espectros de mezclas cuaternarias y ternarias
(igual que la primera pero sin cisteina).
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Fig. 13.9. Curvas de absorcién en funcian de yw para la adicion de una mezcla
equimolar de Cu/o-fen a una solucion de Cys de la misma concentracidon ,
[Cys]=1.0x10™M, a pH~3 con marcadores y en linea continua en ausencia de Cys.

En la Fig. 13.11 se observan, con motivo de comparacion, los espectros de absorcion de
tres soluciones. 20 mL de una solucién contenian dcido perclérico, tal que pH~3.0, y se le
afiadieron 5 mL (x=v/(vo+v)=5/{20+5)=0.20) de una solucion de Cu(Il)/fen en el mismo
medio de concentraciones ambas 1.0x10™ M. Ese espectro se llama blanco/0.20.
Similarmente se define blanco/0.26. El espectro ahi llamado Cys+Cufen/0.20 es
equivalente al espectro blanco/0.20 a diferencia de que en los 20 ml de alicuota se
encontraba ademds cisteina de concentracion 1.0x107* M. En esta mezcla la proporcién de
componentes era Cu/fen/Cys=1:1:4.
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FiG. 13.10. Curvas de absorpancia corregida en funcion de ym (grafica de Job) para los
datos de la Fig. 11.9. “Y" es la diferencia de absorbancias entre soluciones con los
cuatro componentes menos la de! sistema de tres componentes (excepto cisteina). En
otras palabras: la resta de los marcadores menos la linea continua en la Fig. 11.9.
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Fic. 13.11. Comparacion de los espectros de absorcidn de mezclas de Cu y fen en
cantidades equimolares a pH =3 (blanco) con la misma mezcla pero conteniendo
cisteina en proporcion Cuffen/Cys=1:1:4 (Cys + Cufen). El nimero después de la
diagonai corresponde al valor de ym.

La comparacién de los espectros blancof0.26 y Cys+Cufen/0.20 pone en evidencia el gran
parecido de los espectros. Sin embargo, hay diferencias observables con facilidad. En
algunas longitudes de onda un espectro absorbe mas que el otro, para luego invertir ese
orden. Destaca la diferencia de absorcion en el maximo de la banda a 272 nm. También la
absorbancia en ¢l minimo en la vecindad de los 240 nm. Es en esta dltima region dode se
presentaria la absorbancia de Ia cisteina en la forma RS™ |, ya que, recordemos, la forma
RSH absorbe mucho menos. Pero a pH 3.0 el solo equilibrio icido-base no explica la
formacidn del grupo tiolato. Existen razones, por lo tanto, para pensar en la posibilidad de
la ocurrencia de una reaccion no contemplada que involucre al cobre, la 1,10-fenantrolina y
a la cisteina.
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Fig. 13.12. Simulacién de los espectros de absorcién de mezclas de Culfen/Cys 1:1:4
bajo el supuesto de que estas no reaccionan. A calc supone que no hay reaccion del
todo y que por lo tanto el grupo tio! no esta disociado. A calc2 supone la presencial del
grupo tiolato a pesar de encontrarse la mezcla a pH = 3.0. La presencia de un grupo
sulfuro (necesariamente unido al cobre) podria llegar a explicar las absorbancias mas
altas en 1a parie de las longitudes cortas del espectro.
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13. Discusién y resultados: Sistema H,O / 1,10-fenantrolina / cisteina / Cu

En la Fig. 13.12 se muestra una simulacién de un espectro hipotético (A caic) resultado de
una mezcla no reaccionante Cu/o-fen/Cys en proporciones 1:1:4 suponiendo la formacion
completa del compuesto Cufen®” y considerando la especie representativa de la cisteina a
pH=3.0 con el grupo tiol no ionizado. La curva experimental se muestra con marcadores (A
obs). La curva “A calc2” simula un espectro bajo la suposicién de que se tiene a la cisteina
en la forma RS". Ninguna curva hipotética explica el espectro experimental. Sin embargo,

la curva “A calc2” sugiere la presencia de sulfuros que por necesidad estarian unidos al
dtomo de cobre.

Esta evidencia sugiere una mezcla reaccionante en que se forma una especie que podria ser
de estructura semejante a la que se propone para explicar las curvas de Job de la mezcla
ternaria (Fig. 13.7). En ambos casos el pH=3.0 y las curvas de Job apuntan hacia la misma
estequiometria global. Aqui también se formaria un dimero y lo que se tan sélo se
reemplazaria a los dos nitrégenos de la cisteina unidos a cada nicleo cuproso por los de la
1,10-fenantrolina (ver Fig. 13.13)

Fic. 13.13. Estructura propuesta para el dimero [(RS)Cufen]z.

Esta tendencia del Cu a formar dimeros también se presenta en el sistema Cu / 1,10-
fenantrolina / adenina (ade) en donde se ha llegado hacer cristalografia de un compuesto de
férmula (Cu(fen)ade), [1]

Analisis de datos con SQUAD
En el analisis por SQUAD se trataron diferentes estrategias para hacer converger al
programa. Se intento trabajar con dimeros [Cufen{Cys),]; sin éxito. E} programa solo pudo

converger para una especie 1:1:1 contando con informacién experimental incluso de la
forma 1:1:16. Los resultados aparecen en la tabla 13.1.
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Las absortividades molares se presentan en la Fig. 13.14
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Fic. 13.14. Absortividades molares para Cufen (que se permitieron variar durante el
refinamiento) y el complejo ternario mixto CufenCys.

Este modelo refinado por SQUAD carece de sustento experimental dada la discusion
precedente. Se rechaza por tal motivo. El hecho de que no se haya podido conciliar la curva
de Job con el manejo de SQUAD puede tener una explicacion simple desde que existe la
posibilidad de reacciones redox simultineas que evidentemente cambiarian la
espectrofotometria y en cuyo caso el empleo de SQUAD requiere la medicion del potencial
del equilibrio electroquimico del par Cu(11)/Cu(l).

Bibliografia

[1] Comunicacion personal con el Dr. Rafael Moreno
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12. Conclusiones.

La 1,10-fenantrolina es poco soluble en agua (aproximadamente 0.01M como solubilidad
en agua pura). Es una base y su dcido conjugado tiene un pK, de 4.9 (T =25 °C, =0.1 M,
KCl). Se comporta como una monobase cuando el medio no es muy acido (por ejemplo,
acido sulfirico 20%). Soluciones de ésta en el orden de 10™° mol dm™ son adecuadas para
realizar estudios espectrofotométricos en el UV. Es posible estudiar el desplazamiento y la
forma de las bandas en diferentes medios. Las absorbancias que se administran a SQUAD
resuelven sin problemas para la constante de equilibrio y las absortividades molares del par
acido/base (Capitulos 3y 9)

En estas orden de concentracién la 1,10-fenantrolina, en presencia de cobre(Il), forma una
banda mas fina con un maximo a los 272 nm en medios acidos. La variacién de la razon
metal/ligante y del pH son variables que se manejan en el laboratorio para medir la
absorbancia a diferentes longitudes de onda. Esta informacién se maneja para refinar las
constantes de formacidn de los compuestos de coordinacion (estequiometria 1:1, 1:2 y 1:3)
y los hidroxocomplejos mixtos que se forman. Los resultados que aqui se obtienen se
encuentran dentro del margen de los valores reconocidos en la literatura cientifica. Las
diferencias no son significativas ya que los valores obtenidos para las constantes (en los
diferentes intentos) se encuentran con una diferencia pequeiia o grande dependiendo de los
datos y modelos asignados. Es decir, las diferencias no son constantes. La seleccion finai
toma en cuenta parametros estadisticos y la forma de los espectros (desviaciones estandar
de las absortividades molares) de las especies. Si se desea, el conjunto de valores puede ser
mejorado. Para lograrlo seria conveniente realizar experimentos en condiciones diferentes a
las de este trabajo. Esta informacién complementaria la actual y ayudaria a establecer un
conjunto de valores mas preciso. La metodologia resulta exitosa para este problema
{capitulos 5 y 11).

Et sitema agua / cisteina presenta una quimica acido-base producto de tres grupos
ionizables. El esquema de disociacién presenta dos opciones que llevan a la consideracion
de los equilibrios de tautomerizacién. La construccién de un modelo més satisfactorio que
explique la composicion de una solucion de cisteina a nivel estructural y no sélo
estequimétrico, es motivo de un andlisis posterior a los datos de absorbancia. SQUAD
proporciona las macroconstantes y las absortividades molares de las macroespecies
correctamente. La determinacioén de las microconstantes se lleva a cabo por medio de un
analisis de ajuste a diferentes longitudes de onda y no unicamente a una sola como en los
estudios publicados. Este resultado lleva también a la conclusion de la “convivencia"
simultanea de las diferentes microespecies (capitulos 4 y 10).

Se han publicado estudios que prueban la reduccion del cobre(Il) por la cisteina en medio
amoniacal. El cobre(Il) oxida a la cisteina formando cistina. También se sabe que ocurre
esto con la 2-mercaptoetilamina, donde incluso se ha propone la formacién de un dimero.
Cuando ambos nucleos son cobre(f), entonces la solucion es incolora y si al menos uno es
cobre(I), entonces la solucién es morada.



12. Conclusiones

Los estudios espectrofotométricos realizados aqui al sistema cobre / cisteina / agua prueban
la reaccion entre aminoédcido y metal. Las curvas de Job indican una estequiometria de
reaccién 1:4 en medios acidos. Se propone la formacidén de un dimero de cobre(I) con
formacién de cistina para explicar estos resultados. En sistemas de esta complejidad es
necesario realizar estudios donde se obtenga mds informacién. Cuando reacciones redox y
de complejacion se presentan conjuntamente, entonces la espectrofotometria ayuda pero la
electroquimica se presenta obviamente atil. La resolucidn satisfactoria de este sistema se
lograria con la cooperacién de las técnicas y metodologias de la quimica inorganica, la
electroquimica y la analitica, al menos.

El sistema cobre/ 1,10-fenantrolina / cisteina / agua presenta una espectrofotometria donde
apenas se distingue la presencia de la cisteina. Sin embargo, si ocurre una reaccion pues
queda probado que las absorbancias no son simplemente la adicién de dos términos
correspondientes a elementos inertes. Los métodos clasicos permiten observar una
estequiometria 1:4, misma conclusion que en ausencia de 1,10-fenantrolina. La explicacion
propuesta es esencialmente la misma en ambos sistemas. Para la estructura del compuesto
formado en presencia de 1,10-fenantrolina, sélo se sustituyen dos grupos amina de las
cisteinas enlazadas al cobre por los dos grupos amina del ligante heterociclico. Es necesario
realizar mas estudios en la bisqueda de elementos para entender mejor la realidad del este
sistema.

El estudio de las soluciones acuosas no es facil y en la actvalidad hay una tendencia a
estudiar los sistemas que no han podido ser resueltos a satisfaccidn hasta ahora.
Obviamente no son los mas faciles y por etlo merecen de todo el empeifio del investigador y
del manejo de las técnicas mas modernas sin olvidarse de los métodos clasicos cuando
puedan ser de utilidad.
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