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Resumen

A partir de estudios con diferentes técnicas experimentales empleadas para determinar la
presencia de agregados en disolucién como lo son: calorimetria de titulacion isotérmica,
conductimetria, mediciones de la tension superficial, espectrofotometria ultravioleta y visible
y dispersion de la luz, se ha demostrado que el compuesto [Cu(4, 4’- dimetil- 2, 2’-
bipiridina)(acetilacetonato)H>O]NO3; (Casiopeina III-ia), miembro de una prometedora
familia de compuestos de nueva generacion para el tratamiento de cancer, es capaz de auto

asociarse en medios acuosos.

Se presentan los resultados en los que el compuesto es disuelto en agua pura y en un medio
amortiguado de fosfatos que simula las condiciones fisiologicas. A partir de los resultados
de calorimetria de titulacion isotérmica se reporta la constante de disociacion de los
agregados, Kp, el cambio en entalpia por disociacion, 4Hp, el cambio en la energia libre de
Gibbs por disociacion, 4Gp, el cambio en entropia por disociacidon, 4Sp, y el nimero de
mondmeros, 7, que participan en la formacion del agregado. Mientras que de los resultados
de conductividad se reporta Kp y n. De las mediciones de la tension superficial, conductividad
eléctrica y espectrofotometria ultravioleta y visible se reporta la concentracion de agregacion
critica (cac). De las mediciones de dispersion de la luz dinamica se aporta el diametro
hidrodinamico de los agregados y de las mediciones de dispersion de la luz estatica se
determino el peso molecular de los agregados de Casiopeina Ill-ia y calcular el nimero de
monomeros que participan en la formacion de los agregados. Para todas las técnicas en las

que se determind el nimero agregacion se encontrd un valor de n = 2.

Resumen ~ 7 ~
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Hipotesis

La formacion de agregados en disolucién modifica ciertas propiedades fisicoquimicas
como: el calor de dilucion, la conductividad eléctrica, la tension superficial, la absorbancia y

la luz dispersada.
Objetivos

Estudiar la formacion de los agregados de la Casiopeina IlI-ia en disoluciones acuosas,
obtener toda la informacién termodinamica del proceso de disociacion de los agregados, la
concentracion a la cual se forman, el tamafio de los mismos y el nimero de mondmeros que

participan en la formacion de dichos agregados utilizando diferentes técnicas experimentales.

Hipotesis y objetivos~ 8 ~
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Capitulo 1

Introduccion
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1.1 Caracteristicas y propiedades de las Casiopeinas

En las ultimas décadas los compuestos de coordinacion con centro metalico han ganado
un creciente interés como productos farmacéuticos para su uso como agentes de diagnostico

(131 En este campo, una de los principales tareas es el

0 como farmacos quimioterapéuticos.
desarrollo de compuestos con actividad anticancerigena que posean un centro metalico
diferente al platino, algunos ejemplos son: Sn [IV], Ti [IV], Au [III], Ru [II], Ru [III], Pd [II],
Rh [I] y Cu [11].12Y Estos compuestos tiene que satisfacer una serie de requisitos, como tener
la toxicidad mas baja posible, aumentar su actividad con respecto a compuestos ya conocidos

y desde luego reducir los costos de produccion.*!]

A finales de la década de los 80s el grupo de investigacion dirigido por la doctora Lena
Ruiz perteneciente al departamento de Quimica Inorganica y Nuclear de la Facultad de
Quimica de la UNAM trabajaba sintetizando compuestos de coordinacion de cobre (II),??!
los cuales debido a sus propiedades particulares fueron registrados y patentados en la década

de los 90’s bajo el nombre de Casiopeinas.?* 4

Las Casiopeinas son compuestos de coordinacion mixtos que en su estructura involucran
ligantes bidentados con atomos donadores de nitrogeno y oxigeno los cuales tienen como
formula general [Cu(N-N)(O-O)]NO3 y [Cu(N-N)(N-O)]NO3, donde (N-N) = X-fenantrolina
o X-bipiridina, (O-O) = acetilacetonato y (N-O) = a-aminoacidato o péptido, donde el atomo
de cobre esta formando cinco enlaces de coordinacidn, un par con cada ligante bidentado y

uno extra con una molécula de agua. Sus estructuras generales se muestran en la figura 1.1.

/7 N N 7N\ _J \
o A =i A
NO, ﬂ/' \11 NO; "/.Ii\:.-i KO, wa
L) '

Figura 1.1. Estructuras generales de las Casiopeinas. Todas las estructuras presentan una molécula de agua

coordinada con el cobre, la cual no se muestra en estas estructuras.
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Actualmente estos compuestos suman mas de cien los cuales estin englobados en
familias mostradas en la tabla 1.1.

Tabla 1.1: Clasificacién de las Casiopeinas (adaptada).*?!

Clave Formula general
Casiopeina I [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)*H2,O]NO3

Casiopeina 11 [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)H2O]NO3
Casiopeina III a [Cu(N-N)°(acetilacetonato)H,O]NO;
Casiopeina III s [Cu(N-N)(salicilaldehidato)H>O]NO3

Casiopeina IV [Cu(4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina)(N-O)H2O]NO;

Casiopeina V [Cu(5,R-1,10-fenantrolina)(N-O)H2O]NO3

Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)H>O]NO3
Casiopeina VII [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)H>O]NO;
Casiopeina VIII [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)H>,O]NO3

Casiopeina IX [Cu(2,2 -bipiridina)(N-O)H20]NO3

Casiopeina X [Cu(N-N)(péptido)H2O]NO3

a. N-O = g-aminoacidato.
b. N-N = R-1,10-fenantrolina o R-2,2"-bipiridina.

Las propiedades y caracteristicas especiales de las Casiopeinas es que su disefio cumple
con algunos postulados establecidos por Rosenberg de acuerdo con la evidencia experimental
que obtuvo estudiando el cis-platino,!*> compuesto popular en el tratamiento
quimioterapéutico del cancer, los cuales a grandes rasgos son:

a) Tener ligantes que favorezcan una configuracion cis en la esfera de
coordinacion del metal.

b) La fuerza de enlace de los ligantes al centro metalico debe ser
diferente, uno debe estar fuertemente enlazado, mientras que el otro o los otros
deben tener fuerza que facilite su intercambio por biomoléculas.

C) La molécula en cuestion debe ser neutra.

La sintesis y disefio de las Casiopeinas se hizo tomando en cuenta estas caracteristicas y
un extra mas, el usé de un metal que se encuentre en el cuerpo humano de manera esencial,
como lo es el cobre, realizando funciones biologicas como reacciones redox en las que el
cobre reacciona directamente ya sea con el oxigeno molecular o HO» para producir radicales

libres.!?8! La toxicidad de cobre proviene de su capacidad para producir especies reactivas de

Introduccion ~ 11 ~
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oxigeno (ROS por sus siglas en inglés, Reactive Oxygene Species). Sin embargo, el cuerpo
tiene un mecanismo natural de eliminacidén disminuyendo asi su toxicidad, puede desplazar
a otros iones metalicos, participar en la peroxidacion lipidica y/o unirse directamente al ADN
y ARN,[?7-28] y otra ventaja al ser un metal abundante en el planeta es mds barato que algunos

ejemplos mencionados anteriormente lo cual generaria un gasto menor de produccion.

Las Casiopeinas han sido sometidas a diversas caracterizaciones, no solo estructurales,!

sino también de constantes de formacion, estabilidad en disolucion,” estudios teéricos,?!

3 parametros electroquimicos?!! y mecanismos de reaccion anticancerigenos.[*”) Por otra
parte en cuanto a los estudios de su interaccion con macromoléculas se tiene resultados en

[33]

cuanto a la interaccién con el ADN,!*!! adenina, guanina, citosina y tirosina® y la

substitucion del ligante acetilacetonato por metionina (aminodcido esencial).*¥l

Las pruebas para la evaluacion de la actividad de las Casiopeinas mediante modelos
bioldgicos in vivo e in vitro no se han quedado atras puesto que se ha demostrado que tienen
actividad citotoxica, antineopldsica y citostatica.> ! Se cuenta también con estudios en
células CH1 donde se demostrd muerte celular por apoptosis,’*”! mientras que en células de
glioma C6 se observd inhibicion de la proliferacion celular, un incremento en la produccion
de especie reactivas con el oxigeno y la induccion de apoptosis,*®! estudios de hemotoxicidad
en ratas,*” produccion de especies reactivas de oxigeno,***!l 1a demostracion de que algunas
Casiopeinas inhiben la respiracion celular y la sintesis de ATP*?! y que esta es dependiente
de la concentracion, por lo que se han generados métodos de cuantificacion cromatograficos

[43.44] Aunque se presentan solo algunos ejemplos de los estudios realizados

para su detencion.
a estos compuestos se puede notar la gran cantidad de conocimiento que se ha generado y el
que falta por generar. La Casiopeina que se caracterizd por su capacidad para formar
agregados en disolucion acuosa pertenece a la familia Il y se describe en el siguiente

apartado.

1.1.1 Casiopeina IIl-ia

La Casiopeina IlI-ia (Figura 1.2) es uno de los compuestos del grupo de las Casiopeinas
mas prometedor para ser usado como farmaco quimioterapéutico o agente de diagnostico y

como consecuencia es uno de los mas estudiados. Actualmente se encuentra en la fase 1 de

Introduccion ~ 12 ~
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ensayos clinicos. Aunque su mecanismo de accion a nivel molecular no se conoce con gran
detalle, varios resultados experimentales establecen dos factores principales para la
induccion citotoxica sobre las células tumorales humanas: i) la generaciéon de especies

reactivas del oxigeno y ii) la interaccion directa con el ADN.[4%46]

H.C CHs

Figura 1.2. Compuesto [Cu(4,4 -dimetil-2,2 "-bipiridina)(acetilacetonato)H,O]NOj3 (Casiopeina I11-ia).

El objetivo de los estudios relacionados con las interacciones especificas de las
Casiopeinas con dianas bioldgicas importantes, tales como el ADN o proteinas, es guiar un
desarrollo inteligente de farmacos con una mayor especificidad y la reduccion de efectos

secundarios indeseables.

Al inicio de este trabajo y durante el curso de los estudios que implican la formacion de
complejos de proteina (HSA por sus siglas en inglés, Human Serum Albumin) con
Casiopeina IlI-ia. Se encontrd que a las concentraciones a las que se estaban llevando a cabo
los experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica, la Casiopeina Ill-ia era capaz de
auto asociarse en el medio amortiguado empleado para simular las condiciones fisiologicas,
una caracteristica que no habia sido identificada. Por tanto, es de interés determinar la
concentracion de agregacion critica, cac, la constante de equilibrio de la disociacion, Kp, la
informacion termodindmica asociada al proceso de disociacion y el nimero de monomeros,

n, que participan en el agregado utilizando diferentes técnicas experimentales.

Introduccion ~ 13 ~
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Capitulo 2

Antecedentes generales
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2.1 Descripcion teorica de la formacion de agregados en disolucion

La formacion de agregados en disolucion, cuando el monodmero participante tiene una

carga eléctrica con valor 1+, se puede expresar como un equilibrio y como consecuencia

tendra una constante de formacion, descrita por las siguientes ecuaciones:!

Ky
nm* o (my)"*

YA Ca
K, = X
A7 () 7 (Cr-nca™

donde:

m*: mondémero.

(m,)™*: agregado.

n: nimero de agregacion.

K,: constante de equilibrio.

y4: coeficiente de actividad del agregado.
¥m: coeficiente de actividad del mondmero.
C,: concentracion del agregado.

Cr: concentracion total de compuesto en la disolucion.

Ecuacion 2.1

Ecuacion 2.2

Si el contraidon participa en la formacion del agregado las ecuaciones 2.1 y 2.2 se

modifican como:*¥!
K,
nmt +pX~ o [mnXp](n_p)Jr

K, = YA x Ca
A7 )y * (Cr—nCeae)™(Cr—pCa)P

Ecuacion 2.3

Ecuacion 2.4

Antecedentes generales ~ 15 ~
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donde:

X~ contraion.

p: nimero de aniones que participan en el agregado.
yx: coeficiente de actividad del contraion.

Para este trabajo se consider6 que el contraidon no participa en la formacién de los

agregados.
2.2 Técnicas experimentales

Toda vez que la formacion de agregados en disolucion causa cambios en las propiedades
fisicoquimicas de la disolucion como el calor de dilucion, la conductividad eléctrica, la
tension superficial, la absorbancia y la luz dispersada como funcion de la concentracion total
del compuesto en disolucion.[*”! Se escogieron las siguientes técnicas experimentales para

estudiar la formacion de los agregados de la Casiopeina IlI-ia en disoluciones acuosas.
e Calorimetria de titulacion isotérmica.

¢ Conductimetria.

e Mediciones de tension superficial (método del anillo de Du Notiy).

e Espectrofotometria ultravioleta y visible.

e Dispersion de la luz dindmica y estatica.

2.2.1 Calorimetria de titulacion isotérmica

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC por sus siglas en inglés, Ishotermal Titration
Calorimetry) es una técnica experimental que permite determinar cuantitativamente y de
manera directa el calor liberado o adsorbido durante un proceso o reaccion quimica, que a
presion constante es el cambio de entalpia (4H) del sistema. Ya que en cualquier proceso
quimico existe un cambio en energia, esta técnica permite el estudio de diversos sistemas y
como consecuencia su aplicacion en distintas areas de investigacion como: quimica, fisica,
farmacia, bioquimica, biofisica y biofisicoquimica, asi como en industrias alimentarias y de

COSMEticos.

Antecedentes generales ~ 16 ~
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En cuanto a las areas quimicas y bioldgicas esta técnica es aplicable al estudio de
interacciones intermoleculares e intramoleculares de biomoléculas® en el estudio de las
asociaciones proteina-ligando, proteina-proteina, proteina-ADN, proteina-ARN y en
moléculas de menor peso molecular para el estudio de la formacion de especies auto

[52]

asociables en disolucion con estructuras definidas, como micelas®!! o liposomas,?! y sin

47,48

estructura definida,[*”>*®! 1as cuales son de interés para este trabajo.

Si el efecto térmico neto de la interaccion, en cualquiera de los sistemas mencionados
anteriormente, es suficientemente grande se puede determinar la estequiometria, la entalpia
de formacion y la constante de unién o disociacion del proceso de estos complejos

moleculares. Consecuentemente, se puede calcular la energia libre de Gibbs del complejo.

AG = -RTInK Ecuacion 2.5

y por tltimo la entropia del proceso,**

AH-AG

AS = Ecuacion 2.6

2.2.1.1 Funcionamiento e instrumentacion

La figura 2.1 muestra un esquema de un calorimetro de titulacion isotérmica que funciona
por compensacion de potencia. La sefial obtenida es directamente proporcional a la potencia
requerida para mantener una diferencia de temperatura entre la celda de referencia y la celda
de reaccion igual a cero.[®¥ Estas dos celdas se encuentran dentro de una cdmara adiabatica
en la unidad del calorimetro. La celda de referencia tinicamente contiene el medio en el que
se llevara a cabo la reaccion (disolucion amortiguadora, disolvente orgéanico, disolucion
salina, disolucion con sustrato, disolucion con proteina o simplemente agua), es decir, todo
menos el analito. Mientras que en la celda de reaccion estara contenido el medio de reaccion

y mediante una jeringa especializada, la cual ademas funciona como agitador para mantener
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homogéneo el sistema durante la titulacion, se hacen adiciones escalonadas del analito
(también en disolucion) como funcidn del tiempo. Este tiempo dependera de la cinética de la
reaccién o proceso, el cual debe ser seleccionado por el analista mediate experimentos

exploratorios.

El sistema calorimétrico mantiene la celda de referencia a una temperatura constante,
seleccionada por el analista, mientras se aplica una potencia constante a la celda de reaccion
para activar un mecanismo de control por retroalimentacion cuyo propésito es mantener la
AT = 0. Toda vez que la reaccion se lleva a cabo en la celda denominada de reaccion, el
sistema aplica a esta una potencia o se deja de aplicar dependiendo de si el proceso es
endotérmico o exotérmico, respectivamente. El cambio en energia es registrado por una
computadora observando una sefial caracteristica con forma de pico. El area bajo este pico

corresponde al calor liberado o absorbido durante el proceso después de cada inyeccion.>!

Jeringa
Celda de e

referencia — — ___ Sistema de agitacion

23

Celda de reaccion -
Sefial de

| | ! _ Camara adiabatica salida

) i Control de la
‘ T Y c— -— potencia

Figura 2.1. Esquema de las celdas y procesador de datos de un calorimetro de titulacion isotérmica
(adaptada).>
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Hoy en dia los calorimetros de titulacion isotérmica son simples de usar, compactos y son
controlados desde una computadora, tienen una alta sensibilidad y es posible obtener la

caracterizacion termodinamica de un sistema en un corto tiempo.[>”
2.2.1.2 Interacciones molécula-molécula

El estudio de las interacciones intermoleculares entre moléculas similares tiene como base

una asociacion quimica reversible y puede ser entre moléculas idénticas o diferentes:>>

M, +M, & M;M, Ecuacion 2.7

donde M; y M, son las moléculas que van interactuar. La fuerza de interaccion estaré descrita

por una constante de asociacion K, o de disociacion Kj:

K, = =— Ecuacion 2.8

donde [M; ] y [M;] son las concentraciones libres y [ M; M, ] es la concentracion del agregado.
Esta contante se puede asociar directamente con la energia libre de Gibbs de asociacion, AG4,
y de disociacion, 4Gp, las cuales se pueden escribir en términos del cambio en entalpia, AH,

y en entropia, 4S, del proceso:

AG4 = -RTInK 4 Ecuacion 2.9

AGp = -RTInKp Ecuacion 2.10

donde:
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R: constante de los gases ideales, [8.314 ] mol! K™'].
T: temperatura absoluta, [K].
2.2.1.3 Interacciones homodiméricas

La auto asociacion de una molécula que conduce a la formacién de homodimeros se le
puede medir la fuerza de la interaccion mediante experimentos de dilucion. Una disoluciéon
de reactivo se coloca en la jeringa mientras que el disolvente sin el reactivo se encuentra en
la celda calorimétrica. La adicion gradual de la disolucion con la jeringa de inyeccion en la
celda trae como consecuencia la dilucion de la molécula, promoviendo el proceso de
disociacion (lo que lleva el sistema a través de una secuencia de equilibrio de estados) y la
composicion de cada uno de ellos esta dictada por la constante de disociacién Kp. Dada la
concentracion total de la molécula [M]r en la celda del calorimétrico, la constante de

disociacion determina la division entre los mondémeros [M] y el dimero [Mz]:*”]

Ecuacion 2.11

El calor g; asociado con cada adicion es proporcional al aumento de mondémero [M] en la

celda del calorimetro después de la adicion i:1>°]

q; = VAH, ([Ml-] — [M];_, — Fy[M], 5) Ecuacién 2.12
donde:
AHDp: entalpia de disociacion por mondmero.
V: volumen en la celda del calorimetro la calorimétrico.

v: volumen de adicion.
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[M],: concentracion total de molécula por mondémero en la jeringa.
Fy: fraccion de monomero en la disolucion concentrada colocada en la jeringa.

El ultimo término en el paréntesis es una correccion que tiene en cuenta el incremento de la
concentracion de mondémero en la celda debido a la inyecciéon de monomeros de la jeringa y,
por lo tanto, no contribuyen al calor. A medida que la concentracion de molécula en la celda
calorimétrica aumenta progresivamente, el proceso de disociacion es menos favorecido y la
secuencia de adiciones procede hasta que no se detecte ningun calor significativo. En todo el
experimento la concentracion total de reactivo [M]t es conocida. El analisis de regresion no
lineal del q;, permite la estimacion de los pardmetros termodinamicos Kp y 4Hp, y por lo

tanto, 4Gp y 4Sp.>’!
2.2.2 Conductimetria

El estudio del conjunto de eventos que ocurren en disoluciones idnicas al ser sometidas a
un campo eléctrico alterno, asi como su aplicacion en la caracterizacion de los fendémenos en
disolucion y el monitoreo de especies, constituye una parte fundamental del anélisis

electroquimico, conocido como conductimetria.>®!

Asi, las aplicaciones de la conductimetria pueden agruparse en dos grandes areas de

estudio:

e Estudio de los fendmenos en disolucion: disociacion electrolitica, equilibrio

quimico y formacion de agregados moleculares ionicos.!*”’

e (Cuantificacion y monitoreo de especies en disolucion: curvas de calibracion

y titulaciones volumétricas con monitoreo conductimétrico.

Es posible generalizar los fendmenos gracias a leyes fisicoquimicas ya establecidas: la ley
de Kohlrausch de la migracién independiente de iones y la ley de dilucion de Ostwald.7!
Puesto que su conocimiento permite establecer las condiciones adecuadas de trabajo

experimental.

Mientras que la prediccion cuantitativa de los fendmenos puede llevarse a cabo gracias a
que actualmente es posible encontrar en la literatura datos de parametros termodinamicos

tales como los valores de conductividad molar limite de diversos iones, tanto en disolucion
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acuosa como no acuosa. Por lo que si se domina la informacién y se controlan las condiciones
operatorias es posible correlacionar la informacion experimental con los principios tedricos

con gran precision.

En general, la practica de la conductimetria no especializada requiere de las siguientes

condiciones de trabajo experimental:

e Concentraciones bajas de los analitos, pues a concentraciones elevadas, se

hace necesario efectuar correcciones al evaluarse los coeficientes de actividad.

e La imposicion de potencial alterno (con una frecuencia de 60 a 1000 Hz) se
efectua por medio de electrodos inatacables e indistinguibles, (por ejemplo de
platino, acero inoxidable o carbon) de posicion fija. Esta caracteristica evita

que se experimenten reacciones electroquimicas.

e Control adecuado de la temperatura, sobre todo si se persigue la determinacion

de parametros termodinamicos.
2.2.2.1 Transporte eléctrico

La corriente eléctrica se puede definir como la cantidad de carga eléctrica que pasa por
cualquier punto de un conductor por unidad de tiempo. Es posible describir a la densidad de
corriente como la corriente que pasa a través de un area perpendicular a la direccion de

esta.’”]

j=1/A Ecuacion 2.13

Mientras que la densidad de corriente en un contexto unidireccional es proporcional al

gradiente de potencial interno:

j=—k(3) Ecuacién 2.14
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El termino k es las constante de proporcionalidad, tiene unidades de Q™1 m™? y recibe el
nombre de conductividad. El inverso de la conductividad es la resistividad, p, y ambas son

caracteristicas de cada conductor. Es posible utilizar la definicion de campo eléctrico, E =

- (Z—f), y sustituirla en la ecuacion 2.14 obteniendo asi la ley de Ohm.

j =kE Ecuacion 2.15
O lo que seria lo mismo una expresion que haga uso de la resistividad:
pj =E Ecuacion 2.16

Si se considera un conductor eléctrico de longitud [, con area transversal A, en cuyos

extremos se manifieste una diferencia de potenciales interno, Ap = @, — ¢4; entonces el

P2—P1

A . .,
= T(p. Esta ultima expresion se

campo eléctrico puede ser expresado como E =

sustituye en la ecuacion 2.15, a la par de la densidad de corriente, ecuacion 2.13 y se despeja

la corriente.

1=(%)ag Ecuacién 2.17

o ., . . KA
Los términos en la ecuacion 2.17 se agrupan para definir la conductancia, L = - con

unidades de Q1.
I = LAg Ecuacion 2.18
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La forma mas convencional de expresar la ley de Ohm se obtiene de la ecuacion anterior,

dado que la conductancia es el inverso de la resistencia, L = R™1.

IR = Ag Ecuacion 2.19

Considerando que las ecuaciones 2.17 y 2.19 se puede explicar la resistencia en términos de

Ayl

R=_L=~ Ecuacion 2.20

Por lo tanto se puede concluir que la resistencia es dependiente de la geometria del
conductor. Si este ultimo aumenta su longitud la resistencia aumenta. Por lo contrario si se
engrosa la resistencia disminuye. Por otro lado las expresiones que utilizan la conductancia
o laresistividad reflejan propiedades inherentes al material y son ttiles dado que no dependen

de la geometria del conductor.”!

2.2.2.2 Electrolitos

La conductividad en disoluciones i6nicas es algo mas complejo que en los metales donde
el transporte de carga se lleva a cabo por electrones de masa despreciable, mientras que en
disoluciones idnicas la conduccion se realiza por el movimiento de iones positivos y
negativos, en consecuencia hay un aporte de transporte de materia ademas de que no todos
los iones transportan igual cantidad de corriente, generando asi un gradiente de concentracion

en la solucion.P”)

Las disoluciones io6nicas se comportan como conductores eléctricos bajo un campo
eléctrico debido a que conducen cargas, gracias al transporte de éstas por la presencia de los

iones en el medio, es decir, al medio i6nico. Los medios idnicos pueden estar formados por:
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e Electrolitos verdaderos o iondforos: Son sustancias que en estado puro estan
formadas por iones unidos por fuerzas electrostaticas, en una red cristalina bien
definida. Estas sustancias no necesitan interaccionar con otras para estar en forma

ionizada. Tal es el caso de los haluros de metales alcalinos.

e Electrolitos potenciales o iondgenos: Son sustancias que en estado puro no estan
ionizadas, o bien presentan una ionizacion despreciable. Estas sustancias por si solas,
no producen un medio idnico, por lo que necesitan interaccionar con un ionéforo, o

bien con otro iondgeno para generar un medio i6nico adecuado.

En electroquimica, los medios i6nicos de interés estan constituidos por la combinacion de
dos o mas electrolitos y se conocen como disoluciones electroliticas. Estas se forman por la

combinacion de:

a) Uno o varios electrolitos verdaderos, disueltos en un electrolito potencial liquido,
generalmente un disolvente disociante. El medio conductor se genera por la separacion de la
red cristalina idnica debido a las propiedades eléctricas del disolvente (interaccion

fisicoquimica); tal es el caso de una disolucion de NaCl en agua.

b) Uno o varios electrolitos potenciales, disueltos en un electrolito potencial liquido,
generalmente un disolvente disociante. El medio conductor se genera por el intercambio de
particulas en disolucion, generando iones con una cuantitatividad determinada por la fuerza
relativa de los donadores y receptores (interaccion quimica); tal es el caso de los acidos y las

bases no niveladas en el agua.

¢) Uno o varios electrolitos verdaderos, disueltos en un electrolito verdadero. EI medio

16nico lo proporcionan los mismos iones que constituyen los componentes mezclados.
En agua, las disoluciones electroliticas pueden clasificarse de la manera siguiente:

a) Disoluciones de electrolitos verdaderos o iondforos, en éstas los electrolitos estan

totalmente disociados.

b) Disoluciones de electrolitos potenciales o iondgenos, en las cuales los electrolitos

pueden encontrarse casi totalmente disociados (electrolitos fuertes); disociados muy poco
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(electrolitos débiles); o bien presentar una disociacion moderada (electrolitos de fuerza

media).

En la literatura se encuentra que la clasificacion de los electrolitos incluye dentro de los
electrolitos fuertes a los verdaderos. Dicha clasificacion no es muy conveniente, ya que no
considera las reacciones quimicas entre el soluto y el disolvente. La clasificacion presentada
arriba obedece a criterios de estructura quimica por lo que es mas general y no excluye todas
las posibilidades de interacciones entre los electrolitos, tanto quimicas como

fisicoquimicas.[*®
2.2.2.3 Conductividad en disoluciones ionicas

La conductimetria se basa en el hecho de que las soluciones electroliticas se comportan
como conductores eléctricos donde los iones en solucidon son los responsables del transporte
de carga. Como un conductor obedece a la ley de Ohm, dicha conduccién se verifica en el
volumen de solucion delimitado por la distancia entre dos electrodos de posicion fija. Esta
condicién experimental se cumple en arreglos denominados celdas conductimétricas, como

se observa en la figura 2.2.

|

C

Figura 2.2. Celdas para determinaciones conductimétricas. Donde d es la separacion entre los electrodos y /la
longitud geométrica del electrodo. A es una celda con electrodos planos orientados uno frente al otro, B
representa una celda para mediciones en flujo con electrodos semitubulares en la pared del tubo y C es una celda

de inmersion con electrodos cilindricos colocados uno seguido del otro (adaptada).[8!
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La resistencia eléctrica de una disolucion se mide con una celda conductimétrica montada
sobre un puente de Wheatstone para corriente alterna con una frecuencia aproximada de 1
MHz para asi evitar los efectos de electrdlisis al impedir que los electrodos se polaricen
puesto que en cada semiperiodo cada electrodo se comportard como dnodo y después como
catodo cada 1/500 segundos.*”! En estas condiciones la identidad de cada electrodo cambiara
con la suficiente rapidez para eliminar efectos de difusion, haciéndose despreciable la

polarizacion electroquimica.

La medida con una celda conductimétrica esta dada por:

R=p- Ecuacion 2.21
A

donde:

R: resistencia eléctrica de la disolucion, [Q].

p: resistividad eléctrica de la disolucion, [Q cm].
[: longitud entre los electrodos, [cm].

A: érea traslapable de los electrodos, [cm?].

La relacion longitud/area es caracteristica de cada arreglo de electrodos y se denomina
constante de celda conductimétrica, kcelda. Es muy importante la integridad de esta entidad

durante un experimento si se desea precision en los resultados.[*"!

Se define la conductancia como el inverso de la resistencia de la solucién, L=R™!, yla
conductividad especifica como el inverso de la resistividad, k = p~1. Las unidades de la

conductancia estin dadas en siemens, S = Q™ !, y la conductividad especifica en S cm™.

1 K .y
L==-= Ecuacion 2.22
R kcelda
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Experimentalmente la constante de celda se puede determinar indirectamente midiendo la
resistencia cuando la celda conductimétrica contiene una disolucion estandar de
conductividad conocida. Para este fin suele utilizarse KCl Co = 0.01 mol L™ en disolucién
acuosa, dicha disolucion presenta los siguientes valores de conductividad de acuerdo a la
temperatura experimental (tabla 2.1).1!) De manera practica los fabricantes de
conductimetros incluyen el valor de la constante de celda en las especificaciones de sus
equipos, para asi usar la disolucién de KCI Co = 0.01 mol L para verificar la calibracion del
conductimetro. Sin embargo, es preferible usar diversas disoluciones de KCI de
concentracion conocida para la verificacion de la calibracion del conductimetro. La tabla 2.1
muestra como cambia la conductividad especifica de la disolucion de KCI de la misma

concentracion con la temperatura, por eso la importancia de controlarla.

Tabla 2.1: Valores de conductividad especifica (k) de KC1 0.01 mol L™! a distintas temperaturas.

Temperatura [°C] k[uS cm™]

18 1225
19 1251
20 1278
21 1305
22 1332
23 1359
24 1386
25 1413
26 1441
27 1468
28 1496
29 1524

Si Ry, es la resistencia (o cualquier otra medicion eléctrica) de una celda conductimeétrica

que contiene una disolucion patron de conductividad conocida k), entonces:
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l o7
Kcetaa = 7 = RspKsp Ecuacién 2.23

De modo que de acuerdo con la ecuacion 2.22:

K = Kgp (R%) Ecuacion 2.24

La relacion que existe entre la conductividad y la concentracion se define por medio de la

conductividad molar, como lo describe la relacion siguiente:

A=— Ecuacion 2.25

donde:
A: conductividad molar, [S cm™ mol™].
Co: concentracion molar, [mol L!].

En las expresiones anteriores es conveniente expresar las concentraciones en mol cm™

3

para asi simplificar las unidades de A. Si partimos de que 1 L = 1000 cm” entonces, si

dividimos la concentracion entre 1000 se tendra un adecuado anélisis dimensional: %%

La relacion de la resistencia eléctrica de una disoluciodn electrolitica y la concentracion del

soluto 16nico en disolucion, se establece gracias a las ecuaciones 2.22 y 2.25:

ACq

I
e~
I

Ecuacion 2.26

x|~

kcelda
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De tal manera, que si se mide la conductancia o la resistencia de alguna disolucion, es
facil calcular la conductividad de éstas por medio de la concentracion y el valor de constante

de celda:

Lk k .
A = —celda _ Zcelda Ecuacion 2.27

Co RC,

2.2.2.4 Disociacion electrolitica y ley de Kohlrausch

Kohlrausch demostr6 empiricamente que la conductividad de las disoluciones de

electrolitos verdaderos y fuertes varia linealmente con la raiz cuadrada de la concentracion

1
total del electrolito, Co/ 2 segun la siguiente relacion:°% 7]

1
A=b-mc,'? Ecuacion 2.28

La ecuacion anterior muestra el comportamiento tipico de una linea recta cuya pendiente,
m, es una constante que depende de la naturaleza del electrolito y la ordenada al origen, b,

es una parametro que representa la conductividad a dilucion infinita, es decir, cuando Co—0.

Se establece el siguiente limite funcional:

limA = A® Ecuacion 2.29
Co—>0

Kohlrausch también demostr6 que para disoluciones muy diluidas cada ion constituyente
del electrolito conduce cargas de manera independiente puesto que estan lo suficientemente
separados como para no interaccionar entre ellos, por lo que la conductividad molar
equivalente limite puede expresarse como la suma de los valores de conductividad molar

limite de cada ion:

Antecedentes generales ~ 30 ~



Alejandro Marin Medina Facultad de Quimica, UNAM

M,, X, » mM** + xX™~

A® = mAL + xAy, Ecuacion 2.30

Donde A, es la conductividad molar i6nica limite de cada ion. Sus valores se encuentran
registrados en la literatura para un niimero importante de cationes y aniones en diversos

disolventes.

La relacion de Kohlrausch se expresa de la siguiente manera, en analogia con la ecuacién

2.28:

1
A=A —-—KC /2 Ecuacion 2.31

donde:

A: conductividad molar, [S cm™ mol].

A”: conductividad molar limite, [S cm™ mol™'].

K: constante de Kohlrausch, [S cm? mol! mol™”> L”] o [S cm™ mol?].
Co: concentracioén molar, [mol L™'].

En el caso de los electrolitos de fuerza media o débil, es necesario considerar la
concentracion efectiva de los iones en disolucion, ya que a diferencia de los electrolitos

verdaderos la disociacidn i6nica no es total.

La conductividad molar de electrolitos débiles desciende de manera abrupta con el
aumento de la concentracion. En la figura 2.3 se aprecia la representacion grafica de la
conductividad molar en funcion de la raiz cuadrada de la concentracion de diversos

electrolitos.l®” Para el 4cido acético no es posible extrapolar la curva a un valor limite
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definido, la gran pendiente que presenta ésta se debe al hecho de que la disociacion de los
electrolitos débiles aumenta de forma notable con la dilucidn, en consecuencia, aumentara

también el nimero de iones capaces de transportar la corriente.

+ 400

200
T+ 300

150
== 1200

100 1 100

A, equivalente (KCl y CH;COONa)

S~a o

A, equivalente (HCI, H»SO4 y CH3COOH)

N n CH3COOH
50 P A S = %9: \ 0

0 0.05 0.1 0.15 02 025 03
[C] V2 [equivalente L] /2

Figura 2.3: Conductividad equivalente de electrolitos fuertes y débiles en solucion acuosa a 25 °C
(adaptada).l*”!

La Ecuacion 2.31 es valida siempre, con la condicion de que se debe usar en la
concentracion molar efectiva de los 1ones, es decir, con aCo. De esta manera puede escribirse

la ecuacion de Kohlrausch para electrolitos potenciales.

1
K A®— j}(al/z CO/Z Ecuacion 2.32

aCo

Como el valor de a no se conoce a priori, es conveniente llamar A siempre al cociente de
la conductividad especifica y la conductividad molar, de esta manera se obtiene la siguiente

relacion.[0%]
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I 3/ 1/2 s
A=aA” —Ka 2C0 Ecuacion 2.33

Debido a que a es funcioén de Co, se tiene una funcion compleja de ésta que varia muy
pronunciadamente en las proximidades de la dilucién infinita. El problema del modelo reside

en la complejidad matematica para determinar A®.

La determinacion de parametros termodinamicos por métodos conductimétricos requiere
de la intervencion de otros postulados. Arrhenius sugirié que el grado de disociacion de un

electrolito estaba condicionado con la conductividad molar por:©”!

a=— Ecuacion 2.34

Ostwald por su parte empled esta relacion junto con la ley de accién de masas para explicar
la variacion de la conductividad molar de los electrolitos débiles con la concentracion.
Considerando la disociacion de un electrolito de estequiometria 1:1, el grado de ésta estara

condicionado a la concentracion:

Kg a?

=— Ecuacion 2.35
Co (l—a)

Sustituyendo la ecuacion 2.34 en la ecuacion 2.35 se obtiene:

CoA?

=— Ecuacion 2.36
AP (A% —1)

Kq

La ecuacidn anterior se conoce como la ley de dilucion de Ostwald. Aplicando los valores

de A a varias concentraciones y el valor de A, se tiene que el lado derecho de la ecuacion
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2.36 es casi constante; en consecuencia, se tiene una forma razonable de determinar el valor
de la constante de disociacion de un electrolito débil. Un método alternativo para obtener Kq

y A%, para un electrolito débil, consiste en reordenar la ecuacion 2.36:

K A®% — Ky;AN® = Cy/\2 Ecuacion 2.37

Si se divide cada término entre K;A°%A y trasladando el segundo término al lado derecho de

la ecuacidn, se obtiene:

Ecuacion 2.38

Entonces, si se grafica 1/A en funcion de CoA, se obtiene una linea recta, con una ordenada
al origen 1/A* y una pendiente igual a l/KdA°°2. A partir de los valores de la pendiente y la
ordenada al origen, pueden obtenerse los valores individuales de Ka y A®. Este método

requiere s6lo los datos de conductividad del electrolito débil.["!
2.2.2.5 Aproximaciones al calculo

Rigurosamente, el calculo teorico de la conductividad de una disolucion de un electrolito
verdadero requiere del conocimiento del valor de A™, asi como la constante K de la relacion

de Kohlrausch (Ecuacion 2.31).

/2

3
k = CoA” —KC, Ecuacion 2.39

/

3
Para disoluciones muy diluidas es posible despreciar ¢l término de KC, 2 y confundir A

con A”.
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Un ejemplo concreto para el KCI. El valor de la conductividad molar limite es de 149.8 S
cm? mol™! y el valor de su constante de Kohlrausch es de 91.71 S cm? mol™! mol "2 L2, a 25

°C. En la tabla 2.2 se observa el calculo para A a diferentes concentraciones molares:>°!

Tabla 2.2: Error entre valores de conductividad tedricos y reales.

Concentracién Co'? Conductividad molar  Diferencia real %
[mol L] [mol">LY?] teédrica, A [S cm?* mol'] AA=(A"—A)  diferencia
0.0001 0.01 149.88 0.92 0.61
0.001 0.03 146.90 2.90 1.94
0.01 0.10 140.63 9.17 6.12
0.1 0.32 120.80 29.00 19.36

De los datos anteriores, se observa que a medida que la concentracion aumenta, el valor
de la conductividad molar de la disolucion se aleja del valor de A* = 149.8 S cm2 mol-L. Los
valores de conductividad molar calculados con la ecuacion de Kohlrausch son menores a los
obtenidos experimentalmente, ya que no consideran los efectos de interaccion ion —ion y ion

— disolvente. Dicha influencia es predecible por la relacion de Debye-Hiiekel-Onsager:

1
A= A" —(A+ 'BA°)C0/2 Ecuacion 2.40

Los valores de A y B son constantes determinadas empiricamente.

Para disoluciones diluidas, la diferencia entre el valor calculado con la relacion de
Kohlrausch y la relacion de Debye-Hiiekel-Onsager no excede el 10%. Sin embargo, los
valores determinados experimentalmente son mayores a los calculados con la ecuacion mas
exacta (Ecuacion 2.40), por lo que confundir A con A” no implica errores significativos en
la prediccion de los valores de conductividad molar de las disoluciones electroliticas. Es

posible, en consecuencia, proponer la siguiente expresion:
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K= A°M,X,Co = (mAT + xAZ)C, Ecuacion 2.41

Si se conocen los valores de A° molares o equivalentes, es posible calcular el valor de la
conductividad de las disoluciones electroliticas para predecir o explicar los fendmenos en
disolucion, involucrados en los diversos sistemas conductimétricos de caracterizacion,

monitoreo y medida.l>¢!

2.2.2.6 Estudio de la formacion de agregados por conductimetria

La conductimetria como técnica para el estudio de la formacion de agregados idnicos y

[49, 64-66]

moleculares tanto en disolucién acuosa como no acuosal®’%’! limita su aplicacion a

S[47, 48, 70-72 0.[49, 66, 68, 69]

compuesto l'y tensoactivos de carécter idnic

La razon por la cual es posible estudiar la formacion de agregados en disolucion con la
técnica de conductimetria es que, el agregado y el mondmero presentan diferencias
significativas en cuanto a movilidad y carga. Por lo tanto la conductividad de la disolucién
se va a ver modificada por efecto de la formacion de agregados. Entonces de un experimento
donde se monitoree la conductividad de la disolucion como funcion de la concentracion total
del compuesto (en cualquiera de sus modalidades, titulacion o curva de calibracion) se puede

extraer la siguiente informacion fisicoquimica del proceso de agregacion:

e Concentracion de agregacion critica, cac, o concentracion micelar critica, cmc, si

el agregado presenta forma micelar.
e Constante de formacion del agregado, K.

e Numero agregacion, n.

st47- 481 propusieron un modelo para el tratamiento de los

En 1996 Streng y colaboradore
datos experimentales de conductimetria para obtener la informacidon fisicoquimica
mencionada anteriormente de dos compuestos idnicos que forman agregados en disolucion
acuosa. En uno de sus trabajos*” desarrollan en modelo en el cual se toma en cuenta al
contraiéon como participe del agregado y en otro de sus trabajos*®! desarrollan el modelo
donde el contraion no forma parte del agregado, lo cual simplifica mucho el ajuste de los

datos.
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El presente trabajo uso el modelo donde se presume que el contraion no es pieza del
agregado para el tratamiento de los datos experimentales por lo que este se describe a

continuacion.

Se considera al monomero y al agregado como dos electrolitos distintos, por lo tanto la

conductividad total de la disolucion (k1) estard dada por la contribucion de ambos como:
Kr = Km + Ky Ecuacion 2.42

donde:
K conductividad del monémero.
K4: conductividad del agregado.

Reescribiendo la ecuacion 2.42 en términos de la conductividad molar (A):

A=L= CC—’:Am + g—‘;AA = %Am + 2—:AA Ecuacién 2.43
donde:
A: conductividad molar total.
A, conductividad molar del mondmero.
A4: conductividad molar del agregado.

Si se considera que tanto el mondmero como el agregado son electrolitos fuertes, entonces
A, y Ay se pueden expresar como funciones lineales de la raiz cuadrada de la concentracion
de C,, y C4 de acuerdo con la relacién de Kohlrausch, ecuacion 2.31, por lo tanto la ecuacion

2.43 se puede reescribir como:

A= (g — b G —nCy) + (@’ —b/C,)  Ecuacion 2.44
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donde:

a: conductividad molar a dilucién infinita del mondmero.

b: constante para el monémero.

a’: conductividad molar a dilucion infinita para el agregado.
b’: constante para el agregado.

En la ecuacion 2.45 C4 es funcion de n 'y K4 como se definio6 en la ecuacion 2.2, por lo que
teoricamente los valores de K4, n, a, b, a’y b” son obtenidos de un ajuste de minimos
cuadrados no lineal a los resultados experimentales de conductividad molar observada

(Aops.i) como funcion de la raiz cuadrada de la concentracion total (VCr).

2.2.3 Mediciones de la tension superficial

A través de la determinacion de la tension superficial de una disolucion, ya sea acuosal®”!

u organica,’”®! como funcién de la concentracion de soluto es la manera mas comin de
estudiar la formacion de agregados. De los datos experimentales se puede obtener
informacion termodinamica del proceso, asi como la concentracion de soluto a la cual se
comienzan a formar dichos agregados. Conocida como concentracién micelar critica, si es
que el agregado en el bulto de la disolucion tiene una forma micelar, o concentracion de

agregacion critica si el agregado tiene otro arreglo geométrico.
2.2.3.1 Energia superficial y tension superficial

Dentro del seno de un liquido alrededor de una molécula actian atracciones casi
simétricas. En la superficie, sin embargo, dicha molécula se encuentra s6lo parcialmente
rodeada por otras, tanto que la energia total de unidén para una molécula que se encuentra en
la superficie es aproximadamente 25% mayor a la energia para una molécula en el interior
del liquido,*”!y en consecuencia experimenta una atraccion hacia el interior del liquido. Esta
atraccion tiende a jalar las moléculas superficiales hacia el interior, y al hacerlo el liquido se
comporta como si estuviera rodeado por una membrana invisible. A este fendémeno se le
conoce como tension superficial (siempre y cuando se encuentre al liquido en contacto con

su vapor).
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Desde un punto de vista termodinamico, la tension superficial, y, puede considerarse como

la tendencia de un liquido a disminuir su superficie hasta un punto en que su energia de
f. . . 1 ’ . d. .y . .l.b . bl [74] L

superficie potencial es minima, condicidon necesaria para que un equilibrio sea estable. a

tension superficial también se puede definir como la energia necesaria para aumentar el area

de una superficie, por lo que estara expresada en unidades del Sistema Internacional como

J m?, aunque comiinmente se reporta en la literatura como mN m™' siendo estas unidades

equivalentes.
2.2.3.2 Tension superficial de liquidos puros

Las propiedades termodinamicas de un liquido estan dictadas por la naturaleza de las
fuerzas intermoleculares del liquido, por lo que para entenderlas e interpretarlas primero se
debe entender la naturaleza de sus fuerzas intermoleculares.”” Por lo tanto la tension
superficial también estara en funcion de la naturaleza de las fuerzas intermoleculares del

liquido puro.

La mayoria de los liquidos tanto orgdnicos como inorganicos presentan, a temperatura
ambiente, valores de tension superficial que oscilan entre los 15 y 50 mN m™!. Mientras que
el agua presenta un valor més alto, de 72.8 mN m™' debido a las intensas fuerzas
intermoleculares asociadas a los puentes de hidrégeno. Solo siendo superada por el mercurio,
(metal liquido) ya que su tension superficial es de aproximadamente 490 mN m™."> La

siguiente tabla muestra el valor de la tension superficial de distintos liquidos a 25 °C.
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Tabla 2.3: Tension superficial de liquidos puros a 25 °C.["7)

Liquido ¥ [mN m™]
Agua 72.82
Formamida 57.02
Anilina 42.67
Fenol 39.27
Piridina 37.21
Benceno 28.88
Tetracloruro de carbono 27.65
Acido acético 27.59
Ciclohexano 25.24
Acetona 24.04
Acetato de etilo 23.97
n-butano 23.31
Ciclopentano 22.61

2.2.3.3 Tension superficial como funcion de la temperatura

La temperatura es la variable mas importante para el cambio de la tension superficial de
un liquido en equilibrio con su vapor, toda vez que al aumentar la temperatura del liquido las
dos fases seran cada vez mas parecidas hasta que a la temperatura critica, 7¢, la interface
liquido vapor desaparece y como consecuencia la tension superficial obtenga un valor de
cero. Fenomeno que fue descrito empiricamente por Katayama y Guggemheim.!’® 78! La

figura 2.4 muestra el fendmeno descrito anteriormente para el agua, etanol y naftaleno.
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Figura 2.4: Tension superficial como funcion de la temperatura para varios liquidos. La tension superficial

toma el valor de cero en el punto critico (adaptada).l’®!

La ecuacion que representa el comportamiento de la tension superficial como funcion de

la temperatura para muchos liquidos es:!"®!

Y = Yo (1 — Tlc)H Ecuacion 2.45

donde el exponente 9/11 es cercano a la unidad por lo que se puede considerar que la tension

superficial disminuye de manera lineal conforme aumenta la temperatura.
2.2.3.4 Tension superficial en disoluciones

El efecto de la concentracion del soluto en la tension superficial del disolvente se puede
manifestar de tres formas.l”* Lo perfiles de las curvas tension superficial como funcién de la

concentracion del soluto se ejemplifican en la figura 2.5.
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I

Tension superficial

Concentracién de soluto

Figura 2.5: Tension superficial de disoluciones como funcion de la concentracion de soluto y tipo de soluto
(adaptada).l’

1. Aumento de la tension superficial, este aumento no es grande y tal comportamiento se
puede observar en agua para electrolitos verdaderos, sacarosa y acido benzoico. En

ciclohexano este efecto se observa con anilina. Presentan actividad superficial negativa.

2. Disminucidn de la tension superficial, esta disminucion no es drastica pero si periddica
con concentracion, observado para no electrolitos o electrolitos potenciales en agua.

Presentan actividad superficial positiva.

3. Disminucidn dréstica de la tension superficial con la concentracion hasta cierto punto,
conocido como concentracion de agregacion critica (cac), para después mantenerse
practicamente constante. Este comportamiento es observado para compuestos denominados

tensoactivos.

Esta actividad superficial se debe a que el arreglo de las moléculas del soluto en la

superficie es distinto al arreglo en el seno de la disolucion.”!

2.2.3.5 Método del anillo de Du Noiiy para medir la tension superficial
Existen diversos métodos para la mediciéon de la tension superficial en liquidos y

disoluciones que se ajustan no solo a necesidades sino también a distintos propositos como:
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placa de Wilhelmy, estalagmoémetro, gota rotatoria, ascenso capilar, presion maxima de
burbuja, perfil de gota y el tensiometro o anillo de Du Noily. Este Gltimo se describe a

continuacion ya que, fue el elegido para el desarrollo del presente trabajo.

El método del anillo se viene usando desde las primeras décadas del siglo XX y se
comenzd a usar porque podia determinar pequefias impurezas en el proceso de refinacion del
petréleo.l’””! Es un método sencillo, pero la sencillez estd en funcion de la precision que se
desee obtener. Los elementos esenciales para el uso de este método son, un anillo hecho de
una aleacion de platino e iridio donde el contenido de iridio es del 10%.%%! Este es capaz de
ser mojado por el liquido al que se va a determinar su tension superficial y se encuentra
suspendido horizontalmente a la superficie plana de ese liquido, ademés de una balanza de

torsion para medir la fuerza necesaria para separar el anillo del liquido.[®!

Esta fuerza es el dato experimental que se obtiene directamente al usar un tensidmetro
analdgico y como consecuencia no es el valor de la tension superficial del liquido en cuestion.
En Ia literatura se pueden encontrar expresiones simples para obtener en concreto el valor de
la tension superficial que conllevan a errores de hasta el 30 %.[5% 81 Zyidema y Waters en
1941 propusieron una expresion para realizar la correccion de manera mas atinada y asi

obtener mejores resultados. Dicha expresion se muestra en la ecuacion 2.46.[7)

(F—a)? = ( b ) X——+C Ecuacién 2.46

n2R? P1—P2

donde:

F: es el factor de correccion y/P.

y: tension superficial.

P: méaxima traccion del anillo, [mN m™].
p;1: densidad de la fase inferior.

p-: densidad de la fases superior.
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R: radio del anillo.

C: constante que depende de la relacion 1/R, donde r es el radio del alambre del anillo. Esta

expresada como: € = 0.04534 — 1.679 %.

a: constante universal para todos los anillos, tiene un valor de 0.7250.
b: constante universal para todos los anillos, tiene un valor de 0.0009075.

Los equipos conectados a un ordenador digital tienen ya programado el algoritmo de la
ecuacion y unicamente ingresando los datos de la densidad para las dos fases arrojara

directamente el valor de la tension superficial.
2.2.4 Espectrofotometria ultravioleta y visible

Histéricamente los descubrimientos de dispersion de la luz, asi como el conocimiento de
los espectros de absorcion de cada uno de los elementos quimicos y la determinacion de
metales minerales mediante espectrofotometria de emision atdmica datan de los siglos XVIII
y XIX, pero el avance tecnoldgico para el desarrollo instrumental de las técnicas de la
espectrofotometria de absorcion molecular tuvo lugar solo a partir de los primeros 30 afios

del siglo XX.[8%

La espectrofotometria ultravioleta y visible se basa en la interaccion de la radiacion
electromagnética, en una region caracteristica, que puede absorber o transmitir una muestra
de materia de interés quimico. Todas las técnicas de adsorcion suponen que cuando un tipo
radiacion incide sobre la muestra se produce una absorcion parcial de esta radiacion, lo que
hace que se produzca una transicion electronica entre los niveles energéticos de la sustancia
(atomo, molécula o ion) X, pasando esta al estado excitado, X*, el resto de radiacion es
transmitida. Asi analizando una u otra podemos relacionar la cantidad de especie activa

presente en la muestra.

La region para el ultravioleta se extiende desde 1 hasta 400 nm, esta a su vez esta
subdividida en el ultravioleta cercano de 200 a 400 nm y el lejano o ultravioleta al vacié que

va de 1 a 200 nm. Mientras que la region del visible va desde 400 hasta 800 nm.[**!
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La longitud de onda, A, es la distancia entre dos valles o dos crestas de dos ondas

continuas.

Campo eléctrico, y

0

Longitud de onda, A —':

I Cresta

9
Amplitud, A

Valle

Tiempo o distancia e o

Figura 2.6: Representacion bidimensional de un vector eléctrico (adaptada).[®4]

La frecuencia, v, es el numero de oscilaciones de una onda por unidad de tiempo.*! Como

se muestra en la siguiente expresion.

donde:

v: frecuencia, [s].

A: longitud de onda, [m].

vi=c¢ Ecuacion 2.47

c: velocidad de la luz en el vacio, [2.998 x 108 m s™'].

Para un medio distinto al vacio se corrige c/n, donde n es el indice de refraccion de la luz

en ese medio.

Debido a la naturaleza dual de la radiacion electromagnética permite concebirla como

particulas, fotones. Entonces el transporte de energia de un foton estd dado por la siguiente

ecuacion:!®’]
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E = hv Ecuacion 2.48

donde:

v: nimero de onda, [m™].

h: constante de Planck, [6.6262 x 10 4 J s].
E: energia asociada a la radiacion, [J].

Si se combinan las ecuaciones 2.47 y 2.48 se tiene la ecuacion 2.49.

= hcv Ecuacion 2.49

2.2.4.2 Instrumentacion

La instrumentacion para el estudio de muestras de interés quimico mediante el uso de la
espectrofotometria ultravioleta y visible tiene algunos componentes principales los cuales se

describen a continuacion:[8% 83

e Fuente de radiacion: su funcidn es generar radiacion policromatica intensa en toda
la region de interés. Se utilizan dos fuentes de radiacion para cubrir toda la region.
Para la zona ultravioleta cercana (200 — 350 nm) se utiliza un tubo de descarga de
hidrégeno o deuterio. Mientras que para la region entre 350 y 1100 nm se utiliza

una lampara incandescente de tungsteno.

e Monocromador: se utiliza para seleccionar de la radiacion incidente un haz
monocromatico. Como elementos dispersivos pueden utilizarse prismas o redes de

difraccion.

e Fotometro: la radicacion monocromatica que entra es descompuesta en dos haces

de igual intensidad mediante el separador de haces y pasan hacia las muestras.
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Porta muestras: los dos haces concentrados por unos lentes atraviesan las celdas
que contienen las muestras, la referencia o blanco y la muestra, pasando hacia el

detector como dos haces monocromaticos de diferente intensidad.

Detector: los dos haces monocromaticos de diferente intensidad llegan al detector,

cuya funcion es convertir estos estimulos luminosos en una sefial de tipo eléctrico.

Amplificador: compensa electronicamente que resta la absorcion del disolvente,

medio o blanco y de la disolucioén con la muestra de manera electronica.

Registrador: registra automaticamente el espectro como una curva de longitud de
onda de las radiaciones absorbidas como funcion de la absorbancia, A, o

absortividad molar, &.

La figura 2.7 muestra de manera muy simplificada un esquema de la instrumentacion de

espectrofotometro.

Fuente de
lluminacién

Muestra

Monocromador

Detector Amplificador Registrador

Luz
Compuesta To |

DU TS

Figura 2.7: Representacion esquematica de un espectrofotometro.

2.2.4.3 Condiciones operatorias

La obtencion experimental de un espectro de absorcion es relativamente sencillo ya que

los espectrofotometros estan altamente automatizados y permiten la digitalizacion de la

informacion. Lo realmente interesante es la seleccion de los disolventes, medios de reaccion,

celdas, y longitudes de onda segiin lo que se desee estudiar. A continuacion se describen

algunos ejemplos sobre la seleccion de la instrumentacion 6ptica.!®?)
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Para el trabajo en la region del ultravioleta lejano, 1 a 200 nm

e Es imprescindible el uso de equipos al vacio, toda vez que el aire absorbe en esta

zona.

e Los materiales de los que estan construidos normalmente los componentes opticos,
celdas, lentes y elementos dispersivos, vidrio o cuarzo también absorben
fuertemente en la zona del ultravioleta lejano. Por lo que se requieren materiales

mas especializados como LiF, CaF> o zafiros.

e Muchos disolventes también absorben en esta zona por lo que se recomienda el

uso de hidrocarburos saturados o perflourados.

e Se debe tener especial cuidado porque los detectores no son muy sensibles a esta
zona y tampoco existe mucha selectividad, muchos compuestos presentan

absorcion en esta zona.
Si se desea utilizar la zona del ultravioleta cercano, 200 a 400 nm.

e Presenta mucho menos inconvenientes que la region del lejano puesto que se
pueden utilizar celdas de cuarzo solo si se quiere acceder a regiones inferiores a

los 350 nm pero si no, es suficiente con una celda de vidrio.

Por ultimo para el trabajo en la region del visible, 400 a 800 nm. Es la zona mas simple
instrumentalmente para trabajar, toda vez que es la region capaz de impresionar la vista del
0jo humano y las transiciones electronicas son de muy baja energia. Y todos los compuestos

coloreados absorben de manera selectiva en esta region.

e Por lo tanto con una celda de vidrio es mas que suficiente, pero en su defecto se
puede usar una celda de plastico solo con precaucion de que el disolvente del

medio de reaccion no sea abrasivo al plastico.

2.2.4.4 Aplicaciones de la espectrofotometria ultravioleta y visible y ley de Lambert

Beer Bouguer

La espectrofotometria de ultravioleta y visible tiene aplicacion en diversas ramas e

intereses de la quimica como:
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e La clucidacion de estructuras de compuestos organicos € inorganicos.
e Determinacion de constantes fisicoquimicas.
o Equilibrios de disociacion 4cido-base.
o Equilibrios tautoméricos.
e Estudios de efectos estéricos.
e Cinéticas de reaccion.
e Anadlisis quimico cuantitativo.
e Estudio de la formacién de agregados en disolucion.

Estos dos ultimos son los mas importantes para el desarrollo del presenta trabajo por lo

que se describen de manera mas detallada a continuacion.

El uso de la espectrofotometria de ultravioleta y visible en los andlisis quimicos
cuantitativos es bien difundido no solo en los laboratorios de investigacion sino también a
nivel industrial y en laboratorios de andlisis clinicos debido a su sensibilidad, rapidez,
precision, selectividad y relativos bajos costos de los espectrofotometros. Los métodos
analiticos se basan en el uso de la ley de Lambert Beer Bouguer, la cual dice que si se hace
incidir una luz monocromadtica de intensidad incidente Iy a través de una disolucién que
contiene un iésimo analito de concentracion [i] durante una longitud de paso oOptico [, la
intensidad de la luz en cualquier punto del paso 6ptico de la disolucidn es funcion de [i] y de

[, y dicha funcién tiene una forma diferencial total:®®!

dl = (%)m dl + (%)l d[i] Ecuacién 2.50

La cual después de un tratamiento matematico conduce a la escritura de la expresion de la

ley de Lambert Beer Bouguer més conocida.®®!
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—logT = A = gl[i] Ecuacion 2.51

donde:

T: transmitancia.

A: absorbancia.

&;: coeficiente de absortividad molar de la especie i a una longitud de onda A, [L mollcm™].
[: longitud del paso optico, [cm].

[i]: concentracion molar efectiva de la especie i que absorbe a la longitud de onda A,

[mol L.

Para que la aplicacion de esta ley conserve la linealidad entre la absorbancia y la

concentracion deben satisfacerse determinadas condiciones:
e Esuna ley limite que aplica solo para disoluciones diluidas.

e Debe utilizarse luz monocromatica. Esta condicion puede considerarse satisfecha
cuando la anchura espectral de radiaciéon que abandona el monocromador sea

sensiblemente menor que la anchura media de las bandas de absorcion a utilizar.

e Los errores en la determinacion de absorbancia son aceptables en el rango 0.2 -
1.0 unidades de absorbancia siendo recomendable trabajar en el rango 0.3 - 0.8.
En los equipos mas modernos la precision espectrofotométrica que se alcanza

permite extender estos limites.

Esta técnica puede utilizarse para el andlisis de mezclas siempre y cuando las sustancias

posean espectros apreciablemente diferenciables.

El estudio de la formacion de agregados en disolucion mediante la técnica de
espectrofotometria de ultravioleta y visible se basa en el cambio que experimenta el espectro
ultravioleta y visible de un colorante o cromdéforo afiadido en la disolucion. Con este método

se puede determinar la concentracidon a la cual se forman los agregado en el seno de la
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disolucion a través del cambio de pendiente en una curva de absorbancia como funcion de la

concentracion del compuesto que forma agregados. 63 87- 881

Este método, como todos, tiene sus ventajas y desventajas. La principal ventaja es que, se
puede usar poco volumen de disolucién y la principal desventaja es que se tiene que anadir
un cromoéforo, el cual evidentemente modifica el ambiente en disolucion y como
consecuencia las propiedades de la disolucion. Este cromoéforo se debe anadir en una baja e

igual concentracion para cada experiencia.

El presente trabajo estudia un compuesto de coordinacidon con un centro metalico de cobre,
el cual provoca una coloracién azul, tanto en so6lido como en disolucion, de tal suerte que es
innecesario el uso de un cromoforo para la determinacion de la concentracion de agregacion

critica de este compuesto.
2.2.5 Dispersion de la luz

La dispersion de la luz es el fenomeno mediante el cual la radiacion electromagnética, al
chocar con pequeias particulas de tipo coloidal, micelar o incluso molecular, es desviada en
su direccion de propagacion, de forma aparentemente cadtica, en cada uno de los nucleos de

(89 La medida de la luz

dispersion, por tener un indice de refraccion diferente al del medio.
dispersada da lugar a técnicas muy utiles en la determinacion de la concentracion de
sustancias en suspension, asi como en la caracterizacion de la forma y del tamafio de las
particulas coloidales, micelares, agregados y macromoleculares. Estas técnicas son de dos

tipos: turbidimetria y nefelometria.

La aparicion de turbidez en un medio en el que tiene lugar cierta reaccion quimica, es un
hecho que ha sido explotado, como medio de identificaciéon de determinadas sustancias.
Desde hace mucho tiempo. Se sabia, por ejemplo, que la acidificacion de una disolucion de
proteinas provoca su precipitacion (floculacion, coagulacion), y por lo tanto, genera turbidez.
La medida de esta turbidez se utiliza en la actualidad para la determinacion cuantitativa de

proteinas en liquidos bioldgicos.

Los métodos turbidimétricos y nefelométricos, con los que, de forma diferente pero
analoga, se mide la turbidez de un medio, se utilizan indistintamente en medidas de

concentracion.
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Cuando el objetivo es la determinacion de la forma y tamano de las particulas en

suspension, los métodos nefelométricos son indudablemente mucho mas ventajosos.

Cualquier medio so6lido, liquido o gaseoso es capaz de dispersar luz en mayor o menor
grado. Este fenomeno se conoce como efecto Tyndall descrito por primera vez por John
Tyndall.’Y Sin embargo, fue Lord Rayleigh quien propuso el primer modelo fisico que
interpreta de forma notable el fendmeno de dispersion en sistemas diluidos, y que constituye

la base fundamental de los métodos de dispersion de la luz.[°!]

Durante la propagacion de la luz en un medio cualquiera, la accién del vector campo
eléctrico de la onda electromagnética produce la polarizacion del medio, es decir, las
moléculas adquieren un momento dipolar cuya polaridad cambia de forma oscilante con la
misma frecuencia que la del campo. De acuerdo con las leyes de la electrodinamica clésica,
los dipolos oscilantes se convierten en fuentes emisoras de radiacion. La radiacion emitida,
sin embargo, puede tener la misma o distinta frecuencia que la radiacién incidente.’®®! En este

sentido, la dispersion se describe como:
e Dispersion clasica, eléstica o estatica, si la frecuencia no cambia sensiblemente.

e Dispersion cuasi eldstica, o dinamica, si la frecuencia se modifica ligeramente

(normalmente en el margen de unas decenas de Hz).

e Dispersion ineléstica, o Raman, si la frecuencia se modifica de forma importante,

involucrando normalmente otros tipos de energia molecular en el proceso.
2.2.5.1 Dispersion de la luz dinamica

La técnica de dispersion de la luz dindmica (DLS por sus siglas en inglés, Dinamic Light
Scattering) es una técnica ampliamente usada para determinar el tamafio de particula en
disolucion de coloides, micelas, polimeros, macromoléculas, suspensiones y emulsiones. Las
particulas en la disolucion son sometidas a un haz de luz monocromatica la cual es dispersada
hacia un detector colocado en un angulo, 6, por las particulas bajo la influencia del
movimiento Browniano dando lugar a fluctuaciones de la banda de frecuencia de la luz
dispersada, las cuales se utilizan para determinar el radio hidrodindmico y el coeficiente de

difusion de las particulas mediante la ecuacion de Einstein-Stokes:[#1]

Antecedentes generales ~ 52 ~



Alejandro Marin Medina Facultad de Quimica, UNAM

kgT

= Ecuacion 2.52
3mnD

H

donde:

du: didmetro hidrodinamico de las particulas en disolucidn, esto se refiere a la particula de

tamafio X mas la esfera de solvatacion provista por el disolvente, [nm].
Kkg: constante de Bolztmann, [1.3806 x 1023 J K'].

T: temperatura, [K].

n: viscosidad dindmica del disolvente, [N s m™].

D: coeficiente de difusion, [m? s™'].

En el experimento de dispersion dinamica de la luz se mide la luz dispersada en intervalos
de tiempo, 7, pudiéndose observar que la intensidad fluctiia alrededor de un valor medio
como consecuencia del movimiento aleatorio de las particulas. Este comportamiento puede

racionalizarse a través de la denominada funcién de autocorrelacion, g(t ),
101 .
g() = % Ecuacion 2.53

donde:
I: intensidad de las luz dispersada a los tiempos t y t + 7, respectivamente.

Esta representa el promedio de los valores de la intensidad de luz medida a diferentes
valores del intervalo de tiempo, T . Puede demostrarse que la evolucion g(t ) es decreciente

de forma exponencial a medida que crece el valor de t, de la siguiente forma:

g(@) = g(0)e '™ Ecuacion 2.54
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donde I'= Dg?, D es el coeficiente de difusion mencionado anteriormente y q es la magnitud
del vector de dispersion de onda. El cual se define como la diferencia entre el vector de onda

incidente y el de dispersion, la cual esta descrita por la ecuacion 2.55.
6 .
q= 2 sen (—) Ecuacion 2.55
Ao 2

donde:

n: indice de refraccion del disolvente.

Ao: longitud de onda del laser incidente en el vacid, [nm].
0: angulo de dispersion.

2.2.5.2 Dispersion de la luz estatica

La técnica de dispersion de la luz estatica (SLS por sus siglas en inglés, Static Light
Scattering) asi como la dispersion de la luz dindmica, mide la intensidad de la luz dispersada.
La gran diferencia es que en la técnica de la luz dinamica se miden las fluctuaciones en la luz
dispersada con respecto al tiempo, mientras que en la técnica de la luz estatica se mide la
intensidad promedio en la luz dispersada con respecto al tiempo. Para esta ultima, las
mediciones de la luz dispersada se realizan para determinar el peso molecular promedio de
una macromolécula, polimero o agregado en disolucion;®> aunque también se puede
determinar el radio o didmetro hidrodinamico conocido como el radio de giro.”®! En el caso
de la formacion de agregados moleculares es de interés determinar al nimero de mondmeros
que participan en la formacion de dicho agregado y, toda vez que esta técnica permite
determinar el peso molecular del agregado si se conoce el peso molecular del mondmero, con
una simple relacion del peso molecular del agregado con el peso molecular del monémero se

puede determinar el nimero de mondémeros que participan en la formacion del agregado.®”

Para la determinacion del peso molecular, y como consecuencia el nimero de agregacion,

se mide la intensidad de la luz dispersada de la muestra a distintas concentraciones y se aplica

Antecedentes generales ~ 54 ~



Alejandro Marin Medina Facultad de Quimica, UNAM

la ecuacion de Rayleigh (ecuacion 2.56).°%31 La cual describe la intensidad de luz dispersada

por las particulas en disolucion.

’;—Z = (o +24,C;) P(9) Ecuacién 2.56
donde:

Ry: relacion de Rayleigh, es la relacion de la luz dispersada y la luz incidente de la muestra.
PM: peso molecular de la muestra, [g mol™'].

A,: segundo coeficiente virial de la muestra, [mol g2 L'!].

C;: concentracion de la muestra i, [mol L™'].

Py: dependencia angular con la intensidad de la luz dispersada por la muestra.

K: constante 6ptica, definida como:

2 2
K = A (ndn) Ecuacion 2.57

AgNA dc

donde:
N,: constante de Avogadro, [6.0221 x 10? mol™'].
Ao: longitud de onda del laser incidente, [nm].

n: indice de refraccion del disolvente.

dn . . . , . ., . , . .y
o incremento diferencial del indice de refraccion. Es el cambio en el indice de refraccion

como funcidn de la concentracion.
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El término Py depende de la interferencia constructiva y destructiva de la luz dispersada

(98,1001 Sin embargo, cuando las particulas en

por la misma particula en diferentes posiciones.
disolucion son mucho més pequetios que la longitud de onda de la luz incidente, se evitara la
dispersion multiple de fotones. Bajo estas condiciones, Py se reducirda a 1 y la dependencia
angular de la dispersion con la intensidad se pierde. Este tipo de dispersion es conocido como

dispersion de Rayleigh y como consecuencia la ecuacion 2.56 se reduce a:

KG _ (ﬁ + 2A2Ci) Ecuacion 2.58

Rg

Antes de realizar las mediciones de la muestra es importante realizar la determinacién de
la relacion de Rayleigh de un liquido puro y conocido. El estindar méas ampliamente usado
para las determinaciones de dispersion de la luz estatica es el tolueno, ya que este estd bien
reportado a diferentes temperaturas y longitudes de onda y es facil de obtener con una alta
precision;*®! ademas de que el tolueno es relativamente facil de conseguir. La expresion para
obtener la relacion de Rayleigh de una muestra a partir de la determinacion para el estandar

se muestra en la siguiente ecuacion.

IAle

>Ry Ecuacion 2.59
ITng

donde:

I,: intensidad residual de la luz dispersada de la muestra (i.e. intensidad de la muestra —

intensidad del disolvente).
I: intensidad de la luz dispersada por el tolueno.
n: indice de refraccion del disolvente.

ny: indice de refraccion del tolueno.
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Ry relacion de Rayleigh del tolueno.

Los instrumentos de la marca Malvern Instruments (Worcestershire, UK), como el usado
para el desarrollo de este trabajo, pueden medir la intensidad de la luz dispersada (KCi / Re)

de varias disoluciones con distintas concentraciones de la muestra con respecto a la
dispersion del estandar.®® La representacion grafica de este experimento es conocida como
grafico de Debye que describe la ecuacion 2.58 y estd a su vez es la representacion de una
linea recta,*>°7 1% por lo que se puede determinar el peso molecular promedio de la muestra
de la interseccion con el origen y el segundo coeficiente virial, el cual ofrece informacion

sobre el caracter hidrofobico e hidrofilico de la muestra, de la pendiente de esta recta.
2.2.5.3 Instrumentacion y condiciones operatorias

La instrumentacion asi como la obtencion de una determinacion, tanto en luz dinamica
como estatica, es relativamente simple. La instrumentacion es basicamente, el laser como
fuente de luz monocromatica, el compartimiento para las muestras, el atenuador que es usado
para reducir la intensidad del laser y por lo tanto la intensidad de la luz dispersada, el detector
para medir la intensidad de la luz dispersada, el procesador digital de la sefial que convierte
la intensidad de la luz dispersada en una sefial digital y una computadora con el software
adecuado, para registrar la informacion. La figura 2.8 muestra de manera esquematica un

equipo para la determinacion de la dispersion de la luz estdtica y dindmica.

Detector colocado Registro
Muestra a un angulo X de
Laser I la muestra -
: \l/
> _-—4_-—
/ I \
Atenuador

Procesador

Figura 2.8: Representacion esquematica de un equipo para medir la dispersion de la luz.

Las técnicas de dispersion de la luz tiene diversas ventajas, como, no son técnicas
invasivas, las mediciones son rapidas ya que se pueden obtener en cuestion de minutos,

aunque la calidad de los resultados dependerd de una mayor adquisicion de datos asi como
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de la complejidad de la muestra, la medicion se efectua sobre millones de particulas por lo
que no existe problema de muestreo, las mediciones de luz dindmica son absolutas (no
requieren de un estandar), por otro lado las de luz estatica requieren estandares relativamente
sencillos. Mientras que las principales desventajas radican en la preparacion de las muestra
toda vez que se deben eliminar cualquier tipo de particulas ajenas a la muestra, filtrandola
varias veces y con antelacion al dia de la medicion. Para el caso de la luz dindmica se obtienen
resultados como distribuciones con respecto a la intensidad del coeficiente de difusion, y las
resoluciones son especialmente bajas cuando en una misma muestra se presentan tamaios de
particula distintos; lo cual puede mejorar haciendo determinaciones a varios angulos de
adquisicion, pero el que un equipo puede realizar estas determinaciones encarecen el

instrumento.
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Capitulo 3

Experimental
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3.1 Materiales, disoluciones e instrumentos

La Casiopeina Ill-ia se sintetizé siguiendo el procedimiento descrito en la literatura y se

23,241 con un peso molecular de 444.92 g mol™!. Para

obtuvo con una pureza superior al 99 %,!
la preparacion de todas las disoluciones acuosas se utilizo agua tipo 1 con una resistividad de
18.1 MQ cm™ a 25 °C y con un contenido de carbono organico menor a los 5 ug L. Las
sales usadas para preparar las dos disoluciones amortiguadoras estudiadas en este trabajo
fueron Na,HPO4 ¢ 7H0 con un peso formula de 268.07 g moly una pureza del 99.6%,
NaH,PO4 « H>0 de peso formula igual a 137.99 g mol™! con una pureza de 99.9%, KNOs con
un peso formula de 101.10 g mol™ y pureza igual al 99.8%, NaOH de peso formula 39.99 g
mol! y con una pureza del 99% y KCI con un peso formula de 74.55 g mol™! con una pureza
del 99.9%, todas de la marca J.T. Baker. Como estandar para las mediciones de dispersion

de la luz estatica se utilizo tolueno grado HPLC de peso formula igual a 92.14 g mol™!, con

una pureza del 99.8 % y un contenido de agua menor al 0.015 %, de la marca Sigma Aldrich.

Balanza analitica AT250 (Mettler-Toledo, Intl.) con una precisioén de 0.1 mg para el rango

de 1.0 2 50.0 mg y de 0.01 mg para el rango de 0.1 a 1.0 mg.

Potenciometro digital Orion Star A211 (Thermo Scientific, EUA) en modo de
determinacion de pH con hasta cinco puntos de calibracion con disoluciones amortiguadoras.

Con un rango desde -2.00 a 20.00 con resolucion de 0.01 y una precision en la determinacion

del pH =+ 0.002.

Micropipeta (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) de 20 a 200 pL con una incertidumbre de
+ 3%. Micropipeta (Gilson, Middleton, EUA) de 200 a 1000 pL con una incertidumbre de +
3%.

Disolucion amortiguadora de fosfatos a pH = 7.40 + 0.01 a 25 °C, preparada pesando la
cantidad adecuada de cada una de las sales de fosfatos y disueltas en el agua desionizada tipo
1 cuanta baste para obtener una concentracion de 0.1 mol L', ajustando el valor de pH con
una disolucion de NaOH con una concentracion de 2.0 mol L' preparada previamente.
Misma que simula un medio fisioldgico. Ademds de una disolucion amortiguadora de
fosfatos a pH = 7.40 con KNOj3 tal que la concentracién de esta sal sea de 0.1 mol L. Se

realizaron determinaciones tanto en agua pura como en el medio amortiguado para estudiar
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si el efecto de la agregacion de la Casiopeina Ill-ia era a causa del medio salino o una

caracteristica propia del compuesto.

Disolucion de KCI, Co= 0.01 mol L' para la verificacion de la calibracion del

conductimetro.

La serie de concentraciones estudiadas se limito a partir de 0.5 y hasta 10.0 mmol L!
debido a la baja solubilidad que tiene la Casiopeina Ill-ia en agua y medios acuosos. Estas
disoluciones fueron preparadas a partir de una disolucion madre de Casiopeina Ill-ia de 10
mmol L, tanto en los medios amortiguados como en agua pura con un volumen cuanto baste

para 10 mL, tomando las alicuotas con las micropipetas.
3.2 Calorimetria de titulacion isotérmica

Los calores de disociacion se midieron a [25.0 £ 0.1] °C por triplicado utilizando un
instrumento VP ITC (Microcal, Northampton, EUA) en agua pura y medio amortiguado de
fosfatos 0.1 mol L' a pH = 7.4. Las disoluciones de Casiopeina IlI-ia fueron preparadas de
modo que la concentracion de Casiopeina Ill-ia disuelta en el medio amortiguado descrito
anteriormente fuera de 10 mmol L', Las diferentes disoluciones Casiopeina Ill-ia fueron
colocados en la jeringa y se titularon en una celda que sélo contiene el medio acuoso con el
fin de evitar el desarrollo de un calor adicional debido al desajuste del medio acuoso y el
calor de dilucion correspondiente. Las disoluciones de Casiopeina IlI-ia y de medio acuoso
se desgasificaron en un sonicador durante 30 minutos antes de ser colocadas en el calorimetro
y en la jeringa. Las titulaciones fueron de 5 pL cada 700 s. Las sefiales calorimétricas se
integraron para obtener los calores correspondientes con el software Origin 7.0

proporcionado por el fabricante del equipo.
3.3 Conductimetria

La conductividad eléctrica de las disoluciones de Casiopeina IlI-ia en agua pura y en el
medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', 0.1 mol L' KNOs a pH = 7.4 se determiné por
triplicado utilizando un conductimetro CON 110 (Oakton Instruments, Vernon Hills, EUA)
a[25.0 £ 0.1] °C. Con una constante de celda k..;q,= 1 cm’!, sensor y regulador automético
de temperatura asi como dos electrodos de 16 mm de acero inoxidable. La celda

conductimétrica fue sumergida en el agua tipo 1 durante 10 minutos antes verificar su
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calibracion con una disolucion de KCI 0.01 mol L' por quintuplicado, obteniendo un valor

de conductividad de [1413.0 £ 0.3] uS cm™.

Las disoluciones de Casiopeina Ill-ia se agitaron durante el transcurso del experimento y
entre cada medicion para las diferentes disoluciones la celda se limpi6 con el agua tipo 1 para

después enjuagarse con una pequefia cantidad de la muestra de la nueva disolucion a medir.
3.4 Mediciones de tension superficial

La determinaciones de la tension superficial para cada una de las disoluciones de
Casiopeina Ill-ia en el agua y en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO; 0.1
mol L' a pH = 7.4 se realizaron por quintuplicado empleando un tensiometro K12 Kriiss
(Hamburgo, Alemania), que emplea el método del anillo de Du Noiiy. Con un anillo de una
aleacion de platino e iridio, con iridio al 10 %, el cual fue limpiado con acetona y flameado
con un mechero Bunsen. Para después verificar su calibracion utilizando agua tipo 1 por
quintuplicado obteniendo un valor de la tension superficial de [72.81 + 0.35] mN m'. Todas
las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura constante de [25.0 = 0.1] °C y se

obtuvieron a partir de tres preparaciones independientes.
3.5 Espectrofotometria ultravioleta y visible

La determinacion de absorbancia de las disoluciones coloridas de Casiopeina Ill-ia se
realizo por triplicado utilizando un espectrofotometro Cary 50 Bio (Varian, Australia) a [25.0
+ 0.1] °C. Utilizando una celda de vidrio. Determinando primero el espectro de absorbancia
para el agua y el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L' a pH = 7.4,
para después ser restado a cada uno de los espectros de absorbancia de las disoluciones de
diferente concentraciéon de Casiopeina Ill-ia mediante el software del equipo. Entre cada
medicion de las diferentes disoluciones de la celda optica se limpid con el agua tipo 1 y se

enjuago con una pequeia cantidad de la muestra de la nueva disolucion a medir.

Se trazaron los espectros de absorbancia en la region del ultravioleta y visible desde 800
a 400 nm en ambos medios y el valor de la absorbancia se determind en el maximo de

absorcion que presento la disolucion de Casiopeina con una concentracion de 0.5 mmol L,
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aunque este se movio 5 nm hasta la concentracién de 10 mmol L™, en cada uno de los medios

acuosos estudiados.
3.6 Dispersion de la luz dinamica y estatica

Las determinaciones de dispersion de la luz dinamica fueron realizadas usando un equipo
Zetasizer pV (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) equipado con un laser de 60 mW
de He-Ne que emite a una longitud de onda de 830 nm con angulo de deteccion de 90° en
una celda de cuarzo equilibrada a una temperatura de [25.0 = 0.1] °C durante 5 minutos. La
distribucion del tamafio de particula fue obtenida a partir de quince mediciones de 40 s cada
una con un total de cuatro repeticiones. Las muestras se encontraban una en agua desionizada
tipo 1, la otra en medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L™! a pH = 7.4 y una més en el medio
amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO;3 0.1 mol L' a pH =7.4, todas a una concentracion
de Casiopeina IlI-ia de 10 mmol L', mismas que fueron filtradas a través de un filtro de 450

nm de diametro de poro 24 horas antes de realizar las determinaciones.

La viscosidad y el indice de refraccion utilizado para cada medio dispersante fueron de
1.000 cP, 1.330 para el agua pura y 0.899 cP, 1.331 para los dos medios amortiguados,
provistos por el software Zetasizer V. 7.11, mismo con el que se realizo el analisis de datos

para el diametro hidrodinamico.

Las mediciones de dispersion de la luz estética se realizaron con el mismo equipo que para
la técnica de dispersion de la luz dindmica, con un dngulo de deteccion de 90° en una celda
de cuarzo equilibrada a una temperatura de [25.0 = 0.1] °C durante 5 minutos. Estas
determinaciones solo se realizaron para la Casiopeina Ill-ia disuelta en agua pura y las
concentraciones que se seleccionaron fueron solo las que estan por arriba de la concentracion
de agregacion critica, determinada por otras técnicas experimentales. Para cada
concentracion la adquisicion de datos fue de 10 mediciones con una duracion de 30 s cada
una, con un total de cinco repeticiones. Las muestras fueron filtradas a través de un filtro de
220 nm de diametro de poro 48 horas antes de realizar las determinaciones. El analisis de los
datos también se llevd a cabo con el software Zetasizer V. 7.11, proporcionado por el

fabricante del instrumento.
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Capitulo 4

Resultados y discusion
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4.1 Calorimetria de titulacion isotérmica

A partir de los resultados obtenidos con la calorimetria de titulacion isotérmica se
determind la energética asociada con la disociacion de los agregados de Casiopeina Ill-ia en
agua pura y en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L' a pH = 7.4. En ambos medios
la Casiopeina fue diluida dentro de la celda del calorimetro a una concentracién a la cual
presenta su maxima solubilidad en medios acuosos y como consecuencia es predominante el
agregado en disolucion. La figura 4.1 muestra los resultados de la potencia como funcion del
tiempo obtenidos a partir de los experimentos de la calorimetria de titulacion isotérmica en
ambos medios acuosos, mientras que la figura 4.2 muestra el termograma resultante de la
integracion de las diferencias de potencia para ambos disolventes donde se puede ver que el
proceso de disociacion es endotérmico. A medida que la concentracion de Casiopeina IlI-ia
se increment6 progresivamente en la celda calorimétrica, el calor resultante de la disociacion
disminuye, proceso que tiende a un valor de cero indicando que el equilibrio de disociacion

se ha desplazado hacia la formacion de los agregados.
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Figura 4.1: Resultados experimentales del estudio con calorimetria de titulacion isotérmica a 25 °C. a)
corresponde a la Casiopeina Ill-ia 10 mmol L' disuelta en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L a
pH = 7.4 titulada en el mismo medio y b) representan los resultados experimentales obtenidos para la Casiopeina

I11-ia 10 mmol L' disuelta en agua pura y titulada en agua pura.
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S¢ puede observar que el proceso de disociacion de los agregados de Casiopeina Ill-ia
sigue la misma tendencia en ambos medios acuosos, pero la energia de disociacion es muy
diferente para cada caso. La cantidad de calor absorbido después de cada adicion del soluto
en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L' a pH = 7.4 es alrededor de cuatro veces

mayor en comparacion con los obtenidos en la titulacion en agua pura.

25.0

20.0

15.0

10.0

AH [kJ mol!]

5.0

[Casiopeina I1I-ia] [mmol L]

Figura 4.2: Calor de dilucién como funcion de la concentracion de Casiopeina I1I-ia a 25 °C. Los cuadros rojos
representan los resultados experimentales obtenidos para la Casiopeina (disuelta en agua pura a 10 mmol L)
titulada en agua pura, mientras que los circulos negros corresponden a los resultados experimentales obtenidos
para la Casiopeina (disuelta en medio amortiguado a 10 mmol L) titulada en medio amortiguado y las lineas
continuas de color negro representan los cambios en el calor de dilucion calculados a partir de una optimizacion
en los valores de Kp, 4Hp y la estequiometria del equilibrio de formacion de los agregados. Utilizando la

ecuacion 2.12.

En ambos casos la forma de la curva indica que el nimero de mondmeros que participan
en la formacion de los agregados es bajo, dado que los agregados con un alto niumero de
mondmeros normalmente presenta un alto grado de cooperatividad durante el proceso de
disociacion y el termograma sigue una tendencia sigmoidea que estd centrada cerca de la

concentracion agregacion critica.>!

Con el fin de obtener los pardmetros termodinamicos del proceso de disociacion a partir

de los datos experimentales estos se analizaron a través de un algoritmo no lineal de minimos
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cuadrados iterativo utilizando un modelo de disociacion, donde los parametros de ajuste son:

(191 En 1a figura 4.2 se muestra como el

Kp, 4Hp y el nimero de agregacion (Ecuacion 2.12).
modelo tedrico tiene una buena descripcion de los datos experimentales con un x? (ji-
cuadrado) de 719 para el sistema en agua pura y 372 para el sistema en medio amortiguado.
Los valores resultantes para Kp y 4Hp, mismos con los que se calcularon los valores AGp y
ASp de acuerdo con las ecuaciones 2.5 y 2.6, asi como el niumero de agregacion, n, se

muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1: Parametros obtenidos a partir del ajuste de los datos calor de dilucién como funcion de la

concentracion para la Casiopeina IlI-ia a 25 °C.

Parametro Valor

Medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L!

Agua apH=74
n 2.20 2.00
InKp -8.20 -7.68
AHp [kJ mol™] + 18.79 +70.48
AGp [kJ mol™] +20.33 +19.04
ASp [T mol' K] -5.16 +172.53

El ajuste de los datos indica que el nimero de mondmeros que participan en los agregados
es muy baja, como es de esperar de acuerdo con el perfil de la curva de titulacion y con la

72,102} donde se demuestra que una gran cantidad de fArmacos que son capaces de

literatura,!
auto asociarse en disolucion presentan un nimero de agregacion, n, bajo (si se compara con

el nimero de agregacion para las micelas de tensoactivos) el cual esta entre 2 y 19.

El andlisis de los datos muestra que los agregados de Casiopeina Ill-ia son dimeros que
poseen bajas constantes de disociacion en ambos medios acuosos, el valor para 4Gp también
es muy similar, y como era de suponerse la energia de disociacion es no espontanea toda vez

que presenta un valor positivo. La principal diferencia entre los dos sistemas estudiados es la
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entalpia, hecho ya mencionado, y la entropia involucrada en la disociacion de los agregados
en los diferentes medios acuosos. Esta ultima es la que presenta el cambio mas dramético
puesto que la entropia de disociacion para el sistema en agua pura presenta un valor negativo
exhibiendo que una vez que el agregado es desarticulado el sistema adquiere un mayor orden.
Mientras que el sistema estudiado en el medio amortiguado pierde orden al ser desarticulado.
Por lo tanto la presencia del fosfato en el medio parece estabilizar los dimeros, y se podria
especular que los fosfatos participan directamente en el proceso de agregacion. De hecho, a
partir de los estudios de dispersion de la luz dindmica se encontro que los agregados en los

medios con fosfatos son mas grandes que en agua, lo cual se muestra y analiza mas adelante.
4.2 Conductimetria

El perfil de las curvas de la conductividad eléctrica como funcién de la concentracion de
Casiopeina Ill-ia utilizando como disolventes el agua pura y el medio amortiguado de
fosfatos 0.1 mol L', KNOs3 0.1 mol L'! a pH = 7.4 se muestran en las figuras 4.3 y 4.4. En el
caso de las disoluciones preparadas en agua pura la conductividad aumenta de forma regular
con la concentracion del soluto, que es una tendencia comun observada para disoluciones de
electrolitos. Un analisis cuidadoso de la curva completa de la figura 4.3 muestra que existen
dos tendencias lineales diferentes que describen los datos observados en el rango de
concentracion del estudio. La primera region en el intervalo de concentraciones de 0.5 - 4.0
mmol L', indicada en color rojo, esta descrita por la ecuacion, k = 77.75 [Casiopeina I1I-ia]
+ 17.14 con un coeficiente de correlacién lineal, 7> = 0.998. Mientras que la segunda
tendencia que se encuentra entre 5.0 y hasta 10.0 mmol L!, indicada en color verde, esta
descrita por la ecuacion, k = 71.73 [Casiopeina III-ia] + 33.33 con un coeficiente de

correlacion lineal, 7% = 0.996.

Dado que no se estd favoreciendo ninguna reaccion quimica en el seno de la disolucion
este comportamiento se asocia con la formacion de agregados puesto que la movilidad y la
carga de los iones individuales y los agregados no son iguales.[* 6% 70721 Por 1o tanto el
cambio en la conductividad eléctrica como funcidn de la concentracion corresponde entonces
a la concentracion de agregacion critica que para Casiopeina Ill-ia disuelta en agua (obtenida
después de resolver el punto de interseccion entre las dos regiones lineales descritas

anteriormente) es de 2.6 mmol L.
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Figura 4.3: Conductividad como funcién de la concentracion de Casiopeina Ill-ia en agua pura a 25 °C. Por

triplicado (las barras de error son mas pequefias que los simbolos).

En el caso del medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNOs3 0.1 mol L' a pH = 7.4,
la tendencia observada es dramaticamente diferente. Los valores de conductividad son mil
veces mayores a los observados para Casiopeina Ill-ia disuelta en agua pura debido a la
presencia del KNOs, el cual es un electrolito verdadero en disoluciones acuosas. Como se
puede observar en la figura 4.4 a bajas concentraciones de Casiopeina I1l-ia se observa un
aumento normal de la conductividad eléctrica como funcioén de la concentracion, pero entre
el 3.0 y4.0 mmol L' la conductividad eléctrica cae dramaticamente para después mantenerse
practicamente constante con el aumento de la concentracion de soluto. El fendmeno
observado es una mera consecuencia del cambio dramaético en la carga y la movilidad de los
agregados en comparacion con los observados para las moléculas de Casiopeina I1I-ia libres.
Este intervalo de concentracion donde la conductividad cambid drasticamente es donde se

asigno la concentracion de agregacion critica.
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Figura 4.4: Conductividad como funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-ia en medio amortiguado de

fosfatos 0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L' a pH= 7.4, a 25 °C.

Para ambos disolventes la conductividad molar observada, Aobs, como una funcién de la
raiz cuadrada de la concentracion se muestran en la figura 4.5; y de acuerdo con el perfil que
esta presenta se determind que la Casiopeina III-ia es un electrolito potencial en disoluciones
acuosas. Ajustando los datos de conductividad molar observada como funcion de la raiz
cuadrada de la concentracion y siguiendo el procedimiento descrito en detalle en la seccion
de los antecedentes generales propuesto por Streng, Yu y Zhu se obtuvo la constante de
disociacion, Kp, de los agregados, asi como el nimero de agregacion, n.[*¥! Resultados que

se presentan en la tabla 4.2.

Se puede observar en la figura 4.5 que hay una buena concordancia entre los datos
experimentales observados y la descripcion teorica. En la tabla 4.2 se resumen los parametros
obtenidos a partir del ajuste de la conductividad molar observada. El nimero de agregacion,
n, obtenido a partir de este andlisis se encuentra en acuerdo, de la misma manera con lo
descrito en la literatura para otros farmacos!’? y con el obtenido a partir de los resultados de
disociacion mediante la técnica de calorimetria de titulacion isotérmica. Ambos indican que

los agregados se forman con un bajo nimero de monémeros. También se puede ver en la
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tabla 4.2 que los valores obtenidos de Kp son bajos y también concilian con los obtenidos

mediante el analisis por calorimetria de titulacion isotérmica.

110.0 :
‘\
a)
= 100.0 4
S
E ‘\\
g
o 900 °*
<
80.0 -
~.‘.__\\.
[ J
70.0 t t } }
0.00 0.02  0.04 0.08  0.10
[Casiopeina I11-ia]"2 [mol L1]"/2
10000.0 + % b)
8000.0 T
) ®
B ‘\\\
£ 6000.0 -
£
o \
2) ®
= 40000 - \
2000.0 A
® ® o000,
0.0 f : f . t
002  0.04 008  0.10

[Casiopeina ITI-ia]'? [mol L'1]"2

Figura 4.5: Conductividad molar como funcion de la raiz cuadrada de la concentracion para la Casiopeina I1I-

ia disueltos en dos medios acuosos diferentes. a) corresponde al soluto disuelto en agua pura y b) a la Casiopeina

disuelta en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L' a pH = 7.4. Los circulos de color

negro corresponden a los datos experimentales mientras que las lineas punteadas en color rojo al mejor ajuste

obtenido con los parametros resumidos en la tabla 4.2. Utilizando la ecuacion 2.44.
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Tabla 4.2: Parametros obtenidos a partir del ajuste de los datos conductividad molar como funciéon de la

concentracion para la Casiopeina I1I-ia a 25 °C.

Parametro Valor
Agua Medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L,
KNO; 0.1 mol L' a pH=7.4
n 2.0 2.0

InKp -7.43 -6.46

a [S cm? mol™] 102.6 1020.0
b[Scm 2 mol 37 38.6 14961.0
a’[Secm? mol™'] 0.0017 0.0690

b’[ S cm "2 mol ¥ 0.109 0.870

n: numero de agregacion, Kp: constante de disociacion, a y b: constantes de conductividad del monémero, a”y

b'": constantes de conductividad del agregado.
4.3 Mediciones de tension superficial

Para los dos medios acuosos estudiados a través de las mediciones de tension superficial
se encontré que la Casiopeina I1I-ia presenta actividad superficial del tipo I1.[7#! Esta es capaz
de disminuir la tension superficial del agua pura y de la disolucion amortiguadora en 23 y 19
mN m!, respectivamente. Su actividad superficial no es tan fuerte como la que presentan las
moléculas de surfactantes tipicos, pero el hecho de que presente actividad superficial para
después agregarse en el seno de la disolucion es una caracteristica interesante, puesto que
esta nos dice que la molécula presenta una parte hidrofoébica y otra hidrofilica, como
consecuencia la manera en la que la Casiopeina Ill-ia interactie con la pared celular, medios
salinos, biomoléculas y tensoactivos estara también en funcion de estas propiedades.’?! De
la estructura de la Casiopeina Ill-ia (figura 1.2), se puede ver que los ligantes que rodean el
centro metalico de cobre son una unidad de 4.,4’-dimetil-2,2"-bipiridina y otra mas de
acetilacetonato, el primero de estos tiene una pobre solubilidad en medios acuosos en
comparacion con la presenta el acetilacetonato. Sobre esa base, la unidad de 4,4"-dimetil-
2,2’-bipiridina es la parte que proporcionara la caracteristica hidréfoba, mientras que la

unidad de acetilacetonato la hidrofilica.
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La dependencia de la tension superficial con la concentracion de Casiopeina se muestra
en la figura 4.6, en ambos sistemas sigue una tendencia diferente. Para el agua pura se ve que
la tensién superficial disminuye dramaticamente de 0.0 a 1.5 mmol L', seguido de una
pequefia region entre 1.5 y 3.0 mmol L' cuando la tension superficial permanece constante
lo que podia ser consecuencia de alguna impureza puesto que las mediciones de la tension
superficial son muy sensibles a este tipo de cosas. La tension superficial continua
disminuyendo una vez mas a partir de esta region y se mantiene practicamente constante a
partir de 4.0 mmol L! y hasta la concentracion final. Para la disolucion en medio amortiguado
se puede ver como la tension superficial disminuye dramaticamente de 0.0 a 3.0 mmol L' de

soluto y partir de este valor la tension superficial permanece practicamente constante.
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Figura 4.6: Tension superficial como funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-ia en agua (circulos rojos)

y en medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO; 0.1 mol L' a pH = 7.4 (circulos negros), a 25 °C.

La falta de un cambio en la tension superficial después de una cierta concentracion se
asocia con la capacidad del soluto a agregarse en el seno de la disolucidn, a esta concentracion
para los surfactantes declarados se le conoce como concentracion micelar critica (cmc). Para
solutos que forman agregados que no son micelas es mas apropiado llamar a esta
concentracion como de agregacion critica (cac). Como se muestra en la figura 4.6, la

Casiopeina IlI-ia muestra diferentes valores de cac para cada uno de los medios acuosos
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estudiados. Mediante un analisis de los datos de tension superficial, empleando la isoterma
de adsorcion de Gibbs se determiné el valor de la concentracion de agregacion critica para

cada medio acuoso.!'* 1% Graficos que se muestran en la figura 4.7.
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Figura 4.7: Graficos de presion superficial como funcion del logaritmo natural de la fraccion mol de la
Casiopeina I1I-ia donde a) es para la Casiopeina disuelta en agua pura y b) en el medio amortiguado de fosfatos

0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L' a pH = 7.4, ambas a 25 °C.

En la figura 4.7 se puede observar el aumento continuo de la presion superficial conforme
aumenta la concentracion en disolucion del soluto para ambos sistemas acuosos. Para el caso
donde la Casiopeina es disuelta en agua pura este aumento se observa hasta el punto de

ingresar a una meseta de valor maximo y una presion superficial practicamente constante que
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evidencia la incapacidad de la superficie para aceptar mas moléculas de Casiopeina. Para el
sistema en medio amortiguado el aumento en presion superficial también es progresivo con
el aumento de soluto hasta un punto méaximo seguido de una caida ligera de la presion
superficial. Comportamiento que podria ser explicado por un efecto combinado entre la
actividad superficial del tipo II que se observa para la Casiopeina (figura 4.6) y la actividad

"1 en este

superficial de tipo I que presentan los electrolitos verdaderos en disolucion acuosa,
caso el KNOs. En ambos casos cuando el cambio de régimen es maximo e intersecta con las
dos regiones de comportamiento distinto observadas, es el logaritmo natural de la
concentracion de agregacion critica. Para el agua pura el valor cac obtenido fue de 4.1 mmol

L!, mientras que para medio amortiguado fue de 2.9 mmol L.
4.4 Espectrofotometria ultravioleta y visible

Para ambos medios acuosos se obtuvo un espectro de absorbancia ultravioleta y visible
con el fin de determinar la mejor longitud de onda para seguir la variacion de absorbancia
con la concentracion de Casiopeina, ambos se muestran en las figuras 4.8 y 4.9. Para el agua
pura se mostré un maximo de absorcion centrado en 598 nm, mientras que para los medio de

amortiguado fue a 627 nm.

400 500 600 700 800
A [nm]

Figura 4.8: Espectros de absorbancia de ultravioleta y visible a distintas concentraciones de Casiopeina I1I-ia

en agua pura, a) 0.5,b) 1.0, ¢) 1.5, d) 2.0, e) 2.5, 1) 3.0, g) 3.5, h) 4.0, 1) 5.0, j) 6.0, k) 7.0, 1) 8.0, m) 9.0, n) 10.0

mmol L' a 25 °C.
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Figura 4.9: Espectros de absorbancia de ultravioleta y visible a distintas concentraciones de Casiopeina I1I-ia
en el medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO; 0.1 mol L' a pH = 7.4, a) 0.5, b) 1.0, ¢) 1.5, d) 2.0, €)
2.5,1) 3.0, g) 3.5, h) 4.0,1) 5.0, ) 6.0, k) 7.0, 1) 8.0, m) 9.0, n) 10.0 mmol L' a 25 °C.

A continuacion, la absorbancia a las longitudes de onda del méaximo se siguid para cada
sistema como una funcién de la concentracion de la Casiopeina Ill-ia. Se observé la tipica

(8] pero como en el caso

dependencia lineal creciente de la absorbancia con la concentracion,
de la conductividad eléctrica donde se observan diferentes comportamientos que no son
descritos en todo el intervalo de concentracidon con una sola linea recta, tal como se muestra
en la figura 4.10, entonces el cambio observado en la absorbancia se debe a los efectos sobre
la constante dieléctrica efectiva de los agregados que modifican los estados excitados de las
moléculas y no a la presencia de turbidez, puesto que esta no se observé.[** % Toda vez que,

las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante un mes y no habia ninguna

indicacion de precipitacion.

La concentracion a la cual ocurre el cambio en la dependencia de absorbancia con la
concentracion se considera entonces como la concentracion de agregacion critica. Para el
medio acuoso puro esta corresponde a 3.0 - 3.5 mmol L y 3.5 - 4.0 mmol L! para el medio

amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L' a pH = 7.4,
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Figura 4.10: a) absorbancia, 598 nm y en funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-ia agua y b)
absorbancia, 627 nm, como funcion de la concentracion de Casiopeina IlI-ia en medio amortiguado de fosfatos

0.1 mol L', KNOs 0.1 mol L' a pH =7.4.

En la tabla 4.3 se muestra una comparacion de la concentracion de agregacion critica (cac)

para la Casiopeina IlI-ia determinada por diversas técnicas instrumentales, donde se puede
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ver que en todos los casos se encontraron valores muy similares tanto en el agua como en el
medio amortiguado. El valor de la concentracion de agregacion critica encontrado fue de un
orden de 10~ molar. Los valores de cac para fArmacos de origen organico que son capaces de

auto asociarse en disoluciones acuosas estan entre 10" y 10~ molar.[*

Tabla 4.3: Concentracion de agregacion critica para la Casiopeina Ill-ia a 25 °C, determinada por distintas

técnicas instrumentales.

Técnica cac [mol L]
Medio amortiguado de fosfatos 0.1
Agua
mol L', KNO3 0.1 mol L a pH=7.4
Conductimetria 2.6x103 3.0-4.0x 107
Mediciones de la tension
4.1x103 29 %1073
superficial
Espectrofotometria
3.0-3.5x107 3.5-4.0x 107

ultravioleta y visible

4.5 Dispersion de la luz dinamica

A partir de los experimentos de dispersion de la luz dindmica a una concentracion de
Casiopeina I1I-ia de 10 mmol L' se comprob6 una vez més, que ésta forma agregados y que
el tamafio de estos no es homogéneo. El tamafio de los agregados también es diferente para
cada uno de los medios acuosos estudiados en este trabajo: 1) agua pura, i1) disolucidon acuosa
de fosfatos 0.1 mol L' a pH = 7.4 y iii) disolucion acuosa de fosfatos 0.1 mol L™}, KNO; 0.1
mol L' a pH = 7.4. El comportamiento general observado muestra que existe polidispersidad
en los tamafios de los agregados de Casiopeina en los tres medios estudiados. Pero dentro de
esta polidispersidad se encuentran sefiales del diametro hidrodinamico bien diferenciadas, las

cuales fueron asignadas de la siguiente manera (ver figuras 4.11, 4.12 y 4.13).

1) Existe para todos los medios acuosos estudiados una poblaciéon con un didmetro
hidrodinamico medio alrededor de 0.62 y 0.97 nm que corresponde a los mondmeros de
Casiopeina. Estos valores corresponden con el diametro molecular estimado a partir del

didmetro de méxima proyeccion de la molécula calculado con la ayuda de los descriptores
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geométricos del software Marvin V. 15/8/31, 2015 (ChemAxon, http://www.chemaxon.com)
el cual es de 1.34 nm y a lo reportando en The Cambridge Crystallographic Data Centre
(CCDC) por Tovar-Tovar en 2004 donde a partir de la estructura cristalina de la molécula de

Casiopeina IlI-ia y los experimentos de difraccion de rayos X se concluye que el diametro de

ésta es de 0.82 nm.[1?%]

11) Existen también poblaciones de agregados presentes sélo en los sistemas en los en que
la Casiopeina Ill-ia se disolvié en agua pura y en la disolucion de fosfatos 0.1 mol L' a
pH = 7.4, mismos que presentan un didmetro hidrodindmico entre de 1.32 y 2.73 nm.
Poblaciones que sugieren describir la formacion del dimero de la Casiopeina. En el medio
amortiguado de fosfatos a pH = 7.4 que ademads contiene KNO3 a una concentracion de 0.1
mol L™, esta poblacion de agregados moleculares no esta presente, lo que indica que la fuerza

ionica del medio tiene un papel importante en el tamafio de los agregados.

ii1) Por ultimo existen agregados de mayor tamafo, los cuales van desde los 8.70 y hasta
los 62.16 nm que estan presentes en los sistemas donde Casiopeina III-ia se disolvi6é en medio

amortiguado, pero que se vieron favorecidos al aumentar la fuerza iénica con la sal de KNOs.
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Figura 4.11: Analisis de dispersion de la luz dinamica para los monémeros de Casiopeina I1I-ia y sus agregados

en agua pura a 25 °C. Por cuadruplicado.
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Figura 4.12: Analisis de dispersion de la luz dindmica para los monémeros de Casiopeina I1I-ia y sus agregados

en medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L' a pH = 7.4 a 25 °C. Por cuadruplicado.
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Figura 4.13: Analisis de dispersion de la luz dindmica para los mondémeros de Casiopeina Ill-ia y sus agregados

en medio amortiguado de fosfatos 0.1 mol L', KNO; 0.1 mol L' a pH = 7.4 a 25 °C. Por cuadruplicado.
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La tabla 4.4 muestra el tamafio de los diametros hidrodinamicos de la Casiopeina I1l-ia y
sus agregados, para los tres sistemas acuosos estudiados, a partir de los resultados de

dispersion de la luz dindmica y presentados en las figuras 4.11, 4.12 y 4.13.

Tabla 4.4: Didmetro hidrodinamico de la Casiopeina Ill-ia y sus agregados.

Sistema dp [nm]
Agregado
Moléecula de Agregado (dimero con diferente
Casiopeina capa de solvatacion
(dimero) ] g
(mondémero) y/o interaccion

electrostatica)

1.19+£0.22y
Agua 0.62 £0.25 -
2.73
Medio amortiguado de fosfatos 872y
0.72 £0.15 2.33
0.lmol L'apH=74 15.85+3.21
Medio amortiguado de fosfatos
0.1 mol L', KNO3 0.1 mol L™! 0.70 £0.17 - 54.76 £ 12.23

apH=7.4

Para las disoluciones de Casiopeina en los medios amortiguados las observaciones del
tamafio que presentan los agregados parecen estar en contradiccion con los resultados y
andlisis obtenidos por calorimetria y conductimetria, ya que dispersion de la luz dindmica
indica que el tamafo de los agregados aumenta con el medio amortiguado de fosfatos y con
la fuerza i6nica, por tanto, se esperaria una mayor nimero de agregacion para estos sistemas.
Mientras que los demas resultados indican que los agregados tienen un bajo nimero de

agregacion.

De estos resultados no es posible establecer como es que los mondmeros estan
interactuando para formar los agregados. Pero las hipotesis que se platean para explicar como

se estd agregando la Casiopeina y a fin de conciliar las observaciones en conflicto son que,
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cuando la Casiopeina es disuelta en agua pura y debido a su naturaleza electrolitica se puede
asumir que las posibles interacciones deben incluir un dimero catién-cation (observado por
calorimetria, conductimetria y dispersion de la luz dinamica y estéatica), enlaces por puente
de hidrogeno o interacciones tipo m. Se conoce a partir de experimentos de difraccion de
rayos X que algunos miembros de la familia de las Casiopeinas forman estructuras apiladas,
aun en estado solido, estabilizadas a través de interacciones 7 entre las unidades de bipiridina
o fenantrolina de la molécula.!: %! En presencia de iones di e hidrogenfosfato a pH = 7.4 el
cation Casiopeina III-ia no estard presente en disolucion como acuocation o como especie de
hidréxido soluble, sino que la molécula de agua en posicion apical (figura 1.2) es sustituida
por un ion HPO4* (especie predominante en disolucién) o por HoPO4.['7! Por lo que ahora
se debe considerar, ademas de los enlaces por puente de hidrogeno y las interacciones tipo ,
la posible formacion de puentes de hidrogenfosfato. El ion HPO4>* es un oxoanién bidentado
utilizado como ligante en la sintesis (en condiciones muy sutiles de temperatura, presion y
medio de reaccidon) de compuestos de coordinacion dinucleares, donde el mondémero es
similar en estructura a las Casiopeinas. Estas observaciones se han visto no so6lo utilizando
cationes cobre(Il) como nucleos metalicos,['% !l sino también con otros metales de
transicién como el vanadiol''? o el zirconio.''¥ Los puentes de hidrogenfosfato podrian
explicar el cambio en energética con respecto a los resultados obtenidos por calorimetria en
agua pura y en el medio amortiguado. Mientras que para los resultados de dispersion de la
luz dindmica indican que la Casiopeina IlI-ia en forma de dimero estaria rodeado por iones
tanto di como hidrogenfosfato que aumentan la capa de solvatacion alrededor del agregado
debido al hecho de que son mucho mas voluminosos que las moléculas de agua, o bien se
observa la interaccion electrostatica entre varios dimeros de Casiopeina. Lo que explicaria
los agregados mas voluminosos (8.72 — 15.85 nm) observados en este medio. La adicion de
un electrolito verdadero, como el KNOs3, al medio con fosfatos a pH = 7.4 promueve el
crecimiento de la capa de solvatacion debido a un efecto de apantallamiento. Pareceria que
mas capas de iones fosfatos son capaces de rodear todo el dimero o bien de agrupar mas
dimeros mediante atracciones electrostaticas o inclusive por enlaces por puentes de
hidrogeno, los cuales promueven efectos de proyeccion en capas o arreglos helicoidales
observados para otros compuestos de coordinacién con centro metéalico de cobre(Il), aun en

0,108, 114

estado solid I esto podria explicar los agregados mucho mas voluminosos (54.76 nm)
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observados en el medio amortiguado con fosfatos mas el KNOs. Ademas, el hecho de que las
propiedades de un agregado en disolucion sean diferentes o se vean alteradas por la adicion

de iones es un efecto muy bien reportado en literatura, !> 116]
4.6 Dispersion de la luz estatica

A partir de las mediciones de la dispersion de la luz estatica es posible determinar el peso
molecular de los agregados en disolucion. Sin embargo, la polidispersidad de una muestra
produce estimaciones erroneas del peso molecular, y debido a que se encontré una
polidispersidad mucho menor en el caso en el que se disuelve a la Casiopeina IlI-ia en agua
pura, estas determinaciones se centraron en caracterizar el peso molecular de los agregados
resultantes soélo para este sistema. El peso molecular se estima mediante la medicion de la
luz dispersada de diferentes concentraciones de la muestra, seleccionadas después de la
concentracion de agregacion critica para asegurarse que la mayor parte de las moléculas de
Casiopeina en disolucion se encuentren formando agregados. Toda vez que la cac
determinada en este trabajo para la Casiopeina Ill-ia estd entre 2.5 y 4.1 mmol L, las
concentraciones seleccionadas fueron, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 y 10 mmol L', Para después
aplicar la ecuacion de Rayleigh,®!: '] que describe la intensidad de la luz dispersada de una
particula en disolucion como funciéon de la concentracion de la Casiopeina expresada en

g L' y con esta informacidn construir un grafico de Debye (ecuacién 2.58). (397 100]

El grafico de Debye obtenido esta descrito por la ecuacion lineal K[Casiopeina I1I-ia]/Re
= 74.57 [Casiopeina IlI-ia] + 0.0010, con un coeficiente de correlacién lineal 2 = 0.978,
misma que se muestra en la figura 4.14. Donde a partir del inverso de la interseccion a
concentracion cero se determino el peso molecular de los agregados de Casiopeina Ill-ia,
siendo este de 1000.02 g mol™! y dado que el peso molecular de la molécula individual de
Casiopeina Ill-ia es 444.92 g mol!. Resulta entonces que el nimero de mondémeros que
participan en la formacidn de agregados es 2.24. Resultado que estd de acuerdo con nuestras
otras determinaciones del nimero de agregacion empleando calorimetria de titulacion
isotérmica y el analisis de los datos de la relacion entre la conductividad molar con la raiz

cuadrada de la concentracion del soluto.
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Figura 4.14: K[Casiopeina IlI-ia]/R, en funcion de la concentracién Casiopeina Ill-ia en agua a 25 °C, 12 =
0.978. Los circulos negros representan los datos experimentales de las mediciones de dispersion de la luz
estatica mientras que la linea punteada en color rojo corresponde con la curva obtenida del ajuste de los datos

experimentales a la ecuacion de Rayleigh.
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Capitulo 5

Conclusiones y expectativas
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5.1 Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos de los estudios con la calorimetria de titulacion
isotérmica, la conductividad eléctrica, las mediciones de tension superficial, la
espectrofotometria ultravioleta y visible y la dispersion de la luz, se concluye que la
Casiopeina Ill-ia es capaz de auto asociarse en medios acuosos a 25 °C. Las diferentes
técnicas experimentales empleadas en este estudio dieron evidencia de la capacidad del
soluto para formar agregados y ademads fueron capaces de caracterizar los diferentes
parametros asociados con la formacion de estos agregados: concentracion de agregacion
critica, el nimero de agregacion, el tamafio de los agregados, la constante de equilibrio de
formacion de los agregados, la entalpia, la energia libre y la entropia asociada con el proceso

de disociacion de los agregados.

Existe un muy buen acuerdo para los valores de Kp y el nimero de agregacion obtenidos
del analisis de los datos realizado de las mediciones de la conductividad eléctrica y de
calorimetria de titulacion isotérmica. Se determind que para el agua pura, el nimero de
mondmeros que participan en la formacion de los agregados es cercano a dos. Por otro lado
la presencia de los iones fosfato y electrolitos verdaderos no cambian el nimero de moléculas
de Casiopeina IlI-ia que se agregan, pero tiene un efecto importante en términos energéticos,
en la formacidn de capas de solvatacion mas grandes alrededor de los agregados y promueven

la interaccion entre distintos dimeros.

De los resultados obtenidos no es posible establecer con toda seguridad como es que se
estan formando los agregados de Casiopeina Ill-ia, pero se puede pensar en enlaces por
puentes de hidrégeno, enlaces por puentes de hidrogenfosfato, interacciones electrostaticas

o de tipo .
5.2 Expectativas

El presente trabajo estuvo enfocado al estudio de la capacidad que tiene la Casiopeina I1I-
ia de auto asociarse en disolucion acuosa, pero como se revisd en la introduccidén existen
alrededor de cien Casiopeinas distintas de las cuales a lo largo de los afos y con las
investigaciones se han seleccionado las mas prometedoras, como lo son: Casiopeina IlI-La,

Casiopeina II1-Ea, Casiopeina II-gly y Casiopeina IV-gly. Por lo que es imperativo continuar
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con este trabajo, sobre todo para las Casiopeinas con propiedades mas interesantes, toda vez
que este estudio surgi6 del interés de estudiar las interacciones especificas de la Casiopeina
II1-ia con dianas biologicas (proteinas, ADN y RNA). Y la caracteristica de auto asociarse a
cierta concentracion que exhibio esta Casiopeina debe ser tomada en cuenta para seleccionar
las mejores condiciones operatorias para la realizacion de los estudios entre Casiopeina —
biomolécula mediante calorimetria de titulacion isotérmica y voltamperometria ciclica. Para
asi obtener resultados y conclusiones apropiadas en cuanto a estas interacciones moleculares

se refiere.
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