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1. Introduccidén

En la actualidad existen muchas enfermedades que aquejan al ser humano, es por esto que
las investigaciones y la busqueda de nuevos farmacos no se detienen. Uno de los
principales males existentes en México y el mundo con alto indice de mortalidad es el
cancer (OMS, 2013) (Sosa-Duran, et. al., 2013). Asi como se van descubriendo nuevos
tipos de cancer, se van estudiando nuevas y mejores formas de tratarlos, ya que los
farmacos que cominmente se emplean presentan una serie de efectos adversos; todo esto ha
motivado a la apertura de campos de investigacion para el disefio y desarrollo de nuevos
farmacos con actividad antineoplasica y menos reacciones adversas.

De los 46 principales farmacos utilizados en quimioterapia contra el cancer en el ser
humano, 3 contienen metales: cis-diclorodiaminPt(Il), de ellos a la bleomicina se le agrega
Fe(l1), y adriamicina puede ser activado por el hierro (Berthon, 1995). Se han estudiado
también otros compuestos metalicos que puedan ser eficientes como agentes
anticancerosos, pues los iones metélicos tienen roles cruciales en ciertos procesos
fisioldgicos, lo que da a los investigadores un amplio intervalo para disefiar farmacos
quimioterapéuticos innovadores (Guo, et. al., 1999). Algunos de estos farmacos en
investigacion son: sales de Galio (I11), compuestos mediados por hierro (desferrioxamina),
metalocenos (titanio y vanadio), complejos de cobre con bases de Schiff,
tiosemicarbazonas, derivados de benzimidazol, imidazol, pirazol y triazol; y complejos de
cobre con fenantrolina (Casiopeinas®) (Desoize, 2004) (Ma, 2012) (Pelosi, 2010)
(Bernabé-Pérez, 2013) (Brefia, et. al., 2010) (Bravo-Gomez, et. al., 2009) (Gracia-Ramos,
et. al., 2014) (Ruiz-Azuara, et. al., 2010). En el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM)
de la FES Cuautitlan de la UNAM, se han sintetizado compuestos derivados morfolinicos y
tiomorfolinicos del fenol, uno de estos compuestos es el llamado LQM 314, el cual ha
presentado propiedades antiarritmicas y antihipertensivas. Utilizando el compuesto LQM
314 como ligante para cobre (1) se obtiene el compuesto LQM 406, un complejo
polinuclear de estequiometria 4:2 Cu(ll):LQM314 en su forma solida, caracterizado
mediante espectroscopia IR y Rayos X (Escutia-Calzada, 2011). A estos derivados del fenol
se les atribuyd una posible actividad antineoplasica y ya que no se cuenta con una
referencia enfocada a su papel bioldgico se realizaron pruebas de citotoxicidad in vitro para
determinar si son efectivos en el tratamiento del cancer. En el estudio biolégico se concluyd
que el compuesto LQM 406 tiene un efecto citotdxico significativo en las células de cancer
de mama, de prdstata y cérvico-uterino (Vilchis-Martinez, 2011). Debido a la presencia de
ésta actividad farmacoldgica es que contintan los estudios de este tipo de compuestos, y del
LQOM 406 en particular. EI comportamiento en disolucién de este compuesto y la
determinacion de sus propiedades fisicoquimicas es el siguiente paso, y el motivo del
presente trabajo.
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Al tratarse de compuestos nuevos es necesario conocerlos bien para poder utilizarlos en
alguna forma farmacéutica y para empezar a describir su modo de accién. Este proyecto
consistio en realizar el estudio de la especiacion quimica del compuesto LQM 314 con el
ion metalico Cu(ll), utilizando como fuente del metal el acetato de cobre (Il). Se
determinaron las especies formadas y sus constantes de equilibrio mediante
espectrofotometria UV-Vis en medio acuoso (bajo condiciones pseudofisiolégicas: T=37
°C, 1=0.15 M) y en medio metandlico, utilizando para ambos casos los métodos de
relaciones molares y variaciones continuas, y los programas computacionales TRIANG y
SYBILA para determinar el nimero de especies en el sistema, y SQUAD para refinar los
valores de log (.

Adicionalmente se estudio el sistema Cu(ll)-LQM 314 en medio metandlico mediante
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), y se obtuvo la estequiometria y el valor de AH
de uno de los complejos encontrados también por UV-Vis. Estos experimentos y sus
resultados permiten establecer las bases para el inicio de estudios de especiacion quimica
mediante calorimetria ITC en nuestro grupo de trabajo, ya que son de los primeros estudios
que se realizan con esta técnica.
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2. Antecedentes

Los metales y los compuestos que contienen iones metalicos han sido estudiados ampliamente
debido a su importancia enzimatica, estructural o a sus roles en procesos bioldgicos. A lo largo de
los afios sus propiedades han despertado interés en el desarrollo de nuevas maneras de usar agentes
metélicos como moduladores de sistemas bioldgicos, propiciando con esta investigacion su uso
potencial en medicina (Bravo-Gomez, et. al., 2009).

Actualmente el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. En México, el
primer lugar de mortalidad en el hombre lo ocupa el cancer de préstata. En las mujeres la primera es
el cancer de mama, seguido por cancer de cérvix uterino (Sosa-Durén, et. al., 2013).

La quimioterapia es el uso de fa&rmacos para el tratamiento del cancer (ACS, 2014). Tiene como
finalidad causar una lesion citotoxica letal que detenga el progreso del tumor en tratamiento. El
ataque suele dirigirse contra los sitios metabdlicos esenciales para la multiplicacion celular, por
ejemplo, los precursores de purina y pirimidina disponibles para la sintesis de ADN o ARN.

En las Gltimas décadas los complejos metalicos han ganado un gran interés como farmacos para ser
utilizados como agentes de diagndstico o como quimioterapéuticos. Como se menciono
anteriormente, de los 46 principales farmacos utilizados en quimioterapia contra el cancer en el ser
humano, 3 contienen metales. Los compuestos que contienen cobre tienen una elevada eficiencia
como agentes citotoxicos (Berthon, 1995).

Se han estudiado compuestos metalicos que puedan ser eficientes como agentes anticancerosos,
pues los iones metalicos tienen roles cruciales en ciertos procesos fisioldgicos, lo que da a los
investigadores un amplio intervalo para disefiar farmacos quimioterapéuticos innovadores (Guo, et.
al., 1999).

Uno de los primeros esfuerzos para disefiar farmacos anticancerigenos que tuvieran iones metalicos,
fue hecho por French y colaboradores en 1958. Sintetizaron compuestos de bis- y mono-
tiosemicarbazona que complejarian los iones metalicos esenciales en el organismo y asi
interrumpirian la proliferacion de células. Varios de estos compuestos mostraron actividad
antineoplésica significativa. Uno de estos compuestos fue investigado por H.G. Petering y
colaboradores; a partir de dicha investigacion descubrieron que al administrar el ligante libre, en
forma oral, a roedores con tumores solidos el compuesto mostraba una importante actividad
antineoplésica. Esta accién se perdia cuando se administraba a roedores deficientes de cobre, y era
incrementada cuando el complejo de cobre se sustituia por el ligante libre. (Berthon, 1995)

2.1. Agentes quimioterapéuticos con metales
A continuacidn se describe una serie de farmacos anticancerosos que involucran iones metalicos.

Complejos de Platino. Son de los mas utilizados para el tratamiento del cancer. Cuatro compuestos
de platino (I1) inyectables han sido aprobados para uso clinico: cisplatino (disponible desde 1978),
carboplatino, oxaliplatino y nedaplatino. Otros complejos de platino aiun se encuentran bajo
investigacion clinica. El cisplatino fue el primer compuesto utilizado para el tratamiento del cancer,
y hoy en dia es uno de los anticancerigenos mas utilizados, junto a la segunda generaciéon de
carboplatino (Guo, et. al., 1999) (Desoize, 2004).
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Para el cisplatino la evidencia de actividad antineoplasica fue reportada primeramente para cancer
testicular y de ovario.

El carboplatino se seleccioné de una serie de derivados de platino debido a su baja toxicidad
hematologica. Desafortunadamente se desarroll6 resistencia cruzada junto con el cisplatino. Su
actividad quimioterapéutica se ha demostrado en cancer de ovario, de pulmén y otros tipos. El
carboplatino ha sustituido al cisplatino en algunas indicaciones.

El oxaliplatino ha mostrado tener una mayor eficiencia y menor toxicidad que el cisplatino, y no
presenta resistencia cruzada con éste. Ha tenido buenos resultados contra céancer de ovario, de
mama, de cabeza y cuello, melanoma maligno y contra otros canceres resistentes a otros derivados
del platino.

Los compuestos de platino son considerados pro-farmacos, ya que son activos después de su
hidratacion. EI compuesto diacuo-platino reacciona con los grupos amino de las proteinas del ARN
y del ADN. Se forman aductos platino-ADN que se asocian con la actividad antitumoral (Desoize,
2004).

Sales de Galio (I11). EI componente anidnico de estas sales no tiene influencia sobre la toxicidad de
éstos. A bajas concentraciones de galio, éste se une a los fosfatos del ADN formando un complejo
estable. Hedley, et. al. afirman que el galio inhibe la sintesis replicativa del ADN. El nitrato de galio
intravenoso es utilizado para disminuir la hipercalcemia asociada con cancer. Estudios preclinicos
han demostrado sinergismo del galio con paclitaxel, gemcitabina, vinorelbin, hidroxiurea e
interferon-alfa.

Hierro. En roedores, una dieta restringida en hierro ha mostrado una disminucion en el crecimiento
de tumores. El efecto anticanceroso de bleomicina es mediada por quelacion con hierro o cobre, con
los que forma un complejo que degrada el ADN. El farmaco desferrioxamina (DFO) ha sido muy
estudiado, tiene una gran afinidad por el hierro, de manera que se une a él inactivandolo
metabdlicamente; ésta terapia de quelacion ha sido efectiva para neuroblastoma y leucemia.

Metalocenos. Son una nueva clase de compuestos organometalicos; se caracterizan por una
estructura tetraedrica distorsionada, en la que se coordinan dos ligantes ciclopentadienil y dos
ligantes halogenuro a un ion metélico. El dicloruro de titanoceno ha sido el Gnico de estos
compuestos en ser estudiado en pruebas clinicas; ademas de ser un agente anticanceroso, también es
antiviral, antiinflamatorio y con actividad insecticida en raton. La actividad de este titanoceno se ha
estudiado contra sarcoma, leucemias, carcinoma. La formacion del complejo metaloceno-ADN esta
implicada en el caracter antineoplasico, los titanocenos y vanadocenos inhiben la sintesis de ADN y
ARN (Desoize, 2004).

El interés del grupo de trabajo de la FES-C se ha centrado recientemente en el disefio de nuevos
complejos de cobre como potenciales agentes antitumorales. El cobre es un conocido elemento
bioesencial en el ser humano, y sus compuestos de coordinacién han probado ser excelentes
candidatos para aplicaciones bioldgicas, asi como para el tratamiento del cdncer. EI mecanismo
citotdxico para los complejos de cobre puede ser causado por su capacidad para unirse y romper el
ADN, lo que interrumpe el ciclo celular y produce apoptosis 0 genera especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) que llevan a la muerte celular (Ma, 2012).

A continuacion se describe brevemente el papel del cobre en el organismo, y algunos agentes
quimioterapéuticos que lo involucran.
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Cobre in vivo

Hart et. al. fueron los primeros en demostrar que el cobre es un ion metélico esencial (1928),
expusieron que es requerido en la sintesis de hemoglobina. Desde entonces se ha descubierto que el
cobre es esencial para muchas funciones celulares. El cobre se encuentra distribuido de manera
heterogénea en el cuerpo. Los intervalos tipicos de concentracion en algunos tejidos se muestran en
la Tabla 3-1:

Tabla 2-1. Concentraciones (ppm) de cu (11) en tejidos y fluidos

Tejido o Fluido Concentracion
(Ppm)

Bilis 500
Sangre

(total) 1.0

(plasma) 1.2

(suero) 1.9
Cerebro 370
Vesicula biliar 750
Intestino 180-300
Jugo gastrico 0.1-0.4
Rifion 270
Higado 680
Musculo 85
Orina 40

El cuerpo humano contiene alrededor de 70 - 80 mg de cobre. En su forma libre puede ser toxico,
por lo que existe en formas complejadas, unido a macromoléculas y a ligantes de bajo peso
molecular en los fluidos bioldgicos.

El cobre se encuentra presente en el sitio activo de proteinas y enzimas involucradas en reacciones
redox. En las células de los mamiferos se encuentran solamente unas cuantas proteinas que
contienen cobre, algunas comunes son: citocromo oxidasa, superoxido dismutasa, lisil oxidasa, y
dopamina-f hidroxilasa (Berthon, 1995).

Las enzimas de cobre se encuentran involucradas en el ciclo del nitrégeno; todas las reacciones en
las que estan presentes Oxidos de nitrogeno son catalizadas por alguna de estas enzimas.

El trasporte del cobre recién absorbido, de las mucosas al plasma sanguineo, es regulado por las
metalotioneinas (MT). En el fluido extracelular el metal se encuentra unido predominantemente a
albimina, aminodcidos (principalmente como complejos ternarios de histidina y otros aminoacidos)
y ceruloplasmina, la principal enzima transportadora de cobre en sangre (Berthon, 1995).

Cuando se adiciona algun complejo de cobre a las células o fluidos, existen sitios de competencia
por el metal que son fuertes e identificables. Por ejemplo, la albdmina y la histidina tienen
constantes de estabilidad aparentes elevadas para Cu (I1). Debido a la compartamentalizacion de las
formas bioldgicas de cobre, es posible que las especies farmaco-cobre se formen en un lugar y
reaccionen en otro, debido a la disociacion.
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Complejos de cobre con Bases de Schiff. Las bases de Schiff son complejos orgénicos importantes
en la quimica medicinal gracias a su gran potencial antibacteriano y quimioterapéutico. Sus efectos
citotdxicos pueden mejorarse mediante la formacion de complejos con cobre (I1), éstos compuestos
han sido probados en diferentes lineas celulares y su efecto antineoplésico ha sido efectivo contra
células de cancer de mama y de prostata (Ma, 2012) (Adsule, et. al., 2006).

Tiosemicarbazonas. Son compuestos que se han estudiado por mucho tiempo debido a sus
propiedades biologicas. Se han utilizado como farmacos contra la tuberculosis y lepra, como
antivirales, antifingicos, antibacterianos, y recientemente como agentes anticancerigenos (Pelosi,
2010). En los ultimos afios se han sintetizado e investigado complejos tiosemicarbazona-cobre y
bis(tiosemicarbazona)-cobre, y han mostrado actividad anticancerigena ante diferentes lineas
celulares de cancer.

Derivados de benzimidazol, imidazol, pirazol y triazol. Recientemente una serie de ligantes basados
en estructuras de pirazol-piridina y pirazol-bipiridina han sido sintetizados y coordinados con una
gran variedad de metales, entre ellos el cobre; uno de estos complejos mostré una alta afinidad
hacia el ADN, y actividad citotdxica contra células de cancer gastrico, leucemia y cancer de mama
(Bernabé-Pérez, 2013).

Complejos de cobre con fenantrolina. El ligante 1,10-fenantrolina y las sales de cobre forman
complejos estables que presentan actividad antitumoral, antifungica y antimicrobial (Bernabé-Pérez,
2013). En México, dentro de este grupo de compuestos, se investigan actualmente la familia de las
llamadas Casiopeinas®, compuestos desarrollados en la Facultad de Quimica de la UNAM (Brefia,
et. al., 2010). Se ha demostrado que las Casiopeinas® tienen actividad antineoplésica contra células
cancerigenas, mediante ensayos in vitro e in vivo. EI modo de accién no ha sido completamente
elucidado, pero los investigadores sugieren interacciones de intercalacion con el ADN como un
posible paso, seguido de una reaccion redox que produce especies radicales (generacion de ROS),
principalmente «OH, que promueven la degradacién del ADN con la consecuente muerte celular por
apoptosis (Garcia-Ramos, et. al., 2011) (Bravo-Gomez, et. al., 2009) (Garcia-Ramos, et. al., 2014)
(Ruiz-Azuara, et. al., 2010).

2.2. Compuestos LQM

El Laboratorio de Quimica Medicinal, en la Unidad de Posgrado de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, de la UNAM, se ha dedicado a sintetizar e investigar compuestos con
actividad farmacoldgica. El disefio de estos compuestos, llamados LQM’s, en principio se baso en
la estructura de la Changrolina y en los estudios de Li LQ, quien, en 1979, descubri6 que la
changrolina es efectiva como agente anti-arritmico (LQ, et. al., 1979).

Stout y su equipo de trabajo introdujeron una nueva serie de compuestos antiarritmicos realizando
algunas variaciones en la estructura de la changrolina. Encontraron que su estructura puede ser
dividida en tres fragmentos (Fig. 2-1):

e Fragmento |. Segmento heteroatémico que contiene la quinazolina.
e Fragmento Il. Segmento aromatico con el bis(pirrolidinilmetil) fenol.
o Fragmento I1l. Segmento enlazante entre las dos primeras regiones.

Posteriormente encontraron que el fragmento Il era importante para mostrar una buena actividad
antiarritmica; ademas que en el segmento | la quinazolina podia ser reemplazada por una variedad
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de anillos heteroatomicos sin que disminuya su actividad; y que el fragmento que une a los dos
primeros tiene una mayor actividad y una menor toxicidad cuando contiene un grupo carbonilo.

Fragmento 11

( N Fragmento 111

Fragmento |

Fig. 2-1. Changrolina (Montes-Madrigal, 2005)

Con base en base a estos estudios, el equipo de trabajo del Laboratorio de Quimica Medicinal de la
FES-C, disefid y sintetiz6 derivados morfolinicos y tiomorfolinicos con actividad antiarritmica y
antihipertensiva, realizando algunas modificaciones a la estructura del fragmento Il de la
changrolina: se cambi6 el anillo de la pirrolidina por un anillo morfolinico o tiomorfolinico, y en la
posicion 4 del anillo aromatico se incluyeron diferentes sustituyentes (Veldzquez, et. al., 2006)
(Montes-Madrigal, 2005). El compuesto de estudio del presente trabajo: el LQM314, es un derivado
morfolinico, con un sustituyente ciano en la posicion 4 del anillo aromatico, su estructura se
muestra en la Fig. 2-2.

OH

CN
Fig. 2-2. Estructura quimica del compuesto LQM314
(Aguilar-Hernandez 2012)(Velazquez, et. al., 2006)

Con los antecedentes del uso de complejos metalicos como agentes anticancerosos, el equipo de
trabajo del Laboratorio de Quimica Medicinal decidid utilizar los compuestos morfolinicos como
ligantes, y se han hecho reaccionar con cobre (1) para formar los complejos correspondientes; con
estos trabajos se pretende encontrar alternativas al tratamiento ya existente contra el cancer, que se
menciond anteriormente, de manera que puedan encontrarse farmacos efectivos contra este
padecimiento con minimos efectos negativos. Utilizando el compuesto LQM314 como ligante con
cobre (11) se obtiene el compuesto LQM406, la sintesis se realiz6 por Escutia-Calzada, 2011. La
estructura del complejo se muestra en la Fig. 2-3.
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Fig. 2-3. Estructura quimica del compuesto LQM406 (Escutia-Calzada, 2011)

El compuesto LQM406 es un complejo de cobre (lI) polinuclear, de estequiometria 4:2,
Cu(l1):LQM314, en su forma solida. Una vez sintetizado se caracterizé su forma sélida mediante
espectroscopia IR y Rayos X (Escutia-Calzada, 2011). Su comportamiento en disolucién y la
determinacién de sus propiedades fisicoquimicas es el siguiente paso, y el motivo del presente
trabajo.

Dentro de sus propiedades farmacoldgicas, a estos derivados del fenol se les atribuy6 una posible
actividad antineoplésica. Al ser compuestos nuevos no se cuenta con una referencia enfocada a su
papel bioldgico, por lo tanto se realizaron pruebas de citotoxicidad in vitro para determinar si son
efectivos en el tratamiento del cancer, sin toxicidad para los pacientes. El estudio biol6gico fue
llevado a cabo por Vilchis-Martinez, 2011. Se evalu6 la citotoxicidad del compuesto LQM406 en
tres lineas neoplasicas: MDA-MB-231 (cancer de mama), HeLa (cancer cérvico-uterino) y PC-3
(cancer de prostata); asi como en células no cancerosas (linfocitos) para evaluar la toxicidad a
celulas sanas.

De acuerdo al estudio biologico, se concluyé que el compuesto LQM406 tiene un efecto citotdxico
significativo en las células de cAncer de mama, de prostata y cérvico-uterino, y presenta menor dafio
a las células sanas (linfocitos) que el LQM estudiado a la par (LQM403), éste Gltimo resultado
comparable a los del taxol, farmaco anticanceroso inhibidor de los microtdbulos indicado para el
tratamiento de cancer de mama, de ovario y de pulmén (Vilchis-Martinez, 2011).

Dentro de este tipo de compuestos se ha estudiado también el compuesto LQM402; de cuyo estudio
bioldgico in vitro se concluyd que tiene una actividad antineopléasica significativa contra cancer
cérvico-uterino, de manera selectiva para células HeLa y CaSki. Ademas, se demostrd que este
compuesto induce el rompimiento del ADN de dos lineas celulares de céncer cérvico-uterino, de
una forma dependiente del tiempo. En afios recientes, reportes de citotoxicidad de complejos de
cobre han mostrado que el mecanismo de accion se basa en la intercalacion en el ADN vy su
posterior rompimiento o induccion de la apoptosis (Frias-Gonzalez, et. al., 2013).

El estudio realizado con el compuesto LQM402 indicé que la actividad citotoxica determinada para
el compuesto coincide con los resultados obtenidos para otros compuestos de cobre, como las
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Casiopeinas®. Ademas se demostré que la citotoxicidad es menor en células control no
cancerigenas (Frias-Gonzélez, et. al., 2013).

Para el compuesto LQM406 aln se tiene como perspectiva continuar con los estudios in vitro para
corroborar el efecto citotéxico en mas lineas celulares cancerosas, asi como estudios in vivo. Debido
a la presencia de ésta actividad farmacol6gica es que contindan los estudios de este tipo de
compuestos, y del LQM406 en particular.

2.3. Especiacion

El término especiacion es utilizado de diferentes maneras, en quimica, biologia y geoquimica. En el
contexto de la quimica analitica podemos llamarla especiacion quimica, y utilizaremos éste término
para referirnos al proceso de identificacion y cuantificacion de las formas o especies quimicas y su
distribucion en una muestra dada. Este proceso puede en algunas ocasiones proveer mas
informacion sobre la forma del elemento presente, por ejemplo su composicion isotdpica,
conformacion, estado de oxidacion, o sobre la naturaleza de los sustituyentes unidos a él; y no sélo
informar sobre la presencia del elemento en su totalidad.

Una vez definido el término especiacion quimica, veamos las definiciones a las que da lugar éste
término:
i.  Especie quimica: elemento quimico, forma especifica de un elemento definido, dada por su
composicion isotopica, estado electronico o de oxidacion, y/o su estructura molecular.
Puede tratarse de una molécula neutra, un ion simple o compuesto o un material sélido.

ii.  Analisis de especiacion: actividades analiticas de identificacion y/o medicion de las
cantidades de una 0 mas especies quimicas individuales en una muestra.

iii.  Especiacion de un elemento: distribucion de un elemento entre especies quimicas definidas
en un sistema.

A partir de la especiacion quimica se obtiene informacion para comprender el comportamiento del
sistema; para una explicacion logica de éste comportamiento, las especies encontradas deben ser
suficientemente diferentes y medibles, en el nivel adecuado de acuerdo al sistema de estudio
(Templeton, et. al., 2000).

Para lograr la especiacion quimica necesitamos determinar las propiedades fisicoquimicas de las
especies en el sistema; esto involucra la determinacién de constantes de equilibrio. A continuacion
se describen los métodos y técnicas para tal efecto.

2.4. Técnicas utilizadas para la determinacion de constantes de equilibrio

De acuerdo a Legget y Wu, hay cuatro técnicas capaces de generar datos con una precision
adecuada para permitir una estimacion confiable de las constantes de formacion de un sistema de
interés. Estas técnicas son: potenciometria, espectrofotometria, calorimetria y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear.

La mayoria de los programas utilizados para estimar constantes de formacion emplean alguna
variante del algoritmo de cuadrados no lineales. Usando estimados iniciales de las constantes de
formacion, se construye un conjunto de ecuaciones simultdneas a ser resueltas para obtener las
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correcciones que serén aplicadas en las constantes de formacion. Los nuevos valores son mejores
aproximaciones a los valores finales y se utilizan para el siguiente ciclo de refinamiento. El proceso
iterativo arroja finalmente los valores de las constantes de formacién que dan el mejor ajuste entre
los datos experimentales y los calculados. Se utiliza el criterio de minimos cuadrados (U) para
dirigir el proceso iterativo.

En el programa se incluye como variable dependiente siempre la constante de formacion Ba., Y
pueden incluirse pardmetros adicionales relacionados al modelo de equilibrio (coeficientes de
absortividad molar o calores de formacion de los complejos) o las condiciones experimentales
(concentraciones). Como variable independiente se incluyen los datos experimentales. El programa
calculard y arrojara el conjunto de variables que mejor predigan las observaciones, de la manera
mas confiable, con el menor valor de U. La tabla 2-2 muestra los pardmetros observables utilizados
para la minimizacion de la suma de cuadrados (Berthon, 1995).

Tabla 2-2. Parametros observables utilizados para la minimizacion de la suma de cuadrados.
(Berthon, 1995)

Técnica Observables minimizados
Potenciometria pH, E, Ciy, Cwm, Ci, Coomponentes
Calorimetria qr, todas l1as Ceomponentes
Espectrofotometria A, pH para sistemas acuosos
Resonancia Magnética Nuclear | §;

A continuacion la tabla 2-3 resume algunas técnicas utilizadas para generar datos para el
refinamiento de constantes de estabilidad, sus ventajas y limitaciones.

En base a estas ventajas y limitaciones para cada técnica, y a los equipos disponibles, se decidio

realizar la determinacion de las constantes de estabilidad mediante espectrofotometria UV-Vis
complementada con potenciometria, y calorimetria.
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Tabla 2-3. Algunas técnicas utilizadas para la determinacion de constantes de estabilidad.

Técnica Caracteristicas Ventajas Limitaciones
Se basa en la medicion de [H'] Es la técnica mas Para algunos sistemas mas
mediante un electrodo de pH, o de utilizada. complicados se ha cuestionado su

Potenciometria

p[M] y/o p[L] mediante electrodos ion-
selectivos.

Elevada precision y
exactitud

exactitud.

Requiere de un electrodo reversible.
Se requieren disoluciones a
concentraciones altas para poder
distinguir claramente cambios en el
sistema.

Espectrofotometria

Utiliza la Ley de Lambert-Beer-
Bouguer para relacionar las
absorbancias con las concentraciones
de los complejos, y con ello con las
constantes de formacién. Es una
técnica complementaria a la

Provee informacion
valiosa partir de los
coeficientes de
absortividad, con ellos se
pueden definir especies
presentes en sistemas

No es posible evaluar con precision
las constantes de formacion de
complejos cuyas bandas de absorcién
se traslapan.

No se pueden determinar constantes
de formacién de complejos débiles

UV-Visible Potenciometria mas que alternativa a complejos. (por debajo de 0.2 L mol™), los
ésta, la espectrofotometria se utiliza cambios en los espectros pueden
para definir el modelo quimicoy deberse a fuerzas de dispersion en vez
ambas para calcular las constantes de de a la formacion de un enlace
formacion. covalente.
Hay dos formas de realizar estos Puede utilizarse para B puede calcularse simultineamente
estudios: calorimetria directa o estudiar cualquier con AH sélosi log p <8, de no ser
titulacion termomeétrica; en la primera, | reaccion, ya que cada asf las diferencias en el calor de
el metal y el ligante son mezclados una | reaccién quimica reaccién son indistinguibles.
) sola vez y se mide el cambio de calor involucra absorcién o Las pequefias diferencias entre las
Calorimetria resultante; en la titulacion, el ligante es | liberacion de calor. curvas de titulacion dificultan la
adicionado en alicuotas y se puede distincion de los sistemas de reaccion,
evaluar la entalpia de formacion del se recomienda hacer repeticiones a
complejo y la constante de estabilidad. diferentes concentraciones o
complementar con otra técnica.
Se utilizan principalmente dos Técnica efectiva en La frecuencia de la radiacion son
parametros para evaluar las constantes | medios no acuosos. relativamente bajas, por lo que son
Resonancia de estabilidad: desplazamiento Ademas de las constantes | necesarias concentraciones mayores a
Magnética quimico, constantes de acoplamiento. | de estabilidad, provee las utilizadas pata otras técnicas.
Nuclear constantes de unién para Es dificil, aunque posible, estudiar la

sitios especificos de la
molécula.

formacion de dos 0 mas complejos.
Es una técnica costosa.

(Berthon, 1995), (Hartley, et. al., 1980)

2.4.1. Calorimetria
La calorimetria es una técnica de analisis basada en la medicion de los cambios de calor en el
sistema, a través de ella se pueden determinar los parametros energéticos asociados a la unién de
dos especies, estos parametros son: el niamero de sitios de enlace o la estequiometria de la reaccion,
la fuerza en la que se da la asociacion (expresada en términos de la constante de formacion o de la
energia libre de Gibbs, AG) y la caracterizacion de las contribuciones entalpicas y entrdpicas a AG
(E. Freire, 1990), (Hansen, 2011).

Hoy en dia ésta técnica es utilizada principalmente en bioquimica para el estudio de proteinas y
macromoléculas y su interaccion con diversas especies quimicas; también es utilizada para el
estudio de surfactantes mediante la construccion de las isotermas de adsorcion y para el estudio
termodinadmico de reacciones de complejacion entre metales y ligantes de interés (Bjeli¢, 2008).
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El cambio de entalpia para una reaccion general entre un metal y un ligante se puede obtener
mediante la medicion del calor liberado o absorbido durante la reaccion. Un calorimetro es un
instrumento que permite conocer una cantidad de calor desconocida, determinada por comparacion
con una cantidad conocida. La cantidad de calor es medida mediante el monitoreo de la
temperatura. El tipo de calorimetria méas utilizado es el de titulacion isotérmica (ITC) mediante el
que puede obtenerse simultdneamente la constante de equilibrio (K), la entalpia (AH), la energia
libre de Gibbs (AG) y la entropia (AS) (Berthon, 1995, pp.: 536, 546-550).

El experimento en calorimetria por titulacion isotérmica (ITC) consiste en adiciones del ligante (L),
que es colocado en la jeringa de inyeccion, al receptor (R), que estd contenido en la celda de
reaccion. La jeringa de inyeccion se mantiene en movimiento facilitando el mezclado de los
reactivos. Una celda de referencia, idéntica en forma y volumen a la celda de reaccion se llena con
agua (disolvente). Ambas celdas estan colocadas en una chaqueta de aislamiento térmico y son
equilibradas a la temperatura deseada antes de comenzar el experimento (Bjeli¢, 2008, pp.: 289-
290) (Velazquez-Campoy, 2004, pp.: 17.8.1-17.8.2) (Milev, 2010, pp.: 6-7).

La figura 2-4 muestra un diagrama Jeringa de

del equipo utilizado: _ |e—— ] Inyeccion

( \ Celda de

1| reaccion

Celda de
referencia Ly DE—

\ kX) \Il/\/Uy Computadora

Chaqueta termostatada

Fig. 2-4. Diagrama de un calorimetro de titulacion isotérmica
(Velazquez-Campoy, 2004, pp.: 17.8.1-17.8.2) (Milev, 2010, pp.: 6-7)

Una minima diferencia de temperatura se mantiene durante el experimento entre la celda de
reaccion y la de referencia; mientras se va uniendo el ligante (L) con el receptor (R), se produce
calor debido a la formacién del complejo (en una reaccidn exotérmica) o se absorbe calor (en una
reaccion endotérmica), el equipo detecta el cambio de temperatura y compensa la pérdida o
ganancia de calor, la diferencia de calor es graficada como un pico sobre la linea base y es obtenida
a través de la interfaz. La cantidad de calor asociada con la inyeccion se obtiene mediante la
integracion de ese pico, tomando como referencia la linea base.

Se llevan a cabo una serie de adiciones de L a R, de manera que la relacion de las concentraciones
totales [L]iwt/[R]wot V@ aumentando hasta de 2 a 3 veces 6 mas, de acuerdo a las necesidades de la
investigacion. Los valores de calor observados monitorean el grado de unién entre L y R conforme
la saturacion aumenta. Conforme los sitios de coordinacion se van saturando van ocurriendo menos
enlaces y el calor va cambiando respecto al inicial, cuando todos los sitios se saturan no ocurren
mas uniones y solo se observa en calor de dilucion. La figura 2-5 ilustra la obtencion del
termograma, que es el gréafico resultante de la cantidad de calor en funcién del tiempo:
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Considerando que (') corresponde al
reactivo L y (@) corresponde al reactivo R.

a) Previo a la inyeccion del reactivo L no hay
cambio en el calor del sistema.

b) En la primera inyeccion todo L adicionado
se une a R, lo que produce un cambio en el
calor del sistema que se observa como un pico
en el gréfico, después de esta primera
inyeccion en sistema vuelve al estado inicial
antes de la siguiente inyeccion, es decir, a la
linea base.

c) y d) en las siguientes inyecciones todo L
adicionado se une a R hasta que se saturan los
sitios de union, en cada inyeccion se produce
un cambio en el calor del sistema, que va
disminuyendo conforme se van agotando los
sitios de union.

e) ya que se han saturado todos los sitios de
union no es posible que se enlace mas L a R,
por lo que el calor del sistema corresponde al
de dilucion.

Fig. 2-5. Diagrama del progreso de un experimento de ITC. (Hansen, 2011)
(Bjeli¢, 2008, pp.: 289-290) (Velazquez-Campoy, 2004, pp.: 17.8.1-17.8.2) (Milev, 2010, pp.: 6-16)
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A partir de los datos correspondientes al calor del sistema en cada inyeccion se genera una isoterma
de enlace (Fig. 2-6), que es una curva que representa el grado de saturacion de la especie R en
términos de la relacion molar del L adicionado sobre la de R. Entonces el grado de saturacion es
definido en funcion del calor asociado con la reaccion (Freire, 1990). El punto de inflexion de la
curva indicar la estequiometria de la reaccion, la diferencia de calor total de la titulacion indicara
el cambio de entalpia y la pendiente de la curva correspondera al valor de la constante de equilibrio.

ar

N VVVVVY] "T"""‘——;:.:.T.—.n,.._ﬁ\

g
:> E A Keq "/,”I

+  |Estequiometria

tiempo 2> n
k Relacion Molar (L/R) /

Fig. 2-6. Transformacion del termograma en la isoterma de enlace para la titulacion de la
especie R con la especie L.

cal/sec

El calor detectado en cada inyeccion es proporcional al valor de entalpia de acuerdo a la siguiente
ecuacion:
q = Veeu AH [RL];
Donde:
Veen = volumen de la celda de reaccion
AH = el cambio de entalpia asociado a la reaccién entre Ly R
[RL];i = la concentracion del complejo formado en la duracion de la inyeccion

Hay diversas maneras en que se pierde o se gana calor en un equipo disefiado para mediciones de
los parametros termodindmicos, es por eso que se deben tomar en cuenta ciertas correcciones en la
ecuacion del calculo del calor total, esta ecuacion es:
0r = Otot —[Cait + Gt + Ot
donde:
ot €S €l calor total medido
Qail €s el calor de dilucion de los reactivos
gni €s la pérdida de calor durante la reaccion
O €S el calor resultante de las diferencias de temperatura entre los reactivos

Al utilizar un equipo de calorimetria por titulacion isotérmica no hay preocupacién por los ultimos
dos términos, ya que la temperatura se mantiene constante y es un sistema cerrado que no permite
pérdida de calor, asi que las correcciones en ITC s6lo son por la dilucién de los reactivos.

Para conocer el valor de [RL]; (término involucrado en la ecuacion del calor detectado por
inyeccion) utilizamos la expresion de la constante de equilibrio:

_ [RL] _ [RL]
“[RIL]  ([Rlior — [RLD(UL1:or — [RL])

Haciendo las operaciones correspondientes, obtenemos una ecuacion cuadratica:

Ky
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1
[RLI? — (= + [Rluor *+ [Lltor ) IRL] + [Rl:oc[Lleoe =0

A partir de esta ecuacion podemos conocer el valor de [RL], combinado las ecuaciones anteriores
podemos llegar a un ajuste con los datos experimentales para conocer Ko y AH y conocidos estos
valores se pueden calcular todos los pardmetros termodindmicos relevantes haciendo uso de las
siguientes ecuaciones:

La relacion de la energia libre de Gibbs (AG) con la constante de equilibrio:
AG = —RTInK,
R = constante de los gases (8.314 J K™ mol™) y T = temperatura absoluta (en grados Kelvin)
El cambio de entropia asociado a la reaccion puede calcularse a partir de la expresion para AG:
AG = AH — TAS
Tambien puede calcularse el cambio de capacidad calorifica (AC,): AC, = dAH/dT.

De este modo la técnica ITC se convierte en una poderosa técnica para lograr la caracterizacion
termodindmica de una reaccion entre dos especies. Se necesitan aproximadamente 2-3 experimentos
de 2-3 horas cada uno para obtener los resultados, sin embargo debemos tomar en cuenta que
algunas reacciones pueden ser muy rapidas y pueden completarse durante el tiempo en que se
mezclan las disoluciones y otras son tan lentas que se siguen llevando a cabo ain después de
completado el tiempo de mezclado (Bjeli¢, 2008) (Freire, 1990).

2.5. NUmero de especies en disolucion

Antes de empezar a hacer célculos sobre las constantes de estabilidad, es necesario definir el
modelo quimico que serd utilizado para éstos célculos. Para ello debemos conocer el nimero y la
naturaleza de las especies presentes en el sistema, para lo que existen algunos métodos. Aungue, a
veces no es posible determinar el nimero de especies y su formula quimica directamente, entonces
es necesario tomar en cuenta el razonamiento quimico y la evaluacion estadistica de los datos.

Para determinar el namero total de especies, en el equilibrio, presentes en una disolucion, se emplea

la medida de un pardmetro fisico como funcién del nimero del tipo de moléculas. La técnica méas

utilizada es la espectrofotometria, en la que trabajamos con mediciones de absorbancia, que es una

funcidn lineal de la concentracion a una determinada longitud de onda (1); como lo indica la Ley de
Beer, que puede expresarse como:

A/l

obs

s s R

Donde:

A
% = absorbancia observada por unidad de paso 6ptico, a una longitud de onda A

e{, e%, eﬁ = coeficientes de absortividad molar de las especies 1, 2, y n, a una longitud de onda A
c1, Cy, €, = concentraciones de las especies

15


http://www.novapdf.com/

Al superponer los espectros de absorcion de diversas disoluciones con concentraciones metal y
ligante variantes, es posible observar la presencia de puntos invariantes producidos por la
interseccion de los espectros, éstos puntos son conocidos como puntos isosbésticos. La presencia de
uno o mas indica la presencia de al menos dos especies con diferente relacion metal-ligante, en
equilibrio. Datos como éstos, adicionados con otros obtenidos por un método complementario son
utilizados para determinar el nimero de especies en el sistema (Hartley, et. al., 1980).

Existen programas computacionales utilizados para dicho efecto, entre ellos podemos citar a los
programas TRIANG y SYBILA, que son los que se utilizaran durante este proyecto.

TRIANG. Es un programa escrito en lenguaje FORTRAN que estima el namero de especies que
absorben radiacion electromagnética en el sistema, a partir de los valores de absorbancia a
diferentes longitudes de onda para distintas disoluciones, y considerando el error en las lecturas de
transmitancia (AT). Considerando que se cumple la Ley de Beer y la Ley de aditividades para el
sistema de estudio, TRIANG establece la existencia de una especie quimica absorbente comparando
entre valores de absorbancia y errores asociados a la misma.

El procedimiento que sigue el programa se describe a continuacion: la matriz de absorbancias A es
reducida a una matriz equivalente mediante una serie de operaciones elementales, la matriz reducida
contiene a los elementos de mayor magnitud en la diagonal principal y todos los elementos por
debajo de ésta son cero. Este proceso se llama triangularizacion. El grado de la matriz resultante
estd dado por el nimero de elementos ‘diferentes de cero’ presentes en la diagonal de la matriz.
Para decidir qué es “diferente de cero’, se calcula también una matriz reducida del error (E), para
ello se utiliza la ecuacion de la propagacion del error. Los valores de los elementos
correspondientes en A y E se comparan, el elemento en A sera ‘diferente de cero’ si es mayor al
elemento correspondiente en E multiplicado por tres. El grado de la matriz (el nGmero de elementos
‘diferentes de cero’) corresponderd al nimero de especies que absorben radiacion electromagnética
de forma diferente en el sistema de estudio (Berthon, 1995). Para datos espectrofotométricos el
valor de AT debe encontrarse en el intervalo de 0.003 < AT > 0.010. (Gémez-Zaleta, 2006)

SYBILA. Es un programa escrito en BASIC que utiliza técnicas de estadistica multivariante como
el analisis de factores (FA) o el analisis de componente principal (PCA) para estimar el nimero de
especies presentes en un sistema quimico. Estas técnicas se refieren al analisis de una matriz de
datos A de m x n, donde m podria ser el conjunto de espectros de absorbancia, o cualquier otra
observacion, para cada valor de n (variable) de pH.

De manera que se puede escribir la siguiente ecuacion: A = E * C, es decir, se tiene una matriz A de
valores de absorbancia para n,, longitudes de onda de n, muestras, donde se tienen n, componentes
que absorben en el intervalo elegido, E es la matriz de absortividades molares n, x n. y C es la
matriz de concentraciones n¢ X ns.

El programa pretende encontrar el determinante de la matriz de datos. Existen diferentes formas
para encontrarlo, una de ellas es el método descrito por Wallace y Katz que involucra
diagonalizaciones tanto de la matriz A como de la matriz de error, como lo hace TRIANG. SYBILA
utiliza la técnica FA con varios criterios para estimar el determinante, en particular el propuesto por
Kankare que involucra los residuales de la desviacion estandar de las absorbancias (Gémez-Zaleta,
2006).
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2.6. Naturaleza de las especies en disolucion

Una vez conocido el nimero de especies presentes en disolucion, el siguiente paso es conocer la
estequiometria de éstas especies (Berthon, 1995). La absorcién molecular se utiliza para distintos
estudios de caracterizacion, entre ellos la determinacion de la estequiometria de los complejos
metal-ligante y de las constantes de equilibrio. La estequiometria de una reaccion de complejacién
metal-ligante con la forma general:

XM +yL= MLy

Puede determinarse mediante uno de los siguientes métodos: variaciones continuas y relaciones
molares.

2.6.1. Variaciones continuas (método de Job)

Si se considera la reaccion:
XM +yL= MLy

Se preparan disoluciones de M y L a la misma concentracion para hacer, a partir de ellas, una serie
de disoluciones de forma que la concentracidn total (o el nimero total de moles) de M y L sea igual
en todas, pero la concentracion (o el namero de moles) de M y L varian (Ayres, 1968). De manera
que, si [M] y [L] son, respectivamente las concentraciones de metal y ligante y ny y n_ el nimero de
moles en la disolucion i, entonces:

Ciot = [M]i + [L]

Not = ()i + (N0);i (Harvey, 2002)

Asi por ejemplo se preparan disoluciones que contienen una parte de M y nueve de L, dos partes de
My ocho de L, y asi sucesivamente de manera que la cantidad total de moles y la concentracién
total sean constantes. Para cada una de las disoluciones se mide alguna propiedad que sea una
funcion lineal de la concentracion. Si se mide la absorbancia, se representan graficamente los
valores a la longitud de onda Optima (a la que absorbe el complejo ML) frente a la fraccion molar
de L en cada una de las disoluciones (X.);, este ultimo valor se calcula de la siguiente manera:

X)) = [L];
LT IMY; + L),
O en funcidn del nimero de moles:
ngp
X = —
( L)l Ny + n,

La representacion grafica tendra dos ramas lineales: una cuando el reactivo limitante es el ligante, y
otra cuando el reactivo limitante es el metal. La interseccion de estas dos ramas se produce cuando
la mezcla de metal y ligante se hace estequiométrica, se presentard a la fraccion molar que
corresponde a la composicion del complejo formado. Para determinar el valor de y del complejo
metal-ligante, ML, se utiliza la fraccion molar del ligante en esta interseccion:

np XL

y=—=—==—— (Harvey, 2002)

La tabla 2-4 muestra las condiciones estequiométricas para tres tipos de complejos y su
correspondiente fraccion molar de L y M en la que se espera se encuentre el valor maximo de la
propiedad medida. La figura 2-7 muestra el comportamiento de los gréficos tipicos para estos

17


http://www.novapdf.com/

complejos considerando que se mide la absorbancia, se observa el méaximo que indica la
composicion del complejo predominante, las lineas son rectas ya que se trata de un modelo teérico
en el que las reacciones de formacién de cada uno de los complejos son cuantitativas.

Tabla 2-4. Condiciones estequiométricas y sus fracciones molares para el método de variaciones

continuas.
Esti?qﬂ?ga;%rt]fis cas | Fraccion molar de L® | Fraccién molar de M®
Complejo n nu
N no Xp)ce = —— Xm)ce = ———
ML 1 1 1(1+1) = 050 1/(1+1) = 0.50
ML, 1 2 2(1+2) = 0.67 1/(1+2) = 0.33
ML 3 1 UG+ = 0.25 3/(3+1) = 0.75
@ para las condiciones estequiométricas (CE)
MsL ML ML,
o i
£ !
2 :
5 i -
0 I |
< 1 1
1 |
1 1
1 |
I 1
.l \
1

0.4

0 0.1 0.2 OIS 0.6 0.7
Fraccidn molardel
: | 08 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 01 0

Fraccion molar de M

Fig. 2-7. Comportamiento tipico de los graficos para el método de variaciones continuas para
complejos MsL, ML y ML, donde solamente los complejos formados absorben a la longitud de
onda seleccionada (Harris, 2003).

Cuando se utiliza el método de las variaciones continuas se parte de algunas hipotesis sobre el
sistema, bajo las cuales se sabe funciona:

= Se forma un Gnico complejo metal-ligante.

= La propiedad medida es una funcion lineal de la concentracion. Si se mide la absorbancia,
el complejo metal-ligante cumple la Ley de Beer para la gama de concentraciones
utilizadas.

= La reaccion de formacion del complejo es cuantitativa (el complejo no esté disociado). Si la
reaccion no es cuantitativa, es decir, si la constante de formacion del complejo es
relativamente pequefa, el grafico tipico no presenta un méaximo agudo, sino achatado;
cuanto mas intenso es el achatamiento, mas extensa es la disociacion del complejo. En estos
casos se recurre a la extrapolacion de las dos ramas lineales, donde la disociacion se ha
suprimido debido al exceso de uno de los dos reactivos, el punto de interseccion
extrapolado corresponde a la composicién del complejo.
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= La fuerza idnica y el pH son constantes. Ya que las condiciones de la disolucién pueden
influir en la estabilidad del complejo, es necesario controlar cuidadosamente la
composicion (buffers, agentes enmascarantes).
(Harvey, 2002) (Ayres, 1968) (Harris, 2003).

2.6.2. Relaciones Molares

Si se considera nuevamente la reaccién:
XM +yL= MLy

Se prepara una serie de disoluciones de forma que la concentracion de uno de los dos reactivos M o
L se mantiene constante mientras la concentracion del otro reactivo varia. Asi, por ejemplo se
prepara una disolucion con una parte de M y una de L, otra con una parte de M y dos de L y asi
sucesivamente.

En la representacion gréafica se utiliza el valor de la relacion molar L/M o M/L, que se calcula a
partir del nimero de moles de metal y ligante, ny y n_ respectivamente, en la disolucién i, entonces:

L_m y M _mu

M ny L ng

Si el complejo estd muy poco disociado, es decir, la reaccion de formacion es cuantitativa, la
representacion grafica de la propiedad frente a la relacion molar L/M, en las disoluciones en las que
[M] permanece constante y [L] varia, da lugar a una linea recta desde el origen hasta el punto que
corresponde a la relacion molar del complejo formado, a partir del cual cambia de pendiente y
alcanza una valor de la propiedad constante, bajo el supuesto de que solamente el complejo ML,
tiene un valor de la propiedad medida diferente de cero. Alternativamente, se puede mantener [L]
constante y variar [M], y el punto en el que cambia la pendiente indica la relacion M/L. Si el
complejo esta disociado de forma apreciable, el cambio de pendiente no es agudo sino que presenta
una curvatura, en este caso se recurre a la extrapolacion de los tramos iniciales y finales de la curva
al punto de interseccion, el punto extrapolado corresponde a la relacion de composicion del
complejo.

La figura 2-9 muestra un gréfico tipico del
método de relaciones molares para la formacion
de un complejo 1:1 (ML) en el que se mide la
absorbancia, que se controla en una longitud de
onda en la que solo absorbe el complejo. Para
este tipo de complejo se observa el mismo perfil
del gréfico independientemente de cuél sea la
relacién molar representada L/M o M/L.

ML
Ny

Absorbancia

Fig. 2-9. Grafico tipico para el método de relaciones

molares en la formacion de un complejo del tipo ML

donde sélo el complejo absorbe en la longitud de 0 L 2 3
onda seleccionada. LM o ML

Las figuras 2-10a y 2-10b corresponden a los gréficos tipicos para un complejo ML, en el que el
metal, el ligante y el complejo absorben en la longitud de onda seleccionada. En la figura 2-10a se
representa la relacion molar L/M frente a la absorbancia para el experimento en el que [M]
permanece constante y [L] varia, el cambio de pendiente se ubica en la relacion molar de dos,
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mientras que en la figura 2-10b se representa la relacion molar M/L frente a la absorbancia para el
experimento en el que [L] permanece constante y [M] varia y en este caso el cambio de pendiente
correspondiente al complejo ML, se encuentra en la relacion molar 0.5. En la tabla 2-5 se indican
las relaciones molares L/M y M/L que corresponden a la ubicacion del cambio de pendiente en los
graficos correspondientes para este tipo de complejo.

Tabla 2-5. Condiciones estequiométricas y sus relaciones L/M y M/L para el método de
relaciones molares.

Condiciones
Estequiométricas | Relacién molar LIM® | Relacién molar M/L®
Complejo L ny MIS Ty
Nm ng M ny L n;
ML 1 1 /71 =1 /71 =1
ML, 1 2 211 = 2 1/2 = 05

® para las condiciones estequiométricas (CE)

Fig. 2-10a. Fig. 2-10b.

Absorbancia
Absorbancia

4 0 1 2 3 4
M/L

Fig. 2-10. Gréficos tipicos para el método de relaciones molares en la formacién
de un complejo ML, donde el metal, el ligante y el complejo absorben en la
longitud de onda seleccionada.

Al principio, este método se considerd aplicable Unicamente a sistemas que involucraran la
formacion de un solo complejo en condiciones determinadas. Sin embargo, puede utilizarse para
reacciones de complejacion que se producen de manera progresiva, siempre que las absortividades
molares de los complejos sean diferentes y que las constantes de formacién sean también lo
suficientemente distintas para revelar su presencia. La figura 2-11 muestra los graficos tipicos para
la formacion progresiva de ML y ML, cuando solamente los complejos formados absorben
(Harvey, 2002). La figura 2-11a se obtiene del experimento en el que [M] permanece constante y
[L] varia, mientras que la figura 2-11b se obtiene a partir del experimento en el que [L] permanece
constante y [M] varia. Estas representaciones graficas muestran dos cambios de pendiente, en la
figura 2-11a se encuentran en la relacion molar L/M 1y 2, y en la figura 2-11b se encuentran en la
relacion molar M/L 0.5 y 1. La tabla 2-5 retne los valores para las relaciones molares asociados a
cada uno de estos complejos.
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Fig. 2-11a. ML, Fig. 2-11b. ML
N’// ,/
8 e 8 I
Q Q
= ML ML
2 SN | §'3/ 1
o -7 | ) | |
0 0 ’
4 [ [ 4 [
I I [
I I I
| | | |
| | | |
! | L] :
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
LM ML

Fig. 2-11. Gréficos tipicos para el método de relaciones molares en la formacion progresiva de
los complejos ML y ML, , donde sélo los complejos formados absorben en la longitud de onda
seleccionada.

2.7. Programas computacionales

Se pueden calcular las constantes de equilibrio a partir de los métodos graficos, no obstante pueden
resultar dificiles las estimaciones del error, o la decision de si el ajuste es adecuado al modelo,
ademas el trabajo es mucho mayor cuando se tiene una gran cantidad de datos. A partir de éstas
limitaciones se han desarrollado métodos de célculo modernos; una variedad de programas bien
establecidos y probados estdn disponibles para extraer constantes a partir de datos primarios
(Hartley, et. al., 1980). Uno de ellos y el que serd utilizado en éste proyecto es SQUAD. Los
sistemas computaciones permiten trabajar con sistemas mas complicados y mayor nimero de datos,
asi como tener una mayor confiabilidad por el tratamiento estadistico de la informacion (Bernabé-
Pineda, 2009).

SQUAD es un programa computacional escrito en lenguaje FORTRAN, disefiado para refinar
constantes de equilibrio de un modelo quimico propuesto, a partir de datos de absorbancia
obtenidos a diferentes longitudes de onda y a diferente composicion. EI modelo quimico propuesto
puede ser dependiente o independiente del pH, y puede involucrar especies como: M, M’ H; LiL’,,
conm, I, j, i, g > 0. Para el refinamiento de las constantes de equilibrio se utiliza el algoritmo de
Gauss-Newton, por medio de la minimizacion de la suma de los residuos de absorbancia

cuadréticos (minimos cuadrados no lineales):
I Nw

U= (Al - 4"
i=1k=1
donde:
| = todas las disoluciones
NW = todas las longitudes de onda
A-T’k = absorbancia calculada por SQUAD en la i-ésima disolucién a la k-ésima longitud de onda

i

Aﬁk = absorbancia experimental en la i-ésima disolucion a la k-ésima longitud de onda
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Las absorbancias calculadas son obtenidas mediante la resolucién de la ecuacién de Beer. SQUAD
propone los coeficientes de absortividad molar por especie, y determina la concentracién de cada
una empleando el algoritmo de Newton-Raphson (minimizacion de la suma de cuadrados de los
residuos). EI modelo converge si la diferencia en la minimizacion de un ciclo iterativo a otro difiere
como méximo 0.001. Que éste criterio se cumpla no significa que se tiene el mejor refinamiento, ya
que puede tenerse una convergencia en un minimo relativo.

Para determinar si el modelo quimico propuesto explica la informacién experimental, SQUAD
emplea los siguientes parametros estadisticos:

= Pardmetro de correlacion (matriz): determina la asociacion entre las variables, su valor va
de cero a uno, es una medida de la dependencia lineal entre las variables.

= La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (cgaos): €S un indicativo de la validez
del modelo quimico propuesto.

= La desviacion estandar sobre las constantes (oe.s): Braibanti y Brushei proponen que
valores del 1 % son aceptables.

= La desviacion estandar por espectro (cespectro) Y desviacion estandar sobre los coeficientes de
absortividad molar (ouef): dependen de las desviaciones estandar en los datos de
absorbancia y de las constantes.

El andlisis estadistico que presenta SQUAD, asi como los intervalos que propone, depende en gran
medida de la precision del espectrofotébmetro empleado, de la cantidad de datos alimentados vy,
sobre todo, de la complejidad quimica del sistema de estudio (Morales-Pérez, 1993).

El programa requiere buenos estimados iniciales de las constantes de estabilidad para asegurar la
convergencia. Pueden probarse diferentes modelos quimicos, pero finalmente el punto de vista
objetivo del investigador debe ser utilizado para construir el modelo que mejor explique los
resultados experimentales (Hartley, et. al., 1980).

MEDUSA (Make Equilibrium Diagrams Using Sophisticated Algoritms) es un software de
equilibrios quimicos con el cual es posible crear diversas representaciones graficas del sistema
quimico estudiado, a partir de los valores refinados de las constantes de equilibrio. Se pueden crear
diagramas de distribucion de especies, logaritmicos, de zonas de predominio. Para la construccion
de dichos diagramas se tiene el apoyo de una base de datos llamada HYDRA (Hydrochemical
Equilibrium Data Base), que contiene valores de constantes de formacion a 25 °C, utiliza los datos
de constantes de equilibrio desarrollada por el Department of Inorganic Chemistry, Royal Institute
of Technology (KTH) en Estocolmo Suiza. Algunos de los elementos que constituyen el archivo de
entrada son: el nimero de componentes del sistema, nimero de complejos formados y especies
solidas tanto de complejos como de componentes, la esteuiometria de cada uno de los complejos y
los valores de sus constantes de equilibrio, la concentracion de trabajo, la fuerza idnica y la
temperatura (Bernabé-Pineda, 2009) (GOmez-Zaleta, 2006) (Puigdomenech
https://www.kth.se/en/che/medusa).
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3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

Se sabe que el compuesto LQM314 puede coordinarse con cobre (1), por lo que es posible
comprobar la formacion de los complejos correspondientes utilizando la técnica de
espectrofotometria UV-Vis, y realizar el estudio de especiacion quimica en dos diferentes
disolventes, para describir el comportamiento quimico de este sistema en disolucion. Por otro lado,
si se realiza el estudio del sistema mediante calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) a las
condiciones experimentales dptimas, serd posible confirmar las estequiometrias de los complejos
formados y determinar el valor de entalpia asociado a las reacciones.

3.2 Objetivos generales

Determinar las constantes de estabilidad correspondientes a la formacion de los complejos Cu (11)-
LQM314, realizando valoraciones espectrofotométricas, y utilizando los programas
computacionales existentes para tal efecto, para definir la interaccion quimica existente entre estas
dos especies a las condiciones de trabajo impuestas.

Realizar estudios exploratorios del sistema LQM 314 - acetato de cobre (Il) mediante calorimetria
de titulacion isotérmica (ITC).

3.3 Objetivos particulares

Estudiar el sistema LQM 314 - acetato de cobre (1) en metanol como medio de disolucion,
utilizando los métodos de relaciones molares y variaciones continuas para determinar la
estequiometria de las especies formadas, y sus correspondientes valores de constantes de equilibrio.

Estudiar el sistema LQM 314 - acetato de cobre (Il) en disolucion acuosa bajo condiciones
pseudofisioldgicas, T=37 °C + 0.5 y 1=0.15 M, utilizando los métodos de relaciones molares y
variaciones continuas, asi como valoraciones en funcion del pH para determinar la estequiometria
de las especies formadas, y sus correspondientes valores de constantes de equilibrio.

Optimizar las condiciones experimentales para el estudio del sistema LQM 314 - acetato de cobre
(1) mediante la técnica de microcalorimetria ITC, con el fin de determinar las estequiometrias de
los complejos formados.
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4. Materiales y metodologia
Materiales y equipo

Matraces volumétricos de 5 mL, 10 mL,
25 mL, 50 mL, 100 mL

Pipeta volumétrica de 5 mL, 15 mL
Vaso de precipitados de 50 mL, 100 mL,
250 mL

Celda de vidrio termostatada de 150 mL
Tapa de 5 bocas para celda termostatada
Barra magnética

Celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico
Puntas para pipeta de volumen variable
Espatula

Piseta

Termémetro

Pipeta de volumen variable 0.5-5 mL,
ThermoScientific

Pipeta de volumen variable 0.1-1 mL,
ThermoScientific

Electrodo de pH InLab®413 pH 0...14,
Mettler Toledo

Espectrofotometro UV-Vis Lambda 35,
Perkin Elmer

Bario recirculador PolyScience

Agitador magnético IKA

Sonicador Branson 1510

Purificador de agua Purelab Classic, ELGA
Microcalorimetro VP-ITC GE Healthcare

Reactivos

Nitrdgeno gaseoso 99.997%, INFRA
Agua Desionizada

Disolucion Bufer pH 4, J.T.Baker
Disolucion Bufer pH 7, J.T.Baker
Disolucion Bufer pH 10, J.T.Baker
HCI 37.2 %, J.T.Baker

HCIO, 60.4 %, J.T.Baker

NaOH 98.6 %, Mallinkrodt

Cloruro de sodio Q.P., Reactivos y Productos
Quimicos Finos

Acetato de cobre (1) > 98 %, Sigma-Aldrich
Compuesto LQM314 (Sintetizado, purificado
y caracterizado en el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES-Cuautitlan)

Pipeta de volumen variable 10-50 uL,
ThermoScientific

Pipeta de volumen variable 1-10 pL,
ThermoScientific

Balanza Analitica Pioneer, Ohaus
Potenciometro SevenMulti, Mettler Toledo

4.1. Procedimiento para la especiaciéon de cobre (Il) con el
compuesto LQM314 en metanol

i.  Preparacion de disoluciones

Disolucion de acetato de cobre (11) en metanol

Se colocaron aproximadamente 10 mg de acetato de cobre (I1) en un matraz volumétrico de 50 mL,
se disolvio el solido con metanol y se llevo al volumen de aforo con el mismo disolvente,
obteniendo asi una concentracion de 1x10° M. La disolucion obtenida se etiqueté como Soln.
Cu(ll). (El solido tarda un poco en disolverse, tiene una solubilidad en metanol aproximada de 2.7
mg/mL*) * Se estim6 experimentalmente.

Disolucion de LOM314 en metanol
Se colocaron aproximadamente 16 mg de compuesto LQM314 en un matraz volumétrico de 50 mL,
se disolvio el solido con metanol y se llevo al volumen de aforo con el mismo disolvente,
obteniendo asi una concentracion de 1x10° M. La disolucion obtenida se etiqueté como Soln.
LQM. (El solido se disuelve facilmente, tiene una solubilidad en metanol aproximada de 22.7
mg/mL*) * Se estim¢ experimentalmente.
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ii.  Procedimiento para el método de variaciones continuas

Para el método de variaciones continuas se prepararon 11 sistemas, cada uno con la misma
concentracion total, resultado de la suma de las concentraciones del Cu (1) y el LQM314. Los
sistemas se prepararon en matraces volumétricos de 5 mL, se homogeneizaron y se obtuvo el
espectro de absorcion UV/Vis de cada uno, en un intervalo de longitud de onda de 290 nm a 900
nm. La preparacion de los sistemas se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 4-1. Disoluciones preparadas para el método de variaciones continuas en metanol.

. mL Soln. mL Soln. LQM314 Suma de
. Cu(ll) LQM [EUITAY : Q(M) : concentraciones (M)
1 5.0 0 1.0x 10 0.0 1.0x 10
2 45 0.5 0.9x 107 0.1x 107 1.0x 10
3 4.0 1.0 0.8x 107 0.2x 107 1.0x 10
4 35 1.5 0.7x 107 0.3x 107 1.0x 10
5 3.0 2.0 0.6x 107 0.4x 107 1.0x 10
6 25 25 0.5x 107 0.5x 107 1.0x 10
7 2.0 3.0 0.4x 107 0.6x 107 1.0x 10
8 1.5 35 0.3x 107 0.7x 107 1.0x 10
9 1.0 4.0 0.2x 107 0.8x 107 1.0x 10
10 0.5 45 0.1x 107 0.9x 107 1.0x 107
11 0 5.0 0.0 1.0x 107 1.0x 107

Una vez obtenidos los espectros, se realizo el analisis de resultados.

El procedimiento se realiz6 por triplicado.

iii.  Procedimiento para el método de relaciones molares
Este método se realiz6 en dos partes:

e Manteniendo la cantidad de LQM314 constante
e Manteniendo la cantidad de Cu(ll) constante

Se tomaron 5 mL de la disolucion a permanecer constante (Soln. Cu(ll) o Soln. LQM) y se fue
adicionando la otra disolucién (Soln. LQM o Soln. Cu(ll)) en volimenes de 0.5 mL en 0.5 mL,
obteniendo el espectro de absorcion UV/Vis después de cada adicion, en un intervalo de longitud de
onda de 290 nm a 900 nm. Una vez obtenidos los espectros, se realizo el anlisis de resultados.

El procedimiento se realiz6 por triplicado.
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4.2. Procedimiento para la especiacion de cobre (Il) con el
compuesto LQM314 en agua

a) Determinacion de las constantes de acidez del compuesto LQM314 bajo las
condiciones de trabajo utilizadas para la especiacion con cobre (1)

Aguilar-Hernandez, 2012 describe la determinaciéon de las constantes de acidez del compuesto
LQM314 utilizando &cido clorhidrico e hidréxido de sodio para modificar el pH, y cloruro de sodio
para imponer la fuerza idnica; sin embargo para realizar la especiacion quimica utilizamos acido
perclérico e hidroxido de sodio GUnicamente para evitar la formacion de complejos de cobre (11) con
cloruro. Ya que hacemos algunos cambios en el procedimiento experimental, es necesario obtener
las constantes de acidez del compuesto LQM314 bajo las mismas condiciones, de esta forma los
valores de las constantes de acidez del ligante y de las constantes de formacién de los complejos
estardn determinados en las mismas condiciones experimentales, lo que es importante porque todos
estos valores se utilizaran para el andlisis de resultados y para la refinacion de las constantes de
formacion de los complejos.

Preparacion de disoluciones

Disolucion NaOH 0.15 M

Se colocaron aproximadamente 1.019 g de NaOH en un vaso de precipitado de 50 mL, se disolvio
el sélido con aproximadamente 10 mL de agua desionizada; se transfiri6 la disolucion a un matraz
volumétrico de 25 mL y se llevé al volumen de aforo con el mismo disolvente, obteniendo asi una
concentracion de 1M. De esta disolucion se tomaron 15 mL y se depositaron en un matraz
volumétrico de 100 mL, se llevo al volumen de aforo con agua desionizada.

Disolucién HCIO0,0.15 M
Se tomaron1660 pL de &cido perclorico y se depositaron en un matraz volumétrico de 100 mL
sobre un poco de agua desionizada, se llevé al volumen de aforo con el mismo disolvente.

Disolucion Stock LOM314

Se pes6 en una balanza analitica, en un matraz volumétrico de 25 mL, aproximadamente 5 mg del
compuesto LQM314. Se adicionaron 4 gotas de HCIO, 0.15 M y se solubiliz6 el sélido con agua
desionizada agitando manualmente. Una vez disuelto completamente, se llevo al volumen de aforo
con agua desionizada y se homogeneizé. La disolucion obtenida se etiquetd como Soln. S LQM314.

Disolucién Acida LQM314

Se tomaron 10 mL de la Soln. S y se depositaron en un matraz volumétrico de 100 mL, se
agregaron 1.66 mL de HCIO, concentrado y se llevé al volumen de aforo con agua desionizada. La
disolucion obtenida se etiquetd como Soln. Acida LQM314.

Disolucion Basica LOM314

Se tomaron 10 mL de la Soln. S y se depositaron en un matraz volumétrico de 100 mL, se
agregaron 10 mL de NaOH 1.5 M vy se llevo al volumen de aforo con agua desionizada. La
disolucion obtenida se etiqueté como Soln. Bésica LQM314,

Valoracion Acido-Base
Para realizar la valoracion, primero se encendio, se calibro y ajustd el potenciémetro, se monté la
celda termostatada y se encendio el recirculador ajustdndolo a 37 °C. Se agregd a la celda un
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volumen de 15 mL de la disolucién &cida, manteniéndola en agitacion en un sistema cerrado, en una
atmasfera de nitrégeno para evitar variaciones en el pH debidas al CO, del ambiente.

Se encendio el espectrofotometro y se selecciond el método a utilizar; se realizo la calibracion y
ajuste a cero (autocero) del equipo utilizando agua desionizada como blanco, en un intervalo de
longitud de onda de 200 nm a 900 nm.

Se verifico que la temperatura del sistema se encontrara a 37 °C y se midi6 el pH inicial de la Soln.
Acida, se tomé una alicuota de la disolucion y se colocd en una celda de cuarzo para obtener su
espectro de absorcidn; una vez obtenido, se devolvid la alicuota tomada a la celda termostatada. Se
agregaron al sistema volumenes de la Soln. Basica en cantidades necesarias para subir el pH cada
0.1 unidades, tomando en cada valor de pH una alicuota de la disolucion para obtener el espectro de
absorcion correspondiente, para después regresar la muestra al sistema. Se registraron los cambios
de pH, realizando la valoracion hasta pH=12. Ya obtenidos todos los espectros, se realizé el analisis
de resultados.

b) Especiacién quimica de Cu(ll) con el compuesto LQM314
i.  Preparacion de disoluciones

Disolucion concentrada de acetato de cobre (11)

Se colocaron aproximadamente 6.3 mg de acetato de cobre (1) en un matraz volumétrico de 50 mL,
se disolvié el solido con agua desionizada y se llevé al volumen de aforo con el mismo disolvente,
obteniendo asi una concentracion de 6.3x10™ M. La disolucién obtenida se etiqueté como Soln. A
Cu(I). (El solido tiene una solubilidad en agua de 72 mg/mL)

Disolucion concentrada de LOM314

Se colocaron aproximadamente 10 mg de compuesto LQM314 en un matraz volumétrico de 50 mL,
se agregaron 4 gotas de NaOH 0.15 M para disolver el solido y se llev6 al volumen de aforo con
agua desionizada, obteniendo asi una concentracion de 6.3x10™ M. La disolucién obtenida se
etiqueté como Soln. A LQM. (El sdlido tiene una solubilidad en agua de aproximadamente 1.4
mg/mL*)* Se estim6 experimentalmente.

Disolucion de trabajo de acetato de cobre (1)

Se tomaron 10 mL de la Soln. A Cu (I1) y se depositaron en un vaso de precipitado de 250 mL, se
diluyd la alicuota con aproximadamente 90 mL de agua desionizada; se ajusté el pH de la
disolucion a 10, 8 6 4, con NaOH 0.15 M y con HCIO,4 0.15 M. (El pH inicial de la disolucion se
encuentre entre 4 y 5). Se transfirio la disolucion a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo al
volumen de aforo con agua desionizada, obteniendo asi una concentracion de 6.3x10° M. Se midi6
el pH final de la disolucion. La disolucion obtenida se etiqueté como Soln. T Cu (11) pH 10, 8 6 5.
NOTA: se ajustd a un pH aproximado cada una de las disoluciones y se trabajaron los sistemas sin
amortiguar, verificando que durante el experimento el pH se encontrara en la zona de predominio de
la especie LQM presente de acuerdo a las condiciones impuestas, considerando el comportamiento
acido-base del ligante.

Disolucion de Trabajo de LOM314

Se tomaron 10 mL de la Soln. A LQM vy se depositaron en un vaso de precipitados de 250 mL, se
diluyd la alicuota con aproximadamente 90 mL de agua desionizada; se ajusté el pH de la
disolucion a 10, 8 6 4, con NaOH 0.15 M y con HCIO, 0.15 M. (El pH inicial de la disolucion se
encuentra entre 7 y 8). Se transfirio la disolucion a un matraz volumétrico de 100 mL vy se llevé al
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volumen de aforo con agua desionizada, obteniendo asi una concentracion de 6.3x10° M. Se midi6
el pH final de la disolucion. La disolucion obtenida se etiqueté como Soln. T LQM pH 10, 8 6 5.
NOTA: se ajustd a un pH aproximado cada una de las disoluciones y se trabajaron los sistemas sin
amortiguar, verificando que durante el experimento el pH se encontrara en la zona de predominio de
la especie LQM presente de acuerdo a las condiciones impuestas, considerando el comportamiento
acido-base del ligante.

Disolucion &cida de acetato de cobre (11)

Se tomaron 10 mL de la Soln. A Cu (Il) y se depositaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se
adicionaron 830 pL de &cido perclorico concentrado y se llevd al volumen de aforo con agua
desionizada. La disolucion obtenida se etiquetdé como Soln. Acida Cu (I1) y tiene una concentracion
de 6.3x10° M.

Disolucion &cida de LOM314

Se tomaron 10 mL de la Soln. A LQM y se depositaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se
adicionaron 830 pL de &cido perclorico concentrado y se llevd al volumen de aforo con agua
desionizada. La disolucion obtenida se etiquetd como Soln. Acida LQM vy tiene una concentracion
de 6.3x10° M.

ii.  Procedimiento para variaciones continuas a pH fijo

Para el método de variaciones continuas se prepararon 11 sistemas, cada uno con la misma
concentracion total, resultado de la suma de las concentraciones del Cu (1) y el LQM314. Los
sistemas se prepararon en matraces volumétricos de 10 mL y se homogeneizaron, se colocé cada
disolucion en un bafio de agua a 37 °C y se burbujed nitrogeno en ella, después de 5 minutos se
tomo una alicuota y se obtuvo el espectro de absorcion UV/Vis de cada una, en un intervalo de
longitud de onda de 200 nm a 900 nm. La preparacion de los sistemas se muestra en la siguiente
tabla.
Tabla 4-2. Disoluciones preparadas para el método de variaciones continuas en agua.

Suma de
Sistema mlc_j(olllr;.T mLLZoI\I/In.T [Cu(ih] (M) [LQM314] (M) concentraciones (M)

1 10 0 6.3x 107 0.0 6.3x 107
2 9 1 57x 107 0.6 x 107 6.3x 107
3 8 2 5.0x 107 1.3x10° 6.3x 107
4 7 3 4.4x10° 1.9x10° 6.3x 107
5 6 4 38x 107 25x 107 6.3x 107
6 5 5 32x107 3.1x107 6.3x 107
7 4 6 25x 107 38x 107 6.3x 107
8 3 7 1.9x10° 4.4x10° 6.3x 107
9 2 8 1.3x10° 5.0x 107 6.3x 107
10 1 9 0.6 x 107 57x 107 6.3x 107
11 0 10 0.0 6.3x 107 6.3x 107

Una vez obtenidos los espectros, se realizo el analisis de resultados.
El procedimiento se realiz6 por triplicado.
iii.  Procedimiento para relaciones molares a pH fijo

Este método se realizd en dos partes:
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e Manteniendo la cantidad de LQM314 constante
e Manteniendo la cantidad de Cu(ll) constante

Se tomaron 10 mL de la disolucién a permanecer constante (Soln. T Cu(ll) o Soln. T LQM) y se
colocaron en una celda termostatada a 37 °C, con corriente de nitrégeno para evitar variaciones en
el pH debidas al CO, del ambiente. Se fue adicionando la otra disolucién (Soln. T LQM o Soln. T
Cu(ll)) en volimenes de 1 mL en 1 mL hasta completar los 30 mL adicionados, obteniendo el
espectro de absorcion UV/Vis después de cada adicion, en un intervalo de longitud de onda de 200
nm a 900 nm. Una vez obtenidos los espectros, se realizo el analisis de resultados.

El procedimiento se realiz6 por triplicado.

iv.  Procedimiento para relaciones molares fijas en funcion del pH (valoraciones
acido-base a relaciones molares fijas)

Se prepararon mezclas de las disoluciones &cidas a las relaciones molares LQM314:Cu(ll) de 1:1,
1:2y2:1.

Para realizar la valoracion, primero se encendio, se calibro y ajustd el potenciémetro, se monté la
celda termostatada y se encendio el recirculador ajustdndolo a 37 °C. Se agregd a la celda un
volumen de 15 mL de la mezcla correspondiente, manteniéndola en agitacion en un sistema cerrado,
en una atmosfera de nitrogeno para evitar variaciones en el pH debidas al CO, del ambiente.

Se encendio el espectrofotometro y se seleccion6 el método a utilizar, se realizo la calibracion y
ajuste a cero (autocero) del equipo utilizando agua desionizada como blanco, en un intervalo de
longitud de onda de 200 nm a 900 nm.

Se verifico que la temperatura del sistema se encontrara a 37 °C y se midi6 el pH, se tomd una
alicuota y se coloco en una celda de cuarzo para obtener su espectro de absorcion; una vez obtenido,
se regreso la alicuota tomada a la celda termostatada. Se agregaron al sistema volimenes de la
disolucion de NaOH 0.15 M en cantidades necesarias para subir el pH cada 0.2 unidades, tomando
en cada valor de pH una alicuota de la disolucién para obtener el espectro de absorcion
correspondiente, para después regresar la muestra al sistema. Se registraron los cambios de pH,
realizando la valoracion hasta pH=12. Ya obtenidos todos los espectros, se realizé el anélisis de
resultados, corrigiendo los datos por dilucion. El procedimiento se realizé por triplicado.

4.3. Procedimiento para la exploracion del sistema cobre (I1)-
LQM314 mediante microcalorimetria ITC

A continuacion se describe el procedimiento general, que involucra la experimentacion en metanol
y en agua. Se realiza una titulacion calorimétrica, en la mayoria de los experimentos se coloca el
metal en la celda de reaccién y es titulada con el ligante, para estos experimentos se realizan dos
titulaciones:

L-1) la titulacion del metal con el ligante (metal en la celda de reaccion y ligante en la jeringa)

L-2) la titulacion del disolvente con el ligante (disolvente en la celda de reaccion y ligante en la
jeringa)
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En metanol se hizo también un experimento colocando el metal en la jeringa, como titulante
realizando también dos titulaciones:

M-1) la titulacion del ligante con el metal (ligante en la celda de reaccién y metal en la jeringa)
M-2) la titulacion del disolvente con el metal (disolvente en la celda de reaccion y metal en la
jeringa)

La titulacion de dilucion se realiza para corregir el calor generado en la reaccion, como si fuera un
blanco.

a) ITC en metanol

Se prepararon disoluciones de LQM314 y de acetato de cobre (II) dejando en mayor concentracion
la disolucion titulante (aproximadamente 10 veces mas concentrada que la disolucion en la celda),
de manera que al finalizar la titulacion se alcanzara una relacion molar titulante/titulado méaxima de
5 para comenzar. A partir de los resultados se modificaron las concentraciones para obtener
diversas relaciones molares. Se modific6 también el nimero y volumen de inyecciones y los
tiempos hasta lograr los mejores resultados. Se realizaron experimentos con LQM como titulante
(Tit. L en la Tabla 4-3) y con acetato de cobre como titulante (Tit. M en la Tabla 4-3).

i.  Preparacion de Disoluciones

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones de las disoluciones, asi como los pardmetros
de la valoracion fijados en el calorimetro. En la primera parte se muestran los datos para los
experimentos en los que LQM se encuentra en la pipeta de titulacion y la disolucion de acetato de
cobre en la celda de reaccion, a partir del resultado obtenido para la prueba lgmCu01 se fueron
modificando las concentraciones y los pardmetros del calorimetro (Tabla 4-3 Tit.L). La segunda
parte de la tabla muestra los datos para los experimentos realizados con la disolucion de acetato de
cobre en la pipeta de titulacion y la de LQM en la celda de reaccion (Tabla 4-3 Tit. M).

Tabla 4-3. Disoluciones preparadas para microcalorimetria ITC en metanol.

Tit D [Cu(Il)] | [LQM314] RM ax l\_lum. Vol./iny. | Duracion/iny. | Espaciado
' (mM) (mM) (LQM/Cu) | iny. (ul) (segundos) (segundos)
IgmCu01 0.1155 2.5836 4.75 50 5 10 300
IgmCu 02 0.1206 1.5123 2.38 50 5 10 300
IgmCu 02b 0.1206 1.5123 1.38 50 3 6 200
IgmCu 03 0.1206 1.5123 0.56 20 5 10 200
IlgmCu 04 0.1105 0.6301 0.89 41 5 10 200
L IgmCu 05 0.1306 0.7562 0.89 41 5 10 200
IgmCu 05b 0.1306 0.7562 0.91 50 5 10 200
IgmCu 06 0.2411 1.3863 0.98 45 5 10 200
IgmCu 08 0.2512 1.4493 0.98 45 5 10 200
IgmCul0 0.9043 25.5209 5.38 50 varios varios 200
IlgmCu 12b 0.1206 1.5123 1.24 45 3 6 200
Tit D [Cu(ll)] | [LQM314] RM ax l\_lum. Vol./iny. | Duracién/iny. | Espaciado
' (mM) (mM) (Cu/LQM) | iny. (ub) (segundos) (segundos)
Culgm01 24114 0.0832 551 50 5 10 200
M 2 22
Culgm02 19.0904 0.5671 6.37 63 5 a1 200
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Culgm03 0.2673 0.0681 0.86 43 200

Tit. = titulacion.
L = metal en la celda de reaccion y ligante en la jeringa
M = ligante en la celda de reaccion y metal en la jeringa

Los mejores resultados se obtuvieron a una relacion molar méxima de LQM/Cu de 1.5, a
continuacion se describe el procedimiento para la preparacion las disoluciones en este experimento.

Disolucidn de acetato de cobre (11) en metanol

Se colocaron aproximadamente 2.4 mg de acetato de cobre (1) en un matraz volumétrico de 10 mL,
se disolvio el solido con metanol y se llevo al volumen de aforo con el mismo disolvente,
obteniendo asi una concentracion de 1.2 mM. Se tom6 1 mL de esta disolucion y se colocd en un
matraz volumétrico de 10 mL, se llevé al volumen de aforo con metanol. La disolucion se encuentra
a una concentracion de 0.1206 mM.

Disoluciéon de LOM314

Se colocaron aproximadamente 2.4 mg de compuesto LQM314 en un matraz volumétrico de 5 mL,
se disolvio el solido con metanol y se llevo al volumen de aforo con el mismo disolvente,
obteniendo asi una concentracion de 1.51 mM.

b) ITC en Agua

Se trabajo con las mismas condiciones impuestas para la especiacion con cobre mediante
espectrofotometria UV-Vis, es decir utilizando &cido perclérico 0.15 M y NaOH 0.15 M. Se
prepararon disoluciones de LQM314 y de acetato de cobre (I1) comenzando por una relacion molar
LQM/Cu de 5, a partir de los resultados se modificaron las concentraciones para obtener diversas
relaciones molares. Se modifico también el nimero y volumen de inyecciones y los tiempos, para
intentar obtener el mejor perfil en la isoterma de enlace.
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Resultados y analisis de resultados

5. Especiacién de cobre (1) con el compuesto LQM314 en metanol

Se decidio trabajar en un medio de metanol porque es el disolvente utilizado para la sintesis del
complejo Cu(I)-LQM314, llamado LQM406. Ademas uno de los inconvenientes de la especiacion
del compuesto LQM314 en agua es su baja solubilidad, por lo que se hace necesario el uso de otro
disolvente para aumentar las concentraciones de trabajo y apreciar mejor los espectros de absorcion
y los méximos de absorbancia.

A partir de los espectros de absorcién obtenidos en un intervalo de longitud de onda de 200 nm a
900 nm, se elaboraron gréficos absorbancia = f (longitud de onda) para observar la modificacion de
la absorbancia y la presencia de puntos isosbésticos. A continuacion se muestra los espectros
obtenidos para el experimento de variaciones continuas (Fig. 5-1); se aprecia la presencia de un
punto isosbéstico a 420 nm, otro en 570 nm y un Gltimo aproximadamente a 710 nm. La presencia
de estos puntos isosbésticos en el gréfico indica que se presenta al menos un equilibrio en el
sistema, que involucra la formacién de al menos un complejo.

Es importante mencionar que las bandas observadas en este intervalo de longitud de onda
corresponden a las especies de cobre (II), que presenta un maximo de absorcion que se desplaza
conforme va aumentando la concentracion de LQM314, se va recorriendo el maximo de 672 nm a
730 nm. Ademads, en los dos ultimos sistemas se observa la presencia de un nuevo maximo de
absorcion a 430 nm, lo que indica la formacion de una nueva especie a partir de Cu (1) y LQM314.
El compuesto LQM314 no presenta absorbancia en el intervalo de longitud de onda estudiado (Sist
11).
020 1yy |
R\ X

0.1% | N L~ —ict 1

i =alst2

=5ist 3
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S—list 3
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Absorbancia
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390 440 430 40 280 &40 630 740 190 a40 BO0 Sist 11

longitud de onda (&)

Fig. 5-1. Seleccion de espectros de absorcion para variaciones continuas.
La linea punteada indica la longitud de onda utilizada para construir el gréfico tipico.

A partir de los espectros de absorcion también se construyé el gréfico tipico para el método de
variaciones continuas (Fig. 5-2), absorbancia = f (fraccion molar de LQM314), tomando los valores
de absorbancia a 426 nm (donde se encuentra el nuevo maximo). Se observan dos cambios
evidentes de pendiente que indicarian la presencia de dos equilibrios. ElI primer cambio de
pendiente que se encuentra del lado izquierdo del gréafico (fraccién molar menor a 0.5) indicaria la
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presencia de un compuesto polinuclear de cobre del tipo Cu,LQM. El segundo cambio de pendiente
se encuentra alrededor de 0.8, e indica la presencia de un compuesto del tipo CuLQM; 0 CuLQM,.
Las posibles especies formadas seran confirmadas comparando estos graficos tipicos con los de
relaciones molares y mediante el uso de los programas computacionales.

Absorbancia
\

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90

Fraccién Molar LQM

Fig. 5-2. Gréfico tipico absorbancia en funcion de la fraccion molar de ligante a 426 nm.

Para el método de relaciones molares manteniendo la cantidad de LQM314 fija, se muestra en la
Fig. 5-3. Se aprecia la presencia de un punto isosbéstico aproximadamente a 440 nm y otro a 520
nm. Estos puntos indican que se presenta al menos un equilibrio de intercambio de Cu(ll) en el
sistema, con lo que esperamos la formacion de al menos un complejo.

Se observa también la formacion de un nuevo maximo de absorcion en los primeros sistemas a 430
nm, cuando se mantiene un exceso de LQM. El maximo de absorbancia debido al Cu (Il) no se
desplaza, lo que podria indicar que se mantiene la presencia de una de las especies CULQM vya que
no se alcanza un exceso de Cu (1) para observar su maximo de absorbancia a 720 nm.

I

Incrementa

[Cu(In)]

Incrementa [Cu(ll)]

W

Absorbancia comregida
=
=

0.10

380 430 450 530 S0 630 (L 1H) 130 780 230 HRO
lengitud de onda (nm)

Fig. 5-3. Seleccion de espectros para relaciones molares a concentracion de LQM314 fija.

A partir de los espectros de absorcion, también se construyeron gréficos tipicos del método de
relaciones molares, absorbancia = f(relacion molar Cu/LQM) (Fig. 5-4 y 5-5). Se tomaron los
valores de absorbancia a 390 nm, longitud de onda que define el perfil del nuevo maximo
(conforme cambia la absorbancia a esta longitud de onda se va perdiendo el perfil de maximo de
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absorcidn), y los valores a 430 nm donde se encuentra el nuevo maximo de absorbancia. La figura
5-4 muestra un acercamiento a las zonas de los espectros correspondientes a estas longitudes de

onda para apreciar mejor la tendencia de los valores de absorbancia.
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Fig. 5-4. Acercamiento a las zonas de los espectros de relaciones molares a concentracion de
LQM314 fija de 390 nmy 430 nm.

En el gréafico 5-5 se observa claramente el cambio de pendiente en 2.0, que corresponde a

la

formacion del complejo Cu,LQM314. En el grafico 5-6 se observa un cambio de pendiente
alrededor de 0.25, que corresponderia al complejo CuLQM, o CuLQMj;. También se observa otro
cambio de pendiente entre la relacién molar de 1.2 y la de 1.6, que podria corresponder al complejo
CuLQM o a un complejo tipo CusLQM,, sin embargo éste ultimo no se observa en el gréfico tipico

de variaciones continuas (donde deberia observarse el cambio de pendiente en 0.4).
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Fig. 5-5. Grafico tipico para relaciones molares a concentracion de LQM314 fija a 390 nm.
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Fig. 5-6. Grafico tipico para relaciones molares a concentracion de LQM314 fija a 430 nm.

Para el método de relaciones molares manteniendo la cantidad de Cu (Il) fija, se muestra a
continuacion el grafico absorbancia = f(longitud de onda) (Fig. 5-7). Se aprecia la presencia de un
punto isosbéstico aproximadamente a 382 nm. Se observa también la formacion de un nuevo
maximo de absorcion en los Gltimos sistemas a 425 nm, cuando se mantiene un exceso de LQM.
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Fig. 5-7. Seleccion de espectros para relaciones molares a concentracion de Cu (11) fija.

A partir de los espectros de absorcion, también se construyeron gréficos absorbancia = f (relacion
molar LQM/Cu) (Fig. 5-8), a 390 nm se observan mejor los cambios de pendiente, uno de ellos se
encuentra alrededor de 0.5 y otro alrededor de 2.1, que podrian corresponder a los complejos
Cu,LQM y CuLQM,.
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Fig. 5-8. Grafico tipico para relaciones molares a concentracion de Cu (11) fija a 390 nm.

Del andlisis de los graficos tipicos podemos concluir que se forman de dos a tres complejos entre
Cu(ll) y LQM314, las posibles estequiometrias de cada uno son: (1) Cu,LQM, (2) CuLQM;,
CuLQM, y (3) CuLQM, CuLQMy, los ultimos solo evidentes en relaciones molares a [LQM] fijay
a [Cu(lI)] fija respectivamente, por lo que no es muy probable que se encuentren presentes, sin
embargo lo comprobaremos con el siguiente analisis.

Andlisis de resultados con programas computacionales

Los datos de absorbancia obtenidos para cada método se introdujeron en los programas
computacionales TRIANG y SQUAD.

El programa TRIANG calcula 3 especies presentes en el sistema, lo que confirma la existencia de
dos equilibrios, es decir la formacién de dos complejos entre Cu (I1) y LQM314, ya que la tercera
especie que absorbe en este intervalo de longitud de onda es el cobre libre; y tendremos dos valores
de log . Estos resultados concuerdan con lo observado en los graficos anteriores, que presentan dos
cambios de pendiente evidentes, y nos indicaban la posibilidad de tener 3 especies involucradas en
dos equilibrios en el sistema de trabajo.

A partir de los datos de TRIANG se propusieron diversos modelos quimicos, incluyendo especies
mononucleares y polinucleares de acuerdo a las observaciones en los gréficos tipicos. A pesar de
gue TRIANG indica la presencia de dos complejos solamente, se proponen los Complejos de la
primera columna de la Tabla 5-1. también, que son: CuLQM y CuLQM,, ya que se observan
ligeramente en el gréafico de variaciones continuas y el de relaciones molares Cu fijo. Las especies
propuestas son las siguientes:

Tabla 5-1. Complejos Cu(11)-LQM314 propuestos para la especiacion en metanol.

Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3
CuLQM CuLQM, Cu,LQM
CUZLQMZ CULQM4 CU4LQM2
CuLQM,
CUZLQM4
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Se propusieron modelos de 3 equilibrios realizando las combinaciones de los complejos 1, 2y 3; y
modelos de dos equilibrios con combinaciones de los complejos 2 y 3 (éstos dos porque son los mas
evidentes en los graficos tipicos). Se propusieron también los dimeros de los complejos, excepto
para los complejos 2.

Al programa SQUAD se alimentaron 18 espectros de absorcion en un intervalo de longitud de onda
de 389 nm a 895 nm, con valores de absorbancia a cada 11 nm. Para variaciones continuas se
alimentaron 11 espectros.

Ya que los experimentos se realizaron por triplicado, el refinamiento de las contantes de equilibrio
utilizando SQUAD también se realiz6 por triplicado, sin embargo sélo se muestra un valor para
cada constante, tomando en cuenta que las reportadas son las que registraron mejores resultados
estadisticos.

Para los modelos de 3 equilibrios se obtuvieron varios resultados con una suma de residuos (U) de
10, sin embargo las desviaciones estandar de los logp que se obtuvieron son mayores al 1 % y los
mejores modelos no convergen para los tres métodos de analisis (variaciones continuas y relaciones
molares a LQM fijo y Cu fijo). Entonces, a falta de buenos resultados mediante SQUAD, se
confirma la ausencia de los complejos de la primera columna de la Tabla 5-1 en el sistema,
situacion que se preveia con la falta de evidencia en algunos de los gréficos tipicos.

Con lo anterior se confirma la presencia de dos equilibrios en el sistema, el mejor modelo para este
caso se muestra en la Tabla 5-2:

Tabla 5-2. Resultados obtenidos por SQUAD para la especiacién en metanol
Meétodo Modelo log B + O Abs U

Variaciones | CULQM | 10.2969 | 0.2249
Continuas | cyLQMm, = 12.0057 | 0.1153

Relaciones Cu,LQM 9.7864 0.0642
Molares 1.8591E-3 1.8591E-3
[LQM314] fija CuLQM; 12.1713 0.0399

Relaciones Cu,LQM 9.6075 | 0.0461
Molares 1.0573E-3 7.8593E-4
[Cu(1D] fija CuLQM; 13.1084 0.1053

1.8375E-3 1.2628E-3

Los valores de los logp obtenidos para los diferentes métodos son similares, y la estadistica es
buena. Ademas se realizaron tres experimentos independientes y para los tres obtenemos resultados
similares con el mismo modelo.

El archivo de salida de SQUAD provee también los coeficientes de absortividad molar refinados de
las especies que absorben radiacion electromagnética en el sistema. Ya que el ligante LQM314 no
es una especie de este tipo, se fijé con absorbancia cero. Los graficos de coeficiente de absortividad
molar=f(longitud de onda) (Fig. 5-9) muestran tres diferentes trayectorias que corresponden a cada
una de las especies absorbentes: Cu (1), y los complejos CuLQM; y Cu,LQM. Lo que confirma y
da soporte a los resultados obtenidos hasta ahora para la especiacion en metanol: tres especies,
involucradas en dos equilibrios, que dan lugar a la formacion de dos complejos Cu(ll)-LQM314.
Observamos también en el siguiente gréafico, que el maximo de absorbancia que se encuentra a 422
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nm corresponde al complejo CulLs, que es el maximo encontrado en los sistemas con exceso de
LQM314, es decir, teniendo ahora el gréfico de absortividades molares refinadas, podemos concluir
que el nuevo méximo de absorbancia encontrado en éstos sistemas, corresponde al complejo 1:3.
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? 1.40E+03 | m

5

_E 1.20E+03

o

£ CuLOM3

5 100E:03 | # CuLql

T o B Cu2LamMm
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2 6.00E+02 - .
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& 4.00E+02 - u "
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:E_J 2.00E+02 - = *% *® "’::::::””" 4oy
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o 0.00E<00 | Aoaa ki _n!-.-!—-‘!- AAAA .1.&-‘;.-_-. 'YYYYY __x:H_A \_.4“ !
380 480 580 680 780 880

longitud de onda [nm)

Fig. 5-9. Coeficientes de absortividad molar refinados para las especies Cu(l11)-LQM314.

Se construyeron ademas los graficos comparativos de los espectros de absorcion experimentales y
estimados con los datos refinados por SQUAD. Los perfiles se observan superpuestos por lo que se
comprueba que el modelo y sus resultados si explican el comportamiento experimental. Los
gréaficos se muestran en la figura 5-10.

0.45
040 7
0.35
0.30 Incrementa [LQM314]
025 7

030 7

Absorbancia

00 7

0.05 7

0oo +
380 430 480 330 SBD 630 BED 30 FED 830 BED

longitud de onda (nm)

Fig. 5-10. Espectros de absorcion experimentales (linea continua) y estimados con los datos de
SQUAD (marcadores).

Una vez refinadas las constantes de formacion, se construyeron los diagramas de distribucion de
especies con ayuda del programa Medusa. Estos diagramas son muy utilizados y son una
representacion gréfica de fracciones de las especies de un sistema en funcién de una variable
principal, como en éste caso [Cu (II)] o [LQM314]. A partir de estos diagramas se obtiene
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informacion sobre la contribucion de cada una de las especies a la composicion total del sistema e
ilustran el proceso de formacion de complejos. Para estas representaciones se utilizaron los valores
de las constantes de equilibrio obtenidas para el método de relaciones molares a [Cu(ll)] fija ya que
muestran la mejor estadistica.

La figura 5-11 muestra el diagrama de distribucion de especies de LQM314 a [Cu(ll)] constante,
siendo la [Cu(ll)] = 10° M y [LQM314] = 0.0 M a 3x10° M. Se observa que el compuesto
polinuclear esta presente hasta en un 100 % a concentraciones de LQM314 bajas; y conforme va
aumentando la concentracion de LQM314 va aumentando la formacién del compuesto CuLQM;
hasta alcanzar el 90 %.

1.00 -
0.90 -
0.80 -
0.70 -
0.60 - _
0.50 - ; ——LOM

0.40 - —&— CulaM3

Fraccion LOQM314

0.30 1 — CU2LaM

0.20 4
0.10 -

0.00 ol . - et

0.00E+00 1.00E-03 2.00E-03 3.00E-03 4.00E-03 5.00E-03

[LaM314] (M)

Fig.5-11. Diagrama de distribucion de especies de LQM314 a concentracion de Cu(I1)1x10° M.

En la figura 5-12 se grafican las especies de Cu(Il) a [Cu(Il)] = 10° M y [LQM314] = 0.0 M a 3x10°
® M. Se observa la desaparicion gradual del Cu(ll) libre y el aumento primero en la formacion del
compuesto polinuclear hasta alcanzar un maximo de 90 %, y luego del compuesto 1:3, que llega a
estar presente también en un 90% a la concentracion de 3x10° M de LQM314.

100

L1 1]
LA 1]

0.50 ——Cy

Fraccian Culll}

O.a0 == CulOm3

0.30 “Cu2lomM

0.20 1

010

e il

L
0.0DE+D  5.00E-04 1.00E-03 1.30E-03F 2.00E-03F 2.50E-03 3.00E-03

[Lam314] (M)

Fig. 5-12. Diagkama de distribucion de especies de Cu(ll) a concentracion de Cu(l 1)1x10° M.

39


http://www.novapdf.com/

La Fig. 5-13 corresponde al Diagrama de Distribucion de Especies de Cu(ll) a [LQM314] = 10° M
y [Cu(11)] = 0.0 M a 3x10® M. El complejo CuLQM; se forma inmediatamente al agregar Cu(ll), es
decir cuando hay exceso de LQM314, y va desapareciendo conforme se agrega cobre ya que va
siendo desplazado por el complejo polinuclear, que llega a estar presente en un maximo de 90%. En
este maximo parece que se saturan todos los sitios de union del LQM314, ya que después la
fraccion de la especie polinuclear empieza a disminuir y la de cobre libre empieza a aumentar ya
que lo que se va agregando ya no forma parte de mas complejo y se va acumulando como cobre

libre. No hay, a estas concentraciones mayores de cobre, complejo CuLQM; ya que al haber exceso
de cobre se favorece la formacion de la especie Cu,LQM.

e

Fraccion Culll})

=8=CulOmM3

CuZlom

0.00 &

A

O.0DE+p0  5.00E-04  LODE-03  1.50E-03  2.00E-D3  2.50E-03  3.00E-03

[Cufin] {n)

Fig. 5-13. Diagrama de distribucion de especies de Cu(ll)
a concentracion de LQM314 de 1x10° M.

La Fig. 5-14 muestra el diagrama de distribucion de especies de LQM314 a [LQM314] = 10° M y
[Cu(Il)] = 0.0 M a 3x10° M. La fraccion de LQM314 va disminuyendo conforme aumenta la
concentracion de Cu(ll), ya que se van formando los complejos. El complejo CuLQM; alcanza un
méaximo de 80 % antes de empezar a ser desplazado por la especie polinuclear, a mayores
concentraciones de Cu(ll), ésta especie llega a presentarse hasta en un 100 %.

=*=10M
=~ CulOm3

Fraccian LOM314

CuZlamM

s

0.0DE+DD  5.0DE-04 1.00E-03 1.50E-03 2.00E-0F 2.50E-03 3.00E-03

[Culi] (M}

' Fig. 5-14. Diagrama de distribucion de especies de LQM314 '
a concentracion de LQM314 10° M.
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Los diagramas de distribucion de especies muestran la presencia de los complejos Cu,LQM y
CuLQM; en diferentes condiciones de concentracién en mas del 80 %, lo que nos lleva a concluir
que el modelo quimico propuesto para la especiacion en metanol es adecuado ya que se comprueba
la existencia y prevalencia, bajo ciertas condiciones de concentracion, de los complejos.

Para el método de variaciones continuas no es posible obtener un diagrama de distribucion de
especies como los anteriores, ya que ambas concentraciones (metal y ligante) son diferentes en cada
sistema. Por lo tanto, para visualizar la distribucion de las especies, se construyeron diagramas de
distribucion de especies de fraccion mol como distribucion de variables discontinuas (coeficientes
estequiomeétricos del metal y el ligante), que son diagramas tridimensionales (Moya-Hernandez,
1997). Estos diagramas se construyen con los datos de fraccion mol para cada especie calculados
por Medusa al imponer ciertas concentraciones metal y ligante.

Se muestran a continuacion estos diagramas de distribucion para el Sistema 1, 5y 9 de variaciones
continuas (Fig. 5-15).
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Fig. 5-15. Diagramas de distribucion de especies de LQM314 de fraccion mol como distribucion
de variables discontinuas (coeficientes estequiométricos)

Para el Sistema 1, donde es mucho menor la concentracion de LQM314 que de Cu (1) se observa
claramente la prevalencia del complejo polinuclear (barra verde). Conforme va aumentando la
concentracion de LQM, el complejo CuLQM; va desplazando al complejo polinuclear, hasta llegar
al Sistema 9 (donde la concentracion de LQM es mayor que la de Cu (I)) en que el complejo
CuLQMg; desplaza completamente al complejo Cu,LQM, aunque hay también una gran cantidad de

LQM libre debido al exceso de éste que no puede complejarse con cobre porque ya no hay
suficiente.
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El hecho de que el complejo CuLQMj; predomine a concentraciones de LQM elevadas confirma la
identidad del m&ximo de absorbancia a 430 nm observado en los espectros de absorcion. Que
efectivamente se presenta en sistemas con exceso de LQM sobre Cu (Il). Este méaximo de

absorbancia pertenece al complejo CuLQMs.

En la figura 5-16 se muestran los diagramas de distribucion de especies de Cu(ll):
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Fig. 5-16. Diagramas de distribucion de especies de Cu (I1) de fraccion mol como distribucion de
variables discontinuas (coeficientes estequiométricos)

Para los diagramas similares de las especies de cobre se observa que a concentraciones pequefias de
LQM (Sistema 1) la formacién de los complejos es posible en un grado muy pequefio, y la especie
que comienza a formarse es la polinuclear, ya que hay exceso de cobre. Conforme aumenta la
cantidad de LQM se van formando los dos complejos y va disminuyendo la fraccion de cobre libre.
En un sistema con exceso de LQM sobre Cu (1) como el Sistema 9, prevalece el complejo

CuLQM; agotando el cabre libre.

Cabe destacar nuevamente que se llevaron a cabo 3 experimentos independientes, y que, a pesar de
que no se muestran los resultados para cada uno de ellos, éstos fueron muy similares entre si.
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6. Especiacion de cobre (I1) con el compuesto LQM314 en agua

a) Determinacion de las constantes de acidez del compuesto LQM314 bajo las
condiciones de trabajo utilizadas para la especiacion con cobre (I1)

Las constantes de acidez del compuesto LQM314 fueron determinadas por Aguilar-Hernandez,
2012, pero no a las condiciones experimentales con las que se trabajé la especiacion en este
proyecto, por lo tanto se realizO nuevamente la determinacion a las nuevas condiciones
experimentales. Se obtuvieron perfiles de los espectros de absorcion muy similares a los obtenidos
por Aguilar-Hernandez, lo que indica que no afecta en gran medida el cambio de las condiciones
experimentales a los valores de pKa’s del LQM314. Solo se observa un cambio evidente a
longitudes de onda de 220 nm a 250 nm, ya que para este experimento las absorbancias no son tan
altas en el intervalo de longitud de onda como en el experimento anterior. A continuacion se
muestran los espectros obtenidos en la valoracién a diferentes intervalos de pH (Fig. 6-1 a 6-3).

Absorbancia

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
A (nm]

Fig. 6-1. Espectros de absorcion obtenidos en la valoracion del compuesto LQM314 a las
condiciones de trabajo de la especiacion, pH 1.081 —4.741.

)

1.2 4
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0.6 4 ——7.034
——7.539

0.4 7.840

0.2 4

0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
A (nm)

Fig. 6-2. Espectros de absorcion obtenidos en la valoracion del compuesto LQM314 a las condiciones
de trabajo de la especiacion, pH 5.030 — 7.846.
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Fig. 6-3. Espectros de absorcion obtenidos en la valoracion del compuesto LQM314 a las condiciones de
trabajo de la especiacion, pH 8.021- 10.008.
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Fig. 6-4. Grafico absorbancia = f(pH) a determinadas longitudes de onda pH 1.081 — 12.009.
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En el gréafico absorbancia = f(pH) (Fig. 6-4) se observan también tres cambios de pendiente: pH 2.5-
3, pH 6-7 y alrededor de pH 9. Con el programa SQUAD se refinaron las constantes de acidez, en el
archivo de entrada se trabajo con 23 espectros y datos de absorbancia en un intervalo de longitud de
onda de 224 nm a 332 nm cada 3 nm. Los valores obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6-1. Valores de las constantes de formacion obtenidos para el compuesto LQM314

bajo las condiciones de trabajo.

Equilibrio log B pKa ODatos Abs U]
LQM "+ H' =HL 9.2299 |+ 0.0047 9.2299
LOM "+ 2H" = H,L" 16.1301 | £ | 0.0138 6.9002 1.01088-02 | 7.1236E-02
LOM "+ 3H" = H,L** | 19.0689 | + | 0.0136 2.9388

Mediante el programa computacional MEDUSA se construyo

especies de LQM.

el diagrama de distribucion de
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Fig. 6-5. Diagrama de distribucion de especies de LQM en funcion del pH.

Estos valores son los que se utilizardn en el analisis de resultados para la especiacion en agua.

La comparacion entre los valores de las constantes de acidez calculadas por Aguilar-Hernandez y
las determinadas durante el presente proyecto, a las mismas condiciones experimentales, se
muestran en el anexo 1.

b) Especiacién quimica de Cu(ll) con el compuesto LQM314

Para la especiacion quimica en agua se trabajo en la zona de absorcion del LQM, debido a las bajas
concentraciones que se deben mantener en el sistema por la baja solubilidad del compuesto.

b.1) Especiacion en agua a pH fijo

Las disoluciones para estos procedimientos se prepararon a un pH aproximado al que se deseaba
imponer y sin amortiguar. Debido a esta condicion vario el pH a lo largo de los experimentos, la
modificacion méas grande se present6 para los experimentos a pH 5 en el que los cambios fueron de
aproximadamente 1.2 unidades. Los experimentos a pH 8 y pH 10 mostraron cambios de 0.3 a 0.7
unidades. Debido a estas variaciones se procedio a evaluar la validez de esta parte de la especiacion
en agua para comprobar, de acuerdo al comportamiento acido-base del ligante, que el pH se
mantiene en la zona de predominio de la especie LQM presente de acuerdo a las condiciones
impuestas. Para ello se recurrié al diagrama de distribucién de especies de este compuesto, que se
muestra nuevamente en la figura 6-6, y se indican en zonas sombreadas las variaciones de pH en
cada uno de los experimentos. Se observa que las especies predominantes siguen siendo las mismas
en cada caso, incluso a pH ~5 donde se tuvo el mayor cambio. Por lo tanto estas variaciones en el
pH se consideran vélidas a pesar de haber cambios hasta de 1.2 unidades, y se puede confirmar que
la interpretacion de los resultados es valida.
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Fig. 6-6. Representacion de las variaciones en el pH para la especiacion en agua a pH 5, 8y 10
en el diagrama de distribucion de especies de LQM.

pHS

El experimento de variaciones continuas no da informacion relevante ya que no se observan los
cambios de pendiente en el gréfico tipico.

Los espectros para relaciones molares a [LQM314] fija a 6.36x10° M (Fig. 6-6) no muestran
cambios en las longitudes de onda de absorbancia maxima, permanecen casi constantes, excepto por
el minimo de absorbancia a 234 nm que presenta un efecto hipercromico con la adicion de la
disolucion de cobre (I1); también se nota este efecto en el maximo de absorbancia a 274 nm, aunque
menos marcado, aunque podria deberse este cambio gradual en la absorbancia a los cambios de pH
durante el experimento. No se observa la presencia de puntos isosbésticos. Pero el aumento en la
absorbancia en las longitudes de onda marcadas indican que si hay interaccion quimica entre el
compuesto LQM314 y Cu(ll).

12090 aama

[Cu(11)] = 18.45x10° M

100 §

-------

[Cu(11)] = 0.62x10° M

Absorbancia corregida
=
4

-----

210 240 60 280 300 320 340

longitud de onda (nm)

Fig. 6-7. Seleccion de espectros para relaciones molares a [LQM314]=6.36x10° M,
apH5.273.

El gréfico tipico se construy6 a 234 nm (Fig. 6-7) y presenta un notable cambio de pendiente en la
relacion molar 1.0.

46


http://www.novapdf.com/

Absorbancia

'
|
019 g ¥ |
|
|

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Relacion Molar [Cu(ll)]/[LOM314]

Fig. 6-8. Gréfico tipico para relaciones molares a [LQM314]=6.36x10™ M, pH 5.273, 234 nm.

De acuerdo a la Figura 6-7 el cambio de pendiente se encuentra en la relacion molar Cu/LQM = 1.0,
lo que indica que tenemos un complejo que contiene un mol de cobre por cada mol de LQM, es
decir el complejo 1:1 CuLQM.

Para el experimento de relaciones molares a [Cu(ll)] fija a 6.33x10° M (Fig. 6-8) tampoco se
observan cambios en las longitudes de onda de los maximos de absorbancia, sélo se observa el
efecto hipercromico en general debido a la adicién de la especie LQM314, que es la que absorbe
principalmente en el intervalo de longitud de onda de 230 nm a 340 nm.

LQM314] = 19.09x10° M
[

Absorbancia corregida

200 210 220 230 240 250 280 270 280 290 300 310 30 330 340 330

longitud de onda (nm)

Fig. 6-9. Seleccion de espectros para relaciones molares a [Cu(11)]=6.33x10™° M, a pH 5.770.

El gréfico tipico se construy6 tomando en cuenta las mismas longitudes de onda que para relaciones
molares a [LQM314] fija. El gréafico absorbancia = f(relacion molar [LQM314])/[Cu(ll)]) a 234 nm
muestra un cambio de pendiente alrededor 1.4 que podria corresponder a la formacion de un
complejo polinuclear, y otro cambio alrededor de 1.9 que podria indicar la formacion del complejo
Cu(LQM),.
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Fig. 6-10. Gréfico absorbancia = f (relacion molar [LQM314])/[Cu(ll)]) para relaciones molares
a [Cu(11)]=6.33x10° M, pH 5.770, 234 nm.

pH3
De la misma manera que para pH 5, el experimento de variaciones continuas no da informacion

porgue no se observan claramente los cambios de pendiente en el gréfico tipico.

Para relaciones molares a [LQM314] fija de 6.24x10° M (Fig. 6-10) se observa un efecto
hipercromico general, ya que la linea base aumenta su absorbancia, esto debido a presencia de
precipitado, aun asi es notorio el efecto hipercromico del minimo a 235 nm.

[Cu(11)] = 19.04x10° M

[Cu(11)] = 0.64x10° M

Absorbancia corregida
(=}
o
=

220 240 260 280 300 320 340

longitud de onda (nm)

Fig. 6-11. Seleccion de espectros para relaciones molares a [LQM314]=6.24x10" M,
a pH 7.580.

Los gréficos tipicos se construyeron a la longitud de onda de minima absorbancia de 235 nm, y a las
longitudes de absorbancia maxima 258 nmy 277 nm. Las figuras 6-11a y 6-11b corresponden a los
graficos absorbancia=f(relacion molar [Cu(ll)]/[LQM314]) donde se observan cambios de
pendiente aproximadamente a la relacion molar de 2 a 235 nm y 277 nm, y otro cambio en la
relacion molar de 0.5 a 277 nm; con estas observaciones se deduce la formacion de los complejos
Cu,LQM y Cu(LQM),. La figura 6-11c muestra tres cambios de pendiente en el grafico
absorbancia=f(relacion molar [LQM314]/[Cu(Il)]) a 258 nm, en 0.5, 1y 2, con lo que se comprueba
la formacion de los complejos Cu,LQM y CuLQM; y se indica ademds la formacion de la especie
CuLQM.
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Para el experimento de relaciones molares a [Cu(ll)] fija a 6.53x10° M

Fig. 6-12. Gréficos tipicos para relaciones
molares a [LQM314] =

6.24x10° M, a pH 7.580. (a) 235 nm, (b)
277 nm, (c) 258 nm.

se observan un

comportamiento muy similar al experimento a pH 5, los gréficos tipicos no aportan informacion
relevante sobre el sistema.

pH 10

Para relaciones molares a [LQM314] fija de 6.30x10° M (Fig. 6-12) se observa un efecto
hipercromico general ya que la linea base aumenta su absorbancia, esto debido a presencia de
precipitado, ain asi es notorio el efecto hipercromico de 200 nm a 220 nm, que corresponde al
aumento en la absorbancia debida a la adicion de Cu(ll).
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[Cu(11)] = 18.45x10° M

[Cu(11)] = 0.62x10° M

Absorbancia corregida
5
=
T

200 220 240 260 280 300 320 340

longitud de onda (Am)

Fig. 6-13. Seleccion de espectros para relaciones molares a [LQM314]=6.30x10° M,
a pH 10.269.

Para el experimento de relaciones molares a [Cu(I1)] fija a 6.33x10° M (Fig. 6-13) no se observan
cambios en las longitudes de onda de los méaximos de absorbancia, sélo se observa el efecto
hipercrémico en general debido a la adicion de la especie LQM314.

200
9 [LOM314] = 18.90x10° M
160

3 140

g 120 -

8

4 1m0 \

g I"'.

2 om W [LQOM314] = 0.63x10° M

g 0.60 \

0.40
0.20 =
00 2100 220 230 240 250 260 290 280 290 300 310 320 330 340 350
longitud de onda (nm)

Fig. 6-14. Seleccion de espectros para relaciones molares a [Cu(11)]=6.33x10™° M, a pH 10.838.

Los graficos tipicos a pH 10 muestran la presencia de los complejos encontrados a pH 5y 8.
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b.2) Especiacion en agua a relaciones molares fijas

Con los resultados anteriores a pH fijo se logré concluir que los complejos formados son: CuLQM,
Cu(LQM), y Cu,LQM, por lo tanto éstas fueron las relaciones molares que se trabajaron para el
siguiente experimento, que consiste en la preparacion de disoluciones a determinadas relaciones
molares Cu(l1)-LQM y la medicidn de sus espectros de absorcion en funcion del pH.

Ya que la especie que absorbe principalmente en medio acuoso es el compuesto LQM314 los
espectros obtenidos se parecen a los de la valoracion acido-base del compuesto; se compararon
entonces los espectros obtenidos en este experimento con los del LQM314 solo, obtenidos en la
determinacion de las constantes de acidez de dicho compuesto para evidenciar algin cambio en los
perfiles. Principalmente se encuentran cambios entre 220 nm y 260 nm, se observan diferencias en
los puntos isoshésticos de unos 2 a 5 nm, desplazamientos en los minimos y maximos de
absorbancia de 3 nm y hasta de 10 nm, siendo algunos desplazamientos batocrémicos consecuencia
del ensanchamiento del minimo de absorbancia. Ademas se observan efectos hipercrémicos debidos
a la mayor cantidad de LQM presente en el sistema (relacion molar Cu(LQM),), e hipsocrémicos en
los sistemas Cu,LQM.

En la figura 6-14 se muestra una seleccion de figuras comparativas, en las que se observan las
diferencias citadas anteriormente. Las figuras (a) y (b) corresponden a las relaciones molares
Cu(ll)-LQM 1:1y 1:2 a pH 5-7, se observan los desplazamientos batocrémicos en el primer minimo
de absorbancia debidos al ensanchamiento de la banda y ademéas una mejor definicion en el hombro
a pH ~ 7 para las mezclas Cu(ll)-LQM. Las figuras (c), (d) y () muestran los espectros de las 3
relaciones molares trabajadas, de pH 8 a 10, al igual que para pH 5-7 se muestran las diferencias en
las longitudes de onda del primer minimo de absorbancia que es consecuencia también del
ensanchamiento de la banda; a diferencia de las figuras (a) y (b) los hombros en los espectros de
LQM (lineas punteadas) son mas definidos que para las mezclas, llegando a desaparecer como en la
figura (e).

Estos resultados comprueban que existe una interaccién quimica entre el LQM314 y Cu(ll) ya que
los espectros muestran diferencias entre si, estas diferencias en los perfiles de cada una de las
relaciones molares trabajadas nos dan un indicio de la formacion de los complejos. Para
comprobarlo se realizo el analisis con los programas computacionales.
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Fig. 6-15. Seleccion de espectros comparativos para el experimento a relaciones molares fijas. (a)
CuLQM, pH 5-7, (b) Cu(LQM),, pH 5-7, (c) CuLQM, pH 8-10, (d) Cu(LQM),, pH 8-10y (e)
Cu,LQM, pH 8-10.

Se comenzo el andlisis de resultados mediante los programas computacionales, en primer lugar con
SYBILA para determinar el nimero de especies presentes en los sistemas. Al nimero total de
especies calculadas se le restd el niUmero de especies acido-base de LQM presentes de acuerdo al
experimento. Los resultados se muestran en la tabla 6-2:
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Tabla 6-2. Resultados para el calculo del nimero de especies presentes.
# Especies .
Experimento calculadas con # Cczi%eg/?s
SYBILA®
RM-LQM 3-4 2.3
PH 4 RM-Cu 4-5 3.4
RM-LQM 3-4 2.3
PH S RM-Cu 4-5 3.4
RM-LQM 3 2
PR 10 RM-Cu 4-5 3.4
RM Fijas (Cu: L1 5-6 12
LQM) 1:2 7-8 34
2:1 8-9 4-5

RM-LQM = relaciones molares a concentracion de LQM constante
RM-Cu = relaciones molares a concentracion de Cu(ll) constante
RM Fija = relaciones molares fijas en funcién del pH

® desviacién estandar acumulada de 99.9996 %

Sabiendo el nimero de complejos formados en cada experimento se propusieron diferentes modelos
a trabajar con el programa SQUAD, primero se propusieron modelos tomando en cuenta los valores
de las constantes de acidez del LQM314, la constante de formacion del hidroxido de cobre CuOH"
pero no el valor de la constante de disociacion de la especie sélida Cu(OH), ni los valores de las
constantes de formacion de los complejos Cu-Acetato. Se obtuvieron modelos que incluyen a las
especies CuH,LQM/CuHLQM/CuLQM, CuLQMy/Cu(HLQM),/CuOHLQM; y Cu,(OH),LQM, sin
embargo al construir los diagramas de zonas de predominio con el programa MEDUSA no se
observan todos los complejos involucrados en el modelo, algunos no tienen una zona de predominio
por lo que pensamos que el hidroxido de cobre sélido y los acetatos pueden estar interfiriendo y
deben ser tomados en cuenta en el archivo de entrada de SQUAD, con base en esto se propusieron
también complejos que incluyen acetato en su estructura como se muestra a continuacion:

Tabla 6-3. Especies Cu-L propuestas para SQUAD.

1:1 1:2 2:1
(CuLQMy) (CuLQM,) (Cu,LQM,)
CuLQM CuLQM, Cu,LQM
CuHLQM Cu(HLQM), Cu,HLQM
CuH,LQM Cu(H,LQM), (CuOH),LQM
CuOHLQM CuOHLQM, Cu,AcLQM
CuAcLQM CuAcLQM,

CuAcHLQM

Se fueron proponiendo modelos con los resultados de los experimentos a Relaciones Molares Fijas
tomando en cuenta el nimero de especies calculado por SYBILA. Se realizd primero el
refinamiento del modelo con estequiometria 1:1 para luego fijar estos valores de constantes de
formacion en el archivo de entrada de los modelos con estequiometria 1:2 y 2:1. Se realizaron
corridas en SQUAD hasta obtener el mejor modelo, utilizando paralelamente el programa
MEDUSA para evaluar las zonas de predominio de cada una de las especies involucradas. El
modelo final tiene un valor de U aceptable y desviaciones de los valores de log B de
aproximadamente 0.1%, asimismo los coeficientes de absortividad y sus desviaciones son buenos y
en los Diagramas de Distribucion de Especies logran observarse todas las especies involucradas.
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Este modelo contiene especies con estequiometria 1:1 y 1:2, pero para la relacion molar 2:1 no
converge ningun modelo propuesto, a pesar de no incluir especies Cu,LQM consideramos que los
complejos involucrados en el modelo final explican el comportamiento experimental, dichos
complejos y sus logp se muestran a continuacion:

Tabla 6-4. Resultados obtenidos para el sistema Cu(I11)-LQM314 en medio acuoso.

Complejo log B u O Datos Abs
CuLQM* 21.0362 + 0.0273
n 2.0355E-1 1.9185E-2
CuHLQM2 27.4191 + 0.0419
Cu(HLQM),* 47.5182 + 0.0550

6.3094E-1 3.4968E-2

Cu(H,LQM),™ 53.9060 + 0.0812

De los equilibrios de complejacion Cu(l1)-LQM presentes en el sistema, 2 de ellos son equilibrios
acido-base, por lo tanto realizamos el célculo de los valores de sus respectivas constantes de acidez:

Equilibrio CULQM* / CUHLQM?**

Cuz*t + LOM= = CulQM* Keq = 10210362
CuHLQM?* = Cu=* + H* + LOM™ Keq = 107274191
CuHLQM?* = CuLQM* + H* Keq = 10763829

Equilibrio Cu(HLQM),** / Cu(H,LQM),*"

G2t + 2H* + 2LOM= = Cu(HLQM),** Keq = 10%7:5182
Cu(HZLQM)24+ = Cu2*+ + 4AHY + 2LOM™ Keq = 107539060
Cu(H,LQM),** = Cu(HLQM),** + 2H* Keq = 10763878

Poniendo estos equilibrios y sus valores de pKa’s en diagramas de zonas de predominio y
comparando con los equilibrios acido-base del LQM, observamos que los valores de pKa’s
obtenidos para los complejos corresponden aproximadamente a los pKa’s de HsLQM?** y H.LQM",
es decir, que el LQM sigue unido a dos o tres especies pero para los complejos una de éstas es Cu®*
y las demas son H" en vez de ser todas ellas H*. Los valores de las constantes de equilibrio son
aproximadamente las mismas ya que corresponden a las reacciones de disociacion sucesiva de cada
uno de los complejos, a la liberacion de uno de los 3 sitios de unién del LQM.
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Los espectros de absorcion construidos a partir de los coeficientes de absortividad refinados por
SQUAD se muestran en la figura 6-15:
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Fig. 6-16.Coeficientes de absortividad calculados por SQUAD para los complejos Cu-LQM314.

Se observan cuatro trayectorias diferentes correspondientes a los cuatro complejos Cu-LQM
formados en el sistema.

Se construyeron ademas gréaficos los espectros de absorcion ajustados con los datos refinados por
SQUAD para los coeficientes de absortividad y se compararon con los espectros experimentales
(Fig. 6-16 y 6-17). Los diagramas ajustados utilizando los datos de SQUAD se construyeron
calculando la absorbancia total, tomando en cuenta todas las especies presentes a determinado pH y
sus concentraciones y coeficientes de absortividad. Los perfiles presentan gran similitud. Las lineas
continuas son los espectros experimentales y los marcadores los espectros ajustados con los datos
de SQUAD.
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Fig. 6-17.Comparacion de los espectros experimentales con los ajustados con los datos de SQUAD
para la estequiometria 1:1 (CuLQM).
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Fig. 6-18.Compafacién de los espectros experimentales con los ajustados con los datos de SQUAD
para la estequiometria 1:2 (CULQMy,).

Los diagramas de distribucion de especies (Fig. 6-18 y 6-19) se construyeron a concentraciones de
LQM vy acetato de cobre diferentes, tomando en cuenta las relaciones molares 1:1 y 1:2. A
concentraciones correspondientes a la relacion molar 1:1 se observa la presencia de los complejos
de esta relacion, mientras que las demas especies no se llegan a formar.
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Fig. 6-19. Diagrama de distribucion de especies de cobre Fig. 6-20. Diagrama de distribucion de especies
- -5 — -5 ' '
a [LQM] = Ix10™ My [Cu(l1)] = 1x10™ M. de cobre a [LQM]=2x10° M y [Cu(11)]=1x10 M.

A concentraciones correspondientes a la relacion molar 1:2 se observa la presencia de las especies
CuLQM, ademas de la especie CULQM™ a pH’s mayores a 11, la especie CUHLQM?*" se presenta
todavia a pH 4 en un 10 %. Todas las especies se observan en los diagramas, dependiendo de las
concentraciones de Cu(ll) y LQM314, lo que confirma los resultados ya que es posible observar a
todas ellas.
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Con el modelo final obtenido se confirma el nimero de especies calculados: para la relacion 1:1
SYBILA calcul6 la presencia de 1-2 especies, y de acuerdo al refinamiento con SQUAD son 2
especies (CULQM y CuHLQM); para la relacion 1:2 SYBILA calcul6 3-4 especies, 2 corresponden
a la relacion 1:1 y las otras dos a la relacion 1:2. Para la estequiometria 2:1 SYBILA calculé 4-5
especies, 2 correspondientes a los complejos 1:1 y dos que deberian ser los complejos 2:1, sin
embargo de acuerdo al analisis no se lograron refinar estas constantes de formacion, es posible
entonces que SYBILA detecte las especie pero no son suficientemente estables como para poder
calcular su constante de equilibrio y ademas poder verlas en los diagramas de distribucion de
especies.
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7. Exploracion del sistema cobre (I1)-LQM314 mediante
microcalorimetria ITC

Antes de realizar el analisis de los resultados es necesario explicar que, de acuerdo a los resultados
obtenidos por espectrofotometria UV-Vis, los equilibrios involucrados en los sistemas Cu(l1)-LQM
tienen valores de constantes de estabilidad grandes (> 10%) y de acuerdo a la bibliografia consultada,
para reacciones con K’s en ese orden de magnitud (Velazquez-Campoy, et. al., 2004) se necesitan
bajas concentraciones de los reactivos para realizar la experimentacion en ITC, de manera que
puede ser necesario trabajar con concentraciones lo suficientemente bajas como para llegar a
alcanzar el limite de deteccion del calorimetro, en estos casos solamente pueden determinarse n'y
AH, pero no K (Wiseman, et. al., 1989) (Freire, et. al., 1990) .

Para reacciones como las involucradas en el presente estudio, de alta afinidad, se recomienda
utilizar el método de desplazamiento, en el que se titula una disolucion de macromolécula (o metal)
pre-enlazado a un ligante competitivo, mas débil, con la disolucion del ligante en estudio. De esta
manera la afinidad se reduce ya que ahora el ligante potente tiene que desplazar al mas débil para
poder unirse a la macromolécula (o metal), lo que involucra pérdida de energia y la obtencion de
una isoterma de enlace adecuada para ser analizada (Velazquez-Campoy, et. al., 2004, pag.
17.8.12). Ya que solamente realizamos pruebas exploratorias, no llegamos a utilizar el método de
desplazamiento.

a) ITC en Metanol

Como se describio en el capitulo Materiales y Metodologia, se prepararon diversas disoluciones de
LQM314 y de acetato de cobre (II) para conseguir relaciones molares LQM/Cu de 5 a 1. En la
prueba 01 se trabajé una relacion molar maxima de 4.5 y se observa el cambio de pendiente
alrededor de 0.5 sin cambios después de 1.0. Este resultado muestra la evidencia la presencia del
complejo Cu,LQM, que se determind también mediante espectrofotometria UV-Vis. Se muestra a
continuacion la isoterma de enlace obtenida y el termograma. La figura 7-1a muestra el perfil de la
titulacion del metal con el ligante superpuesta con el perfil de dilucion del ligante.
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Fig. 7-1. Resultados del la Prueba 01 en metanol. [LQM 314] = 2.5836 mM,
[Cu] =0.1155 mM, 50 inyecciones/5 wL, 300 s espaciado.
a) Azul: isoterma de enlace LQM 314-Cu(ll), Rojo: isoterma de dilucion de LQM314.
b) isoterma de enlace LQM 314-Cu(l1) corregida con la dilucion del ligante.
c¢) Termograma asociado al experimento.

En el termograma se observa que los picos son negativos, es decir, que la diferencia de calor entre
la celda de reaccion y la de referencia es negativa, esto significa que durante la reaccion la celda de
reaccion estaba mas caliente que la celda de referencia y que el sistema disminuy0 la temperatura de
la celda de reaccion para equilibrarla con la de la celda de referencia debido a la generacion de
calor. En los graficos de las isotermas de enlace se grafican calores negativos, y con estas
observaciones podemos concluir que la reaccion entre el compuesto LQM 314 y el acetato de cobre
(I1) en medio metanodlico es exotérmica.

A partir de este primer resultado se trabajaron diferentes concentraciones de LQM314 y Cu(ll) para
obtener un mejor perfil para la curva. En la figura 7-2 se muestran algunos de los perfiles obtenidos,
en los que el cambio de pendiente siempre se presenta en la relacion molar de 0.5 y el AH es de
aproximadamente 6 kcal. Se eliminaron todos los puntos correspondientes a las primeras
inyecciones. La primera inyeccion no se toma en cuenta porque desde el momento en que se pone
en contacto la punta de la jeringa de titulacion con la disolucion en la celda empiezan a reaccionar
las especies (el remanente de titulante que haya en la punta de la jeringa) y ese cambio de calor no
es medido todavia.
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Fig. 7-2. Isotermas de enlace obtenidas para la titulacién de Cu(ll) con LQM314.

a) Prueba 02: [LQM]=1.5123 mM, [Cu]=0.1206 mM, 50 inyecciones/5 wL, 300 s espera
b) Prueba 02b: [LQM] =1.5123 mM, [Cu] = 0.1206 mM, 50 inyecciones/3 ulL, 200 s espera
c) Prueba 04: [LQM] = 0.6301 mM, [Cu] = 0.1105 mM, 41 inyecciones/5 wL, 200 s espera
d) Prueba 06: [LQM] = 1.3863 mM, [Cu] = 0.2411 mM, 45 inyecciones/5 L, 200 s espera

La isoterma de enlace para la prueba 02 es muy larga y no se define bien el inicio de la curva, y la
de la prueba 06 queda un poco corta, falta definir bien la Gltima parte de la curva que permanece
constante. Se realiz6 una repeticion para las pruebas 04 y 06 (Fig. 7-3) ya que el perfil tiene muchos
puntos anémalos, sin embargo, las repeticiones fueron muy parecidas, lo que indica que a estas
concentraciones se pierde la precision a lo largo de la curva y no se observa bien definida. Por lo
tanto se decidio tomar como el mejor perfil la isoterma de enlace 02b porque se observa bien

definida la forma sigmoidal.
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Fig. 7-3. Isotermas de enlace 04 y 06 y sus repeticiones.
a) [LQM]~0.6-0.7 mM, [Cu]=0.1 mM. b) [LQM]=1.4 mM, [Cu]=0.2 mM.
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De los diversos experimentos que se hicieron, la figura 7-4 muestra la comparacion de 3 de ellos,
que difieren entre si en las concentraciones utilizadas de los reactantes. La isoterma de enlace
IgmCu01 se obtuvo con las concentraciones mas bajas trabajadas, el perfil es bien definido y la
pendiente es la mayor de los 3 experimentos. El experimento IgmCulO se realizé con las
concentraciones mas altas trabajadas, y se observa que la pendiente de la sigmoide es la menor de
las tres, es decir, que tiene el perfil menos definido. La isoterma de enlace lgmCu02 muestra un
comportamiento intermedio, y se observa mejor el perfil sigmoidal de inicio a fin.
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Fig. 7-4. Comparaciéh de las isotermas de enlace obtenidas para la titulacion de Cu(ll) con
LQM314. a) lgmCu01: [LQM]=2.5836 mM, [Cu]=0.1155 mM. b) IgmCu02 [LQM] =1.5123 mM,
[Cu] =0.1206 mM. c) lgmCul10: [LQM] = 25.5209 mM, [Cu] = 0.9043 mM

Esta comparacion de las isotermas de enlace en funcion de la concentracion de los reactantes
demuestra que, para la reaccion entre LQM314 y acetato de cobre(ll) en medio metandlico, el perfil
es mas definido y la pendiente mas pronunciada a concentraciones bajas de los reactantes, y menos
definido con una pendiente menor a concentraciones altas. Estas observaciones evidencian el
comportamiento para una reaccion de alta afinidad como se describié anteriormente.

Se evalud la repetibilidad del método elegido (Fig. 7-5), con el que se obtiene el mejor perfil de la
curva, el experimento es repetible, se obtiene el mismo perfil con los pardmetros n y AH muy
similares, aunque no se sobreponen las curvas debido a la diferencia en el termograma obtenido
para cada uno de los blancos, ya que los experimentos se realizaron en dias diferentes, ain asi,
como ya se dijo, el perfil y los pardmetros son repetibles.
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Fig. 7-5. Repetibilidad del método. [LQM]=1.5123 mM, [Cu]=0.1206 mM.

Adicionalmente se realiz6 un experimento de titulacion ligante-metal, que muestra también que la
reaccion es exotérmica, y se observa un cambio de pendiente evidente aproximadamente en 2.0 (lo
que confirma la presencia del complejo Cu,LQM), pero también se observa un cambio de pendiente
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antes de la relacion molar 0.5, lo que podria indicar la formacién del complejo CuLQM;
determinado en UV-Vis. Para este ultimo complejo se hizo otro experimento tratando de obtener
este intervalo de relacion molar pero no se logré obtener una isoterma de enlace sigmoidal ya que,
como se explico anteriormente, la constante de formacion es grande (> 10°%) y para obtener el perfil
deseado necesitariamos bajar demasiado las concentraciones de los reactantes, o utilizar el método
de desplazamiento. El hecho de que no pueda obtenerse un buen perfil en la isoterma de enlace para
equilibrios con altos valores de constantes de formacion se confirma en la figura 7-6, que muestra
un mejor perfil para CulgmMeOHOL1 donde se trabajaron concentraciones mas pequefias que en
CulgmMeOHO02.
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Fig. 7-6. Isotermas de enlace obtenidas para la titulacién de LQM314 con Cu(ll).
CulgmO1: [Cu] = 2.4114 mM, [LQM] =0.0832 mM 50 Inyecciones/5 uL, 200s espera espaciado.
No corregido con el calor de dilucion del titulante. Culgm02: [Cu] = 19.0904 mM, [LQM]
=0.5671 mM 22 Inyecciones/2 uL + 41 Inyecciones/5 ul, 200 s espera espaciado. Corregido con el
calor de dilucion del titulante.

Este grafico comparativo confirma también el comportamiento de la isoterma de enlace para una
reaccion de alta afinidad.

En cuanto al analisis numérico, se realizé en el programa OriginLab y en Excel. En el programa
OriginLab se probo el ajuste de la sigmoide con el modelo matematico One Set of Sites, incluido
para el analisis de los datos como uno de los modelos bésicos, sin embargo el ajuste con este
modelo no fue satisfactorio. Como siguiente opcion se utilizd de la funcion sigmoidal de
Boltzmann, que es el modelo matematico que mejor se ajusta a los resultados experimentales y por
lo tanto el que se utiliz6 para el analisis, la ecuacion que representa este modelo es la siguiente:

A — 4,
y=4x+ 1+ e(xo—x)/dx
y = variable dependiente = calor normalizado (kcal/mol titulante (LQM))
A, =valor inicial de la curva
A, = valor final de la curva
Xo = punto de inflexion, valor de x en el centro de la curva
x = variable independiente = relacion molar titulante/disolucion en celda (LQM/Cu)
dx = pendiente de la curva en el intervalo de cambio, indica la sensibilidad de la curva, qué
tan pronunciada o tan plana es

(Brown, 2001)
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El ajuste se muestra a continuacion con los limites de confianza calculados mediante una hoja de

calculo de Excel:
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Fig. 7-7. Ajuste de los datos experimentales con el modelo de la Sigmoide de Boltzmann.

(a) Prueba 02b, (b) Prueba 12b.

Los valores de n y AH calculados para la reaccion mediante el programa OriginLab, para los
experimentos 02b y 12b se muestran en la tabla 7-1:

Tabla 7-1. Valores de n y AH calculados.

1D n (relacion estequiométrica) AH (Kcal/mol)
Prueba 02b 0.44 +£0.002 -5.871
Prueba 12b 0.46 + 0.003 -6.464
Promedio 0.45 £ 0.1156 -6.167 £ 3.77

Los valores son muy parecidos y sobre todo, lo que rescatamos es la confirmacion de una de las
estequiometrias encontradas también en UV-Vis: el complejo Cu,LQM314. Este proyecto concluye
en esta parte, por lo que el siguiente paso seria profundizar en el analisis matematico para la
determinacion precisa de la constante de equilibrio, y considerar que el modelo debe involucrar la
formacion de la especie polinuclear Cu,LQM314.

Se realizaron algunos experimentos exploratorios en medio acuoso, sin embargo bajo las
condiciones de trabajo no fue posible obtener un perfil sigmoidal bien definido ya que, como se
menciond anteriormente, los equilibrios involucrados tienen valores de constantes de estabilidad
muy grandes y se hace necesaria la utilizacion del método de desplazamiento.
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8. Conclusiones y Perspectivas

8.1 Conclusiones

» Mediante el estudio de especiacion quimica del sistema LQM 314-acetato de cobre (I1) se
determinaron los complejos formados y sus respectivos valores de logp, aportando con ello una
descripcion del comportamiento de dicho sistema en disolucion.

= Se observo la diferencia en ese comportamiento en los distintos disolventes utilizados, ya que
no se determinaron el mismo nimero de complejos formados ni las mismas estequiometrias en
cada caso.

» Mediante la especiacion quimica en metanol por UV-Vis se encontré la formacion de dos
complejos: Cu,LQM y CuLQMyg, resultados reproducibles considerando que se realizaron tres
procedimientos experimentales independientes y en los tres se obtienen resultados muy
similares con el mismo modelo.

* En medio metandlico se promueve la formacion de una especie polinuclear de cobre sin
observar la formacién de una especie con estequiometria 1:1 metal:ligante. Sin embargo
cuando hay exceso del ligante LQM314, de acuerdo a los resultados, es mucho mas estable la
especie CuLQM;, logrando disociar completamente al cobre del acetato y desplazando a la
especie polinuclear.

= La especiacion quimica del compuesto LQM314 con acetato de cobre (II) en agua indica la
formacion de los complejos CuLQM®*, CUHLQM?, Cu(HLQM),** y Cu(H,LQM),"*". En este
caso los acetatos no se encuentran en las estructuras de los complejos formados debido a la
baja estabilidad de las especies acetato de cobre en disolucién acuosa.

= Dentro de los equilibrios de complejacion en agua se observo la presencia de los pares &cido-
base CUHLQM?*/CuLQM* y Cu(H,LQM),"/Cu(HLQM),*", y se calcularon los valores de
pKa’s de 6.3829 y 3.1939 para cada uno de ellos. Estos equilibrios acido-base explican los
puntos isosbésticos observados en el conjunto de espectros de absorcion obtenidos.

= Latécnica de calorimetria ITC requiere la obtencién de una sigmoide para un buen andlisis de
los resultados, el perfil logré obtenerse mediante la optimizacion del las condiciones
experimentales. A partir del grafico se pueden obtener directamente la estequiometria del
complejo formado y el valor de entalpia asociado a la reaccion, para el célculo de la constante
de equilibrio es necesario desarrollar un modelo matematico mas robusto que tome en cuenta la
formacion de la especie polinuclear, ya que los modelos que se utilizaron s6lo toman en cuenta
equilibrios sencillos.

» Mediante ITC se comprobé la existencia del complejo Cu,LQM formado en metanol,
encontrado también mediante la especiacion quimica por UV-Vis, y se observo la presencia de
un complejo CuLQM,, donde x>1.

= Se obtuvo ademés un valor de AH promedio asociado a la reaccion de -6.1675 kcal/mol, y se

inicio el camino para estudios de especiacion quimica mediante calorimetria como una nueva
técnica en nuestro grupo de trabajo.
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= La conclusion final de los estudios de especiacion se resume en la siguiente tabla, donde
ademas se ilustra una propuesta de las estructuras de las especies formadas.

Complejo \ logB \ Estructura propuesta
Especiacion en metanol
/ %\
/ \ / \
Cu,LQM 9.7864 + 0.0642
CuLQM; 12.1713 + 0.0399
Especiacion en agua
HO _~_-OH
O/C \hé [e]
__/
CuLQM* 21.0362 + 0.0273 K\N
L)
CN
HO_~_-OH
O/C \V\é [o]
__/
CuHLQM?* 27.4191 + 0.0419
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Q
[,

Cu(HLQM),** | 47.5182 +0.0550

—I

e

Cu(H,.LQM)," | 53.9060 + 0.0812

\/
/\

%

8.2 Perspectivas

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas del sistema LQM 314-acetato de cobre (I1) en
disolucion forma parte de la investigacion que inicié el equipo de trabajo del Laboratorio de
Quimica Medicinal de la FESC, los resultados expuestos en el presente trabajo ayudaran a continuar
con los estudios del perfil farmacoldgico, el desarrollo preclinico y clinico del compuesto LQM 406
(sintetizado a partir de LQM 314 y acetato de cobre (11)).

Mediante los experimentos exploratorios en calorimetria del sistema LQM314-acetato de cobre (1)
confirmamos una de las estequiometrias obtenidas por la técnica de referencia UV-Vis en medio
metandlico, sin embargo adn falta realizar un andlisis matematico detallado del modelo a utilizar
para la determinacion del valor de log B y de los pardmetros termodindmicos, para complementar
con ellos la especiacion en espectrofotometria. Los resultados obtenidos por ITC permitiran
establecer las bases para el inicio de otros estudios de especiacion quimica mediante esta técnica.
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ANEXO 1

Verificacion de las constantes de acidez del compuesto LQM314

Como prueba de control de calidad de la materia prima y para tener un pardmetro de comparacion
entre los lotes utilizados del compuesto LQM314, se determinaron las constantes de acidez de dicho
compuesto, bajo las mismas condiciones de trabajo manejadas por Aguilar-Hernandez, 2012.

i. Preparacion de disoluciones

Disolucion stock LOM314

Se pes6 en una balanza analitica, en un matraz volumétrico de 25 mL, aproximadamente 5 mg del
compuesto LQM314. Se adicionaron 5 gotas de HCI 0.1 M y se solubilizé el sélido con agua
desionizada agitando manualmente. Se coloco la disolucion en bafio ultrasonico durante 2 minutos.
Una vez disuelto completamente, se llevd al volumen de aforo con agua desionizada y se
homogeneizo. La disolucion obtenida se etiqueté como Soln. S LQM314.

Disolucion &cida LOM314

Se tomaron 3.5 mL de la Soln. Sy se depositaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron
438.3 mg de NaCl y se disolvié con agua desionizada agitando manualmente. Se adicionaron
415 pL de HCI concentrado y se llevé al volumen de aforo con agua desionizada. La disolucion
obtenida se etiquetd como Soln. Acida LQM314.

Disolucion basica LOM314

Se tomaron 3.5 mL de la Soln. Sy se depositaron en un matraz volumétrico de 50 mL, se agregaron
438.3 mg de NaCl y se disolvid con agua desionizada agitando manualmente. Se adicionaron 2 mL
de NaOH 5 M vy se llevo al volumen de aforo con agua desionizada. La disolucion obtenida se
etiqueté como Soln. Basica LQM314.

Valoracion &cido-base

Para realizar la valoracion, primero se encendio, se calibro y ajustd el potenciémetro, se monté la
celda termostatada y se encendio el recirculador ajustdndolo a 37 °C. Se agregd a la celda un
volumen de 15 mL de la disolucién &cida, manteniéndola en agitacion en un sistema cerrado, en una
atmasfera de nitrégeno para evitar variaciones en el pH debidas al CO, del ambiente.

Se encendio el espectrofotometro y se selecciond el método a utilizar; se realizo la calibracion y
ajuste a cero (autocero) del equipo utilizando agua desionizada como blanco, en un intervalo de
longitud de onda de 200 nm a 500 nm.

Se verifico que la temperatura del sistema se encontrara a 37 °C y se midi6 el pH inicial de la Soln.
&cida, se tom6 una alicuota de la disolucién y se coloc6 en una celda de cuarzo para obtener su
espectro de absorcidn; una vez obtenido, se devolvid la alicuota tomada a la celda termostatada. Se
agregaron al sistema volumenes de la Soln. basica en cantidades necesarias para subir el pH cada
0.25 unidades, tomando en cada valor de pH una alicuota de la disolucion para obtener el espectro
de absorcién correspondiente, para después regresar la muestra al sistema. Se registraron los
cambios de pH, realizando la valoracién hasta pH=12. Ya obtenidos todos los espectros, se realiz6
el analisis de resultados.

El procedimiento se realiz6 por triplicado.
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ii. Resultados y analisis de resultados

Para los tres experimentos se obtuvieron resultados similares, tanto en las formas de los espectros
de absorcion, como en los valores de las constantes de equilibrio. A continuacion se muestra una

seleccion de los espectros de absorcion obtenidos como funcion del pH (Fig. A1-1 a A1-3).

La Fig. A1-1 muestra los espectros de absorcion obtenidos para el intervalo de pH de 1.193 — 4.777.
Se observa la presencia de dos puntos isosbésticos, uno a 229 nmy otro a 254 nm; y dos maximos
de absorbancia a 244 nmy a 214 nm. Los puntos isosbésticos indican la presencia de al menos un
equilibrio acido-base para estos sistemas.

Absorbancia

A (nm)

1.387
1.977

2.389

2.606
—+— 2.817
——3.03
3.301
—eme--3.603
—— 4.032
——a777

Fig. Al-1. Valoracion acido-base del compuesto LQM314 pH 1.193-4.777. [LQM314]=4.4x10"> M.

En la Fig. A1-2 se observa un punto isoshéstico en 263 nm, mientras que el maximo de absorbancia
se encuentra a 273 nm. La Fig. A1-3 muestra dos puntos isoshésticos, a 241 nm y 266 nm, y un
maximo de absorbancia, a 280 nm.
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Fig. A1-2. Valoracion &cido-base del LQM314 pH 4.964 — 7.819. [LQM314]= 4.4x10™° M.
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En la Fig. Al-4, donde se grafica la absorbancia como funcién del pH a cuatro determinadas
longitudes de onda, se observan tres cambios de pendiente, uno en un intervalo de pH entre 2.5y
3.0, el siguiente esté alrededor de pH 6 y pH 7 y uno ultimo se observa alrededor de pH = 9. Estos
cambios de pendiente indican la existencia de un equilibrio acido-base con valores de pKa’s
aproximados de 3, 6 y 9. Los cambios de pendiente observados corresponden a los valores de pH
encontrados por Aguilar-Hernandez. Las comparaciones finales se realizaran a continuacion con los
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o 4
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valores de las constantes de acidez refinados.

Ainm)

Fig. A1-3. Valoracion &cido-base del LQM314 pH 8.202 — 10.020. [LQM314]= 4.4x10° M.
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Fig. Al-4. Grafico absorbancia = f(pH) a determinadas longitudes de onda pH 1.193 —12.001.

Con el programa SQUAD se refinaron las constantes de acidez para cada uno de los tres
experimentos. Se trabajo con 16 espectros tomando los valores de absorbancia en un intervalo de
longitud de onda de 240 nm a 332 nm cada 2 nm. Se muestran los valores con la mejor estadistica

obtenida:
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Tabla Al1-1. Valores de las constantes de formacion obtenidos para el compuesto LQM314.
Especie log B pKa ODatos Abs U
HL 9.3719 | +| 0.0041 | 9.3719
H,L 16.4452 | £ 0.0101 | 7.0733 | 5.5857E-02 | 1.7503E-02
HsL 19.3334 | £| 0.0107 | 2.8882

Los reportados por Aguilar-Hernandez, 2012 son:

Tabla A1-2. Resultados reportados por Aguilar-Hernandez.

Especie log B pKa ODatos Abs U
HL 8.8640 | +£| 0.0028 8.8640

H,L 15.5910 | +| 0.0056 6.7270 3.03E-03 | 8.26E-03
HsL 18.2710 | +| 0.0039 2.6800

Para verificar si los valores obtenidos son iguales a los reportados anteriormente, se realizaron
pruebas de hipotesis para cada uno. Se utilizé el valor reportado por Aguilar-Hernandez como
referencia para la comparacion de las medias, con los resultados obtenidos en cada uno de los tres
experimentos. Las hipdtesis planteadas son las siguientes:

HO: [ = Href

Hi: Hi # Mrer
Siendo ; los valores de log 3 obtenidos en el presente trabajo (los tres resultados obtenidos), Y iy
el valor reportado por Aguilar-Hernandez (Tabla A1-2).

La hipdtesis alterna se plantea de esta forma ya que queremos saber si los resultados son diferentes.
La Hipotesis nula se rechaza Si texy> tiapias

Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla A1-3. Resultados de las pruebas de hip6tesis para los log8 obtenidos
para el compuesto LQM314.

pronH]iediO Incertidumbre Mrer texp ttablas Decision Conclusiéon
logBs | 9.3253 0.489 8.8640 | 4.058 | 4.303 | SeaceptaHo, o =005 | L0Svaloresdelogf,
son iguales
logB, | 15.9281 1.353 155910 | 1.072 | 4.303 | SeaceptaHo,a=005 | -05valoresdelogp,
son iguales
logB, | 18.7764 1.214 18.2710 | 1.791 | 4.303 | SeaceptaHo,a=005 | L0 valoresdelogB,
son iguales

Estos resultados indican que los valores obtenidos de log B3, log B2y log B1 se confirman, a pesar de
no haber obtenido una estadistica tan buena como la de Aguilar-Hernandez, y de que a simple vista
el valor de log ;3 sea un poco mayor al tomado como referencia. Pero de acuerdo a las pruebas de
hipGtesis se concluye que todos los valores son iguales. Las diferencias existentes entre los
resultados del presente trabajo y los expuestos por Aguilar-Hernandez pueden deberse a la
diferencia de lote del compuesto trabajado.

Estas pruebas se llevaron a cabo para evaluar la calidad del compuesto, y con la determinacion de
valores de pKa’s estadisticamente iguales se confirma su identidad. Se realizé también una prueba
de identidad del solido por espectroscopia de infrarrojo y el perfil obtenido muestra los picos
caracteristicos mencionados por Escutia-Calzada, 2011.
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