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La hipertension es una enfermedad cardiovascular y es de las principales causas de
mortalidad y morbilidad en el pais. El 43.2% de la poblacion adulta del pais sufre de
esta enfermedad y solamente la mitad sabe que la padece, ya que, es asintomatica;
(Nieto, 2013). Una persona es hipertensiva cuando la presion sistdlica es mayor de
160 mmHg y la diastolica de 99 mmHg.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan se desarrollan compuestos analogos a la Changrolina (Figura
1.1), producto natural obtenido de una planta procedente de China. El desarrollo de
estos compuestos inicia por el disefio asistido por computadora de diferentes

moléculas para después realizar la sintesis (Velazquez Sanchez, 2007).

Figura 1.1. Estructura de la Changrolina.

Los compuestos analogos a la Changrolina sintetizados en el LQM son
derivados morfolinicos, tiomorfolincoso y piperidinicos del fenol. Esta serie de
compuestos reciben la clave de LQM300 (Figura 1.2). Estudios /n vitro e in vivo han
comprobado que los compuestos LQM300 son buenos candidatos como farmacos

antihipertensivos.
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OH

X=C, 0,5 R
R= NO3, t-But, OMe, CN, CI, Br, DHPetc

Figura 1.2. Estructura de los compuestos LQM300.

Ademas, los compuestos LQM300, son capaces de formar complejos de
coordinacién con diversos iones metalicos. Los complejos formados con el ion Cu?*
son de gran interés, debido a que existen complejos clpricos que poseen actividad

antineoplasica semejante al cis-platino (Escutia, 2012).

La actividad antineoplasica es la capacidad de matar o detener el crecimiento
celular. Lo mas deseable, es que los farmacos con actividad antineoplasica sean
especificos para células cancerigenas. El cancer es una de las principales causas de
muerte en el mundo, segun lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el 2008: 7.6 millones de casos. En México, el INEGI reportd 75229

defunciones debidas a tumores malignos en el 2013.

En el presente trabajo, se determinaron las constantes de disociacion acida
(pKa) del 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol (el que también se conoce con la
clave LQM312, la cual sera utilizada a partir de aqui en adelante) asi como las
constantes de formacion de complejos con el ion Cu (II), utilizando los programas
TRIANG y SQUAD, a partir de datos de absorbancia UV-Vis.

Para la determinacion de los pKa's del LQM312, se efectuaron mezclas de dos
soluciones de LQM312 a la misma concentracidn, pero una en medio acido y otra en
medio basico. A cada cambio de pH se determinaba el espectro de absorcion del

sistema en un intervalo de longitudes de onda de 200 a 900 nm
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La determinacion de las constantes de formacion (Bn) de los complejos
LQM312-Cu (II) se hizo mediante el método de las variaciones continuas (Método
de Job) y por el método de relaciones molares, principalmente para identificar

cuantos complejos y bajo qué relacion estequiométrica es que se forman éstos.




2. ANTECEDENTES

“...Con otras ilusiones engafiarme

quise, y entre perfumes adormirme.

iY vino el desengafio a despertarme,

”

y vino su memoria para herirmel...

Hojas secas
Manuel Gutiérrez Najera
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2.1 Hipertension.

La presion sanguinea, mejor conocida como presion arterial, es la fuerza que ejerce
la sangre en los vasos sanguineos y es el producto del gasto cardiaco por la

resistencia vascular periférica (Opie, 2002).

Cuando el corazdn bombea la sangre oxigenada hacia los tejidos a través de
las arterias, se le denomina sisto/e, que es cuando el corazon se contrae y la presion
es mas alta; En cambio, en el didstole, las auriculas y los ventriculos se dilatan para
que la sangre entre de nuevo a las auriculas provocando que la presidon sanguinea

disminuya (Figura 2.1.).

Systele  Diastole

Figura 2.1. Esquematizacion dela sistole y diastole.

En la medicion de la presion arterial se reportan dos numeros, que
corresponden a la presion sistolica y a la presion diastolica. Para que una persona
sea diagnosticada con hipertension es necesario que de la presion arterial en un
lapso de cuando menos algunas semanas no disminuya, y si ésta no disminuye se
debe decidir qué tratamiento se debe seguir para controlar la presion arterial. En la
Tabla 2.1 se presentan los parametros y qué tratamiento se debe indicar para

pacientes con hipertension.
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Tabla 2.1. Parametros de presion arterial. (Opie, 2002)

Presion
Grados de Hipertension Grupo de riesgo A
(mmHg)
Normal Alta 130-139/85-89 Modificar habitos
Modificar habitos
Etapa 1 140-159/90-99
(hasta 12 meses)
Tratamiento
Etapa2y 3 >160/>100

farmacoldgico

La hipertension es un factor para presentar infartos de miocardio, insuficiencia
renal y accidentes cerebrovasculares. En México, un 43.2% de adultos, padecen
hipertension y la mitad de ellos no sabe que la padece debido a que esta enfermedad
es asintomatica en la mayoria de las veces. Los sintomas que pueden llegar a
presentarse son: dolor de cabeza, nduseas, vomito, mareo, sangrado nasal, etc. La
forma de diagnosticarla es midiendo la presion arterial en un lapso corto. (Nieto,
2013).

Para prevenir la hipertensidon es necesario tener un estilo de vida saludable,
es decir, una dieta baja en calorias, rica en alimentos frescos, baja en grasas y comer
una gran cantidad de frutas y verduras. Ademas, es recomendable realizar ejercicio
aerdbico, no exceder la cantidad recomendada de cloruro de sodio al dia (5 g),
suspender el tabaquismo y disminuir el consumo de alcohol. (Instituto Mexicano del
Seguro Social, 2015).

2.2.1 Farmacos antihipertensivos.

Existen diferentes tipos de farmacos para el tratamiento de la hipertensién, los

cuales se clasifican de la siguiente manera (OMS, 2015):
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a) Diuréticos.
La accién de los diuréticos en general es disminuir el volumen
sanguineo. Existen tres tipos de diuréticos, los cuales actian de
manera diferente: tiazidas, de asa y ahorradores de potasio.

o Tiazidas. Las tiazidas aumentan la excrecidn de iones Na* y CI
debido a que bloquea la reabsorcion de sodio en la porcidn
inicial del tubulo contorneado distal en el segmento de dilucion
cortical. Son los mas utilizados en el tratamiento de la
hipertension a menos que ésta sea causa de insuficiencia renal
(Bragulat & Antonio, 2001).

o Diuréticos de asa. Estos tienen una mayor potencia y actUan
sobre la rama ascendente del asa de Henle inhibiendo
activamente la reabsorcién de sodio (Marroquin Pascual, 2008).

o La espirolactona y la amilorida son los principales ahorradores
de potasio que se utilizan para el tratamiento de la hipertension.
La amilorida se administra junto a tiazidas para evitar la
hipopotasemia (niveles bajos de potasio en el plasma
sanguineo). La espirolactona es una antagonista de los
receptores de aldosterona por lo que se inhibe la reabsorcion
de sodio en el tubulo distal (Bragulat & Antonio, 2001).

b) Bloqueadores B-adrenérgicos (Blogueadores B).
Los bloqueadores B actlan sobre los receptores B del corazdn
disminuyendo la presién arterial por presentar un antagonismo
competitivo con las catecolaminas sobre los receptores adrenérgicos
periféricos. También disminuyen la frecuencia cardiaca, la
contractibilidad cardiaca y la demanda de oxigeno del miocardio

(Gonzalez Teran & Torres Garduio, 2012).
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¢) Inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina (IECA).
La angiotensina II, que se forma a partir de la angiotensina I, estimula
la produccién de aldosterona la cual a su vez estimula la retencion de
sodio aumentando la presion arterial. Al ser inhibida la enzima
convertidora de angiotensina disminuye la secrecion de aldosterona e
impide la degradacién de bradiquinina, el cual es un vasodilatador
(Bragulat & Antonio, 2001).

d) Bloqueadores de los canales de calcio. Este tipo de antihipertensivos
bloquean los canales de calcio dependientes del potencial de
membrana. La baja concentracion de ion Ca?* en el citosol de las células
musculares lisas arteriolares disminuye la contraccion de éstas y la
resistencia vascular, por lo que también disminuye la presién arterial
(Bragulat & Antonio, 2001).

e) Antagonistas de los receptores de angiotensina II (ARA-II). Estos
farmacos bloquean al receptor AT1 de angiotensina II haciendo que la
presion arterial disminuya hasta valores normales. No causan tos ni
angioedema. Tienen un efecto sinérgico, el cual aumenta al ser

administrado junto con un diurético (Bragulat & Antonio, 2001).

En México, los tratamientos para la hipertension suelen ser muy caros y de
por vida. Para controlar la presidn arterial es necesario realizar cambios en el estilo
de vida asi como monitorear la ingesta de los farmacos recetados para el tratamiento

de dicha enfermedad (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2015).
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2.2 Cancer.

Normalmente, el organismo de una persona produce y reproduce el tipo de células
que le son necesarias. Cuando las células envejecen o se dafian, éstas mueren y son

reemplazadas por células nuevas. (NCI, 2015).

El cancer es el crecimiento y diseminacion descontrolado de células anormales
en el cuerpo. Las células que se multiplican de manera descontrolada forman tejidos
llamados tumores, neoplasia o blastoma. El cancer aparece cuando el material
genético de una célula es modificado, ocasionando que las células comiencen a
multiplicarse sin control invadiendo y/o sustituyendo tejido circundante. Algunos
tipos de tumores crecen de manera lenta, y no logran invadir el tejido sano cercano

a ellos. Este tipo de tumores se les llama tumores “benignos” (Puente, 2015).

Existen diferentes tipos de cancer y reciben el nombre del 6rgano en el cual

se originan, por ejemplo, cancer de pulmon, cancer de cerebro, etc. (NCI, 2015).

El cancer es una enfermedad genética, ya que aparece cuando los genes que
controlan diversas funciones de las células son modificados. También puede
presentarse cuando el ADN es dafado por factores externos como sustancias
cancerigenas como los compuestos presentes en los cigarros de tabaco, asi como la

radiacion ultravioleta tipo B proveniente del sol (NCI, 2015).

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, segun lo
estimado por la OMS en 2008 (7.6 millones de casos) localizados en su mayoria en
pulmodn, estdmago, higado, colon y mama. En México, en el 2013, se reportaron
75 229 defunciones debidas a tumores malignos, siendo ésta la tercera causa de
muerte en el pais (INEGI, 2013).
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2.3 Antineoplasicos.

Los antineoplasicos son farmacos con la capacidad de matar o detener el crecimiento
de las células vivas. También llamados citotdxicos o anticancerosos. Estos farmacos
son utilizados en las quimioterapias. Su accién es atacar los sitios metabdlicos
esenciales de la multiplicacion celular causando una lesion citotoxica en el

crecimiento del tumor (Escutia, 2012).

Existen diversos antineoplasicos que contienen metales de transicion
coordinados a diferentes ligantes. La accidn terapéutica de estos complejos se basa
en que son capaces de inducir la apoptosis (muerte celular) de células cancerigenas
y suelen ser selectivos con éstas. La induccidon a la apoptosis como tratamiento
contra el cancer se ha investigado a fondo debido a que las células cancerigenas son

mas propensas a ser inducidas a la apoptosis. (Zuo, y otros, 2013).
Los principales antineoplasicos que contienen metales son:

1. Complejos de platino.
El primer complejo de coordinacion utilizado en Cl " ,‘NH3
quimioterapia es el cis-diclorodiaminoplatino (II) P
(Figura 2.2), conocido como cis-platino. Se ha CI/ \NH3
utilizado desde 1978 y se administra en solucion
Figura 2.2. cis-platino.

por via intravenosa una vez cada 3 0 4 semanas. El

cisplatino actla deteniendo la acelerada multiplicacion de las células
cancerosas ya que al activarse intracelularmente forma enlaces con
componentes del ADN alterando la configuracion tridimensional de la
molécula produciendo errores en la transcripcion y en la replicacion.

El cisplatino se utiliza para: sarcoma, cancer de pulmoén, tumores de
testiculos, ovarios, linfoma, etc. Este compuesto es nefrotdxico ademas de

provocar vomito y nauseas (Benedi, 2006).
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Carboplatino (cis-diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,0")platino  (II))
(Figura 2.3). Este complejo de platino se administra por via intravenosa y se
usa contra el cancer de ovario y de pulmon, principalmente. El carboplatino
se administra durante 15 minutos cada 4 semanas durante la quimioterapia.
Es 10 veces mas soluble que el cisplatino por lo que es mas facil de eliminar

por el rifdn (Benedi, 2006).

0
HaN O
PN
HN~ O
o)

Figura 2.3. Carboplatino.

El oxaliplatino (Figura 2.4) es un antineoplasico que se usa para el cancer de
colon y de recto, asi como para cancer de mama y ovario. El oxaliplatino
produce enlaces alquilicos con el ADN que inhiben la sintesis y la replicacion
posterior de este. El oxaliplatino se administra en forma de solucion por via
intravenosa cada 14 dias y la dosis depende de la estatura, peso y estado de
salud del paciente. Suele administrarse después de que se haya extirpado

un tumor al paciente (Benedi, 2006).

NH, 0. O
(15w
“NH,” O™ o

Figura 2.4. Oxaliplatino.
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2. Sales de Galio (111). El galio (III) forma enlaces coordinados con los
grupos fosfatos de la cadena de ADN inhibiendo asi la replicacidn de éste. El
nitrato de galio (III) se administra por via intravenosa para disminuir la

hipercalcemia asociada al cancer. (Mendoza, 2015).

3. Complejos de Hierro. A pacientes con cancer se les administra bleomicina,
el cual es un agente quelante. La bleomicina se une con hierro o cobre; este
complejo degrada el ADN. La desferrioxamina tiene una gran afinidad por el
hierro: al enlazarse con éste lo vuelve inactivo metabdlicamente. La
inactivacion de hierro ha sido favorable para el tratamiento de

neuroblastoma y leucemia (Mendoza, 2015).

4. Metalocenos. Los metalocenos son compuestos organometalicos. Estos
complejos estan conformados por dos ciclopentadienilos como ligantes
(donadores de electrones de enlace =) enlazados a un centro metalico
(Figura 2.5). El primer metaloceno estudiado fue el de hierro, el ferroceno.
Los titanocenos y vanadocenos forman complejos que inhiben la sintesis de
ADN y ARN. Estos compuestos organometalicos presentan actividad
antineoplasica debido a que forman complejos metaloceno-acido nucleico. El
dicloruro de titanoceno (Figura 2.6) es un agente anticanceroso ademas de
ser antiinflamatorio, antiviral y ha sido estudiado para sarcoma, leucemia y

carcinoma (Mendoza, 2015).

<6

Figura 2.6. Dicloruro de

Figura 2.5. Estructura de °
titanoceno

los metalocenos.
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2.3.1. Antineoplasicos con Cu (II).

El cobre es un mineral esencial para organismos aerdbicos porque se utiliza como
cofactor en diversas rutas metabdlicas: respiracion mitocondrial, biosintesis de
melanina, metabolismo de dopamina, homeostasis de hierro, defensa antioxidante,
angiogénesis, formaciéon de matriz extracelular y amidacién peptidica (Omar Ramon
Mejia, 2006).

La cantidad de cobre en neoplasias es mayor que en células normales, ya que
es necesario para la angiogénesis de éstas, lo cual se ha identificado en diferentes
tipos de cancer (mama, préstata, colon pulmén y cerebro). El cancer podria ser
tratado administrando agentes quelantes de cobre (II), los cuales forman complejos

capaces de inducir la muerte las de las células cancerigenas (Daniel, y otros, 2005).

Los compuestos de cobre han mostrado un espectro mas amplio de actividad
antineoplasica frente a los complejos de platino, asi como una menor toxicidad. La
baja toxicidad de los complejos de cobre (II) se debe a que las células cancerigenas
son mas sensibles a estimulos que inducen la apoptosis que las células normales
(Daniel, Gupta, Hope Harbach, Guida, & Ping Dou, 2004). Se han estudiado los
complejos de cobre bajo la suposicidn de que los metales enddgenos son menos
toxicos para células normales con respecto a las células cancerigenas. (Alina

Soroceanu, 2016).

Actualmente, ningin compuesto de cobre se utiliza en quimioterapia, pero se
encuentran bajo investigacion (Escutia, 2012). Algunos compuestos de cobre (II) de
los que se tiene reportado que presentan actividad antitumoral se presentan en la
Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Complejos de Cu (11) con propiedades antineopléasicas.

Estructura

Descripcion

Referencia

Casiopeinas

\ 7 )

=3

““‘u./\
N
0

HN

Casiopéina II gly

Bis-8-hidroxiquinolinacobre

(II)

S, S
2t ()
s s
Bis(1-pirrolidincarboditioato-
kS,kS")cobre (II)

N=
Ny I cio,
v

Perclorato de acuo(1,10-
fenantrolina)(7-hidroxi-4-metil-
8-cumarinil)valinacobre (II)

- 9H0

Las casiopeinas son complejos de cobre con
diiminas y algun otro agente quelatante
como acetilacetonato o glicina. Inducen la

apoptosis de células cancerigenas

La actividad antineoplasica de este complejo
fue estudiada en células de Leucemia y
cancer de prdstata y se concluyd que actta
inhibiendo las proteasomas induciendo la

apoptosis de células cancerosas.

Este complejo de cobre (II) inhibe las
proteasomas induciendo la apoptosis. La
apoptosis inducida por la inhibicion de las
proteasomas suele ser selectiva para células

cancerigenas.

Su actividad citotoxica consiste en unirse al
ADN de las células de cancer, en especial en
los de prostata, higado y leucemia mieloide.
Es necesario modificar la estructura del

ligante para disminuir su toxicidad.

Los complejos de cobre (II) con bases de
Schiff y o-fenantrolina son capaces de inhibir
la proliferacion de células de cancer de
mama debido a que estos compuestos son

capaces de inducirles la muerte.

(Garcia-Mora,
y otros, 2001)

(Daniel, Gupta,

Hope Harbach,

Guida, & Ping
Dou, 2004)

(Milacic, y
otros, 2008)

(Lei, y otros,
2010)

(Zuo, y otros,
2013)
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24 Compuestos LOM.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) ubicado en la Unidad de Posgrado de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campus I dirigido por el Dr. Enrique
Angeles Anguiano se encuentra el equipo de trabajo de investigacion que se ha

encargado de desarrollar nuevos compuestos con propiedades antihipertensivas.

El desarrollo de estas nuevas moléculas como antihipertensivos comienza por
el diseno asistido por computadora basado en la estructura de la Changrolina (Figura
2.7), un producto natural proveniente de una planta china. Se sabe desde 1979 que
la Changrolina posee propiedades antiarritmicas. El equipo de investigacion de Stout
trabajo con una nueva serie de antiaritmicos variando las diferentes regiones de la
Changrolina para determinar cual parte de esta es la responsable de la actividad

bioldgica (Veldzquez, y otros, 2008).

La estructura de la Changrolina (Figura 2.7) se puede dividir en 3 partes:

Q OHQ

Fragmento II

Fragmento I

Figura 2.7. Estructura de la Changrolina dividida en sus diferentes regiones.
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Fragmento I.- Segmento heterociclico, que corresponde a la estructura de la

quinazolina.

Fragmento II.- Es el fragmento aromatico y es la responsable de la actividad

bioldgica.
Fragmento III.- Es el centro de unién entre las dos anteriores.
El grupo de Stout encontr6 que (Stout, y otros, 1985):

a) El fragmento heteroatdmico puede ser reemplazado por una gran variedad
de heterociclos sin perder actividad antiarritmica.

b) El fragmento aromatico presenta una mejor actividad cuando éste se
encuentra tetrasustituido y, que sin este fragmento, la actividad antiarritmica
es nula.

c) La region III puede ser sustituida por grupos carbonilo y de esta manera

aumenta la actividad antiarritmica y disminuye la toxicidad.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal, se disefiaron y se sintetizaron derivados
morfolinicos, tiomorfilinicos y piperidincios del fenol basados en el fragmento II de
la estructura de la Changrolina: se cambiaron los anillos de pirrolidina por morfolina,
tiomorfolina o piperidina. En la posicion 4 del fenol se utilizaron diferentes
sustituyentes (Cl, Br, NO;. Hs3CO-, etc.). Este conjunto de compuestos son
conocidos como la serie 300 o LQM300 (Figura 2.8). (Velazquez Sanchez, 2007).

OH

-But, OMe, CN, Cl, Br, DHP,etc

>
nn
Z0
Lo
TTwn;

Figura 2.8. Estructura de la serie LQM300.
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El LQM312 (2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol; Figura 2.9), es un
derivado morfolinico del fenol en cuya estructura se presenta un grupo nitro en la
posicién 4 del anillo aromatico. Es un sélido de color amarillo que presenta baja
solubilidad en agua asi como en solucién de bicarbonato de sodio al 2 % pero soluble
en acido clorhidrico 0.01M (Briones Beltran, 2009).

OH

NO,

Figura 2.9. 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol, LQM312.
Los compuestos LQM300 poseen propiedades acido-base en medio acuoso

debido a la variedad de grupos funcionales presentes en su estructura.

La importancia de determinar las constantes de disociacién acida de un
farmaco radica en establecer el intervalo de pH en el cual la actividad farmacoldgica
es maxima. Debido a que varios farmacos son acidos o bases débiles, el efecto del
farmaco depende del pH, ya que, la actividad o maxima actividad farmacoldgica se

debe a alguna especie acido-base.

Se han determinado los valores de las constantes de disociacion acida de, por
lo menos, 21 compuestos de la serie LQM300. Las técnicas que se han utilizado son

espectrofotometria UV-Vis y Electroforesis capilar de zona (ECZ) principalmente.

Las constantes de disociacion acida de los compuestos LQM300 se ha podido
realizar mediante espectrofotometria UV-Vis gracias a la presencia del anillo fendlico,
el cual, ocasiona que los compuestos presenten coeficientes de absortividad molar
elevados. En la Figura 2.10 se presentan las estructuras de algunos compuestos de

la serie 300 asi como los valores de sus pKa.
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(7]

||- ?_' l\
P l I ; k/“ | o Qvl . -
1 - e
LOM301 LOM310 LOM314

pKa's: 4.34, 836, 11.3

[(Marroguin Pascual, 2008)

pKa's: 5.7, 7.2, 9.18

(Islas Martinez, 2014)

pKa's: 268 6.73, 8.856
[Aguilar Hermandez, 2012)

UV-Vis ECZ Ly

o OH
N/\I
k/E

|

Nq_ Noz

LOM3 24
LOM34S pKa's: 5.3, 8.33

pKa's: 2.83, 9.27, 10.63
(Islas Martinez, 2007)

(Sanpedro Montoya, 20014)
Uv-vis Bz

Figura 2.10. Estructuras y valores de pKa de algunos compuestos LQM300.

Los compuestos LQM300 pueden formar compuestos de coordinacion con
iones metalicos ya que contienen atomos con pares de electrones sin compartir.
Cuando los compuestos LQM300 forman complejos con Cu (II) reciben la clave
LQM400. Estos complejos presentan actividad antineoplasica. Los complejos de
cobre tienen la capacidad de unirse y romper el ADN, interrumpiendo el ciclo celular

hasta la muerte de estas (apoptosis) (Escutia, 2012).

Se tiene reportado que el complejo (u4-oxo)tetra-ps-acetato{4-hidroxi-3,5-
bis(morfolin-4-ilmetil)fenil }tetracobre (II) (LQM402) (Figura 2.11) posee actividad
antineoplasica ya que provoca la muerte de células malignas en el cancer
cervicouterino, ya que, es capaz de inducir la escision de ADN, siendo selectivo con
este tipo de células. Por otro lado, no presenta actividad genotdxica y baja
citotoxicidad en células normales (Frias Gonzalez, Angeles Anguiano, Mendoza
Herrera, Escutia Calzada, & Ordaz Pichardo, 2013).
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Figura 2.11. LQM 402

Parte del desarrollo de nuevos farmacos es la determinacion de las
propiedades fisicoquimicas de éstos. La determinacion de las constantes de los
equilibrios en los que participa algun farmaco sirve para identificar bajo qué
condiciones predominan las especies quimicas formadas y asi determinar cual

especie es la responsable de la accidon farmacoldgica o cual la intensifica.
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3.1 Espectrofotometria

La espectrofotometria es un tipo de espectroscopia que se encarga del analisis de
una muestra mediante la interaccion de la materia con radiacion UV, Visible y/o
Infrarroja. El fundamento de la espectrofotometria se basa en medir la cantidad de
radiacion que producen o absorben las especies moleculares o atomicas de interés.
(Skoog, 2005).

3.1.1 Espectro electromagnético.

La radiacion electromagnética se emite mediante ondas que pueden propagarse en
cualquier medio, inclusive en el vacio. Estas ondas estan compuestas por un campo
eléctrico y uno magnético. Los campos son perpendiculares entre si; el campo
eléctrico se encuentra en el plano xy y el campo magnético en el xz (Figura 3.1)
(Harris, 2007).

Campo
electrico

Longitud de
onda
Direccion

de
propagacion

magnético

Figura 3.1. Radiacion electromagnética.
La radiacion electromagnética puede describirse tanto como onda o como
particula. Las propiedades ondulatorias de la luz son: longitud, frecuencia, amplitud

y velocidad.
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Se define a la longitud de onda como la distancia que hay entre cresta y cresta
de una onda y se representa con la letra griega lambda (A). La frecuencia es el
nimero de oscilaciones en un lapso. Las unidades de la frecuencia es s o Hertz
(Hz) y se representa con la letra griega nu (v). La relacién entre la longitud de onda
y la frecuencia es la velocidad de propagacioén. En el vacio, la velocidad de la luz, c,
es 2.99792458 X 108 ms!. La velocidad de propagacion de la luz depende del medio

por el cual se propaga, asi como de la frecuencia. (Skoog, 2005).
c=Av

En cualquier medio, distinto del vacio, la velocidad de la luz es menor que c; por
ejemplo, la velocidad de la luz en el aire es 0.03% menor que en el vacio. Por lo que
este valor se puede redondear a 3X108 m s'1. La relacion que existe entre la velocidad
de la luz en el vacio y en otro medio se denomina indice de refraccion, n, y es igual
al cociente entre la velocidad de la luz en el vacio entre la velocidad de la luz en el

medio distinto al vacio (v).

c
n=-—
v

Los fendmenos de reflexion, refraccidn, interferencia y difraccion de la luz son
bien comprendidos con la teoria ondulatoria de la radiacion electromagnética. Sin
embargo, este modelo no explica, por si mismo, las interacciones con la materia en
donde se involucran transiciones energéticas. Para comprender los fendmenos en
donde se involucran cambios energéticos, se considera que la radiacion es una

particula, la cual, se denomina foton.

La energia de los fotones viene dada por la ecuacion de Planck, en donde la

energia es directamente proporcional a la frecuencia:

E = hv

20



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FES-CUAUTITLAN

Donde h es la constante de Planck cuyo valor es 6.6260755 X 10734)-s,

Combinando las dos ecuaciones anteriores se tiene:

El simbolo V, se le conoce como nimero de onda y es el inverso de la longitud
de onda. Entonces, la energia es indirectamente proporcional a la longitud de onda

y directamente proporcional al nimero de onda.

El espectro electromagnético se puede dividir en distintas regiones de acuerdo a

la energia de los fotones irradiados (Figura 3.2).

Espectro visible por el ojo humano (Luz)

400nm |450nm |500nm |550nm [600nm [650nm  |700 nm "MEELRNL

Frecuencia
extremadamente
baja

i

l
Rayos
césmicos

. . . : .
t
Rayos { Rayos X Infrarrojo Radar UHF Onda media
Gamma VHF  Ondacorta Onda larga
Microondas

Radio

1fm | 1pm 1A 1mm | | 1pum | | 1mm lcm im 1km | | 1Mm

14 13 12 11 10 ) 8 7 6 5 4 3 2] -1 0 1 2 3 4 5 3 7

congind - aodE ot a0t g0 2 e ap® g0t 10 a0 a0 a0 10t 107 a0 a0 ao? a0l a0 o) 10t 100 1wt w

de onda (m)

frecuendia (Hz) 197 10%* 10** 107 10 10" 10Y 10 10" 10™ 120 10 10" 10" 10° 10° 107 10° 10° 10* 107 107

(1 Zetta-Hz) (1 Exa-Hz) (1 Peta-Hz) (1 Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz) (1 Kilo-Hz)

Figura 3.2. Espectro electromagnético.

3.1.2. Absorcion de radiacion electromagnética.

Las interacciones entre la materia y la radiacién en donde se presentan transiciones
energéticas son la absorcion y la emision. La absorbancia de energia radiante
produce transiciones entre niveles energéticos, como son: excitacion, deformaciones
de enlace, excitacion rotacional e inversiones de spin nuclear. A partir del estudio de
la interaccién de la radiacion con una muestra nos proporciona informacién sobre su

estructura molecular.
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La energia total de una molécula viene definida como la suma de su energia

electrdnica, vibracional y rotacional:
Er=E,+E,+E,

La cantidad de energia que puede tener cada componente energético no
puede ser continuo, sino que posee niveles o estados discretos, siendo la energia

electrénica la de mayor magnitud (Owen, 2000).

Cuando un electrén absorbe energia electromagnética, éste pasa de un
estado de baja energia a otro de mayor energia, es decir, se excita. Para que se dé
la excitacidon del electrén es necesario que absorba radiacién que tenga la energia
necesaria para que éste cambie de estado. Las transiciones electrénicas son
provocadas por la absorcion de radicacion UV-Vis. Los electrones de valencia son los
que absorben radiacién UV-Visible.

En una molécula organica, los electrones de valencia pueden ser descritos por
orbitales moleculares (OM) g, 0 *, m, n* y n. Los OM se diferencian en energia y se

pueden representar en un diagrama como se muestra en la Figura 3.3.

N "
Energia T l ]
1 '
1 .

Figura 3.3. Diagrama energético de los orbitales moleculares presentes en una molécula
organica.

Por lo tanto, son 6 las posibles transiciones que se pueden dar (Figura 3.4)
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Figura 3.4. Transiciones electrdnicas.
De acuerdo al diagrama de la Figura 3.4, las transiciones que se pueden
presentar, ordenados de manera descendiente en energia son: 0—0*, o—n*,

n—0*, N—»0*, n— n* y n—*,

Las tres primeras transiciones (0—0*, o—n* y n—0*) requieren de radiacion
cuya longitud de onda sea menor a 200 nm, es decir, con mas energia que la
radiaciéon UV. A la radiacién con longitud de onda menor que 200 nm se le conoce

como UV del vacio. Por lo que son poco relevantes en espectrofotometria UV-Vis.

Las tres ultimas transiciones, requieren de menor energia la cual corresponde
a la region UV-Vis. Por lo tanto, para analizar un compuesto organico por

espectrofotometria UV-Visible es necesario que éste presente enlaces multiples.

3.1.3 Ley de Lambert-Beer-Bouguer.

Cuando se hace incidir radiacién UV-Visible a una muestra, la energia de la radiacion
es absorbida por los electrones de valencia, los cuales sufren una transicion de un
estado de menor energia (estado basal) a un estado de mayor energia (estado

excitado). Las moléculas tienen estados excitados caracteristicos de si mismas.

La emisidn sucede cuando el electron libera energia, ya sea en forma de
radiacion electromagnética o calor, para pasar de un estado excitado a su estado de

minima energia.

23



DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION ACIDA DEL 2,6-BIS(MORFOLIN-4-ILMETIL)-
4-NITROFENOL Y DE LAS CONSTANTES DE FORMACION DE COMPLEIOS CON CuU (II).

Cuando a una solucion, que contenga una especie absorbente, se le hace
pasar un haz de luz, con potencia inicial Po, el haz final tendra una potencia menor
debido a que parte de la luz incidente es absorbida por las especies presentes en la
solucién (Figura 3.5).

—> =

P
Po

Figura 3.5. Fenomeno de absorcion de energia electromagnética.
La Transmitancia, T, es la medida de la atenuacién de un haz luminoso
cuando pasa a través de una solucién y es la fraccion, o porcentaje, de luz incidente

que sale de la muestra

‘VT—PXIOO
0 =5

Experimentalmente, se mide la absorbancia debido a que es una propiedad
fisicoquimica relacionada con la transmitancia. La absorbancia se define como el

logaritmo negativo de base 10 de la transmitancia.
Py
A = - 10g10 T = logloF

La importancia de realizar la medicion de la absorbancia de una solucién es
que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de analito

absorbente en la solucion

A* = erpC
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— b es la longitud del paso dptico medido en cm.
— C la concentracion de la especie absorbente
— ¢ es el coeficiente de absortividad.

A la ecuacién anterior de le conoce como ley de Lambert-Beer-Bouguer o
simplemente Ley de Beer. El coeficiente de absortividad es especifico para cada
molécula y éste indica la intensidad con la cual una sustancia absorbe radiacion a
cierta longitud de onda. Cuando la concentracion se expresa en molaridad, € se

denomina coeficiente de absortividad molar.

Debido a que la absorbancia es adimensional, las unidades del coeficiente de
absortividad deben anular las unidades de la concentracion y de la longitud de paso
optico; Las unidades del coeficiente de absortividad molar son L cm™ mol. El valor
€ es una constante de proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracién del
analito y depende de la longitud de onda con la cual se haga incidir a la muestra.

Cuanto mayor es €, mayor sera la absorbancia.

La Ley de Beer se cumple para soluciones diluidas, ya que, en soluciones
concentradas, las moléculas de analito estan muy préximas entre si generando una
mayor interaccion entre éstas y asi modificando la absortividad de las especies
absorbentes (Harris, 2007).

Cuando en una solucion se tiene mas de una especie quimica que absorbe luz
a la misma longitud de onda, la absorbancia queda definida por la suma de las
absorbancias de cada una de las especies. A esto se le conoce como ley de las
aditividades

A = ZA? - Zelﬂbq
i

i

Debido a que el coeficiente de absortividad molar es especifico para cierta
longitud de onda, la absorbancia sera dependiente, ademas de la concentracién de

las especies absorbentes y de la longitud del paso 6ptico, de la longitud de onda.
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3.1.4 Espectrofotometro.

Las mediciones se absorbancia se realizan en un aparato conocido como

espectrofotdmetro. El espectrofotometro esta conformado por:

1. Fuente de radiacion.

a. Lampara de deuterio o hidrégeno. Esta lampara se utiliza para emitir
radiacion ultravioleta. La molécula de deuterio o hidrégeno pasa a un
estado excitado debido a una corriente eléctrica para después
disociarse en sus atomos junto con la liberacion de un fotén, con
longitudes de onda correspondientes al ultravioleta, que van de 160 a
360nm.

b. Lampara de filamento de Tungsteno. El filamento de tungsteno se
encuentra en un bulbo herméticamente sellado al vacio o con un gas
inerte. El filamento de calienta con una corriente eléctrica hasta la
incandescencia y la radiacién que emiten pertenece a la region visible

del espectro electromagnético y del infrarrojo (350 a 2500 nm).
2. Monocromador. Se utiliza para elegir una longitud de onda en especifico.

3. Compartimiento para colocar la muestra. La muestra se contiene en un
recipiente, que regularmente es una celda de cuarzo de 1 cm de paso dptico.
En las paredes del contenedor se efectian pérdidas en la intensidad de la
radiacion debidas a la reflexion y a la dispersion de la misma. Para
contrarrestar estas pérdidas es necesario comparar la intensidad de la luz que
se transmite por una celda que contiene la solucion del analito con la
intensidad de una celda idéntica que sdlo contenga el disolvente o un blanco.
(Skoog, 2005).
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4. Detector. El detector recibe la energia transmitida por la muestra y la
convierte en una senal eléctrica. La sefal es procesada y amplificada para ser
interpretada por el sistema de lectura.

5. Lectura. La senal percibida por el detector es amplificada para que la
intensidad de la sefial sea proporcional al porcentaje de transmitancia (o

absorbancia).

En la actualidad, se utilizan espectrofotometros de doble haz. El haz de luz pasa
alternadamente, con ayuda de un espejo rotatorio, por la muestra para medir P y
por una referencia (blanco) para medir Po. Este procedimiento posibilita la correccion

de los cambios de intensidad de la fuente de radiacion y del detector.

En la Figura 3.6 se esquematiza las partes de un espectrofotdmetro. El
espectrofotdmetro de doble haz hace posible una correccién automatica en los
cambios de intensidad de la fuente y de la respuesta del detector, con el tiempo y
la longitud de onda porque la potencia que emerge de las dos muestras se compara
constantemente. Esto se aprovecha para obtener un barrido continuo de longitudes

de onda y un registro continuo de absorbancias (Harris, 2007).

Esp-ep rotatorio Espejo

(‘:} " (Cortador de haz) /' samitransparente
Fuente Monocromador N, ., __| Cubstade | F R
de luz de barrido muestra for  —+| Amplificador Pantalla
Cubeta de
Espeio referencia Espoio

Figura 3.6. Partes de un espectrofotometro de doble haz. (Harris, 2007).

A la representacion grafica de la absorbancia en funcidon de la longitud de

onda se le conoce como espectro de absorcién (Grafica 3.1).
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1.4

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Grafica 3.1. Espectro de absorcion del verde de bromocresol 3X10-3 M a diferentes valores de pH.

Las curvas que aparecen en un espectro de absorcién UV-Vis se les conoce
como bandas de absorcidn. Por lo regular, las bandas de absorcién son anchas
debido a que se superponen las transiciones rotacionales y vibracionales, que son

de menor energia.

Las bandas pueden sufrir diferentes efectos ocasionados por el medio en el

gue se encuentre la especie absorbente o a sustituyentes dentro de su estructura:

— Efecto batocromico, o desplazamiento al rojo, es cuando el maximo de
absorbancia de desplaza a longitudes de onda mayores.

— Efecto hipsocromico, o desplazamiento al azul. Se da cuando el maximo de
absorbancia se desplaza a longitudes de onda menores.

— Efecto hipercrémico. Se da cuando aumenta el maximo de absorbancia

— Efecto hipocromico. Es el efecto que ocurre cuando el maximo de absorbancia

disminuye.
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En el espectro, se puede cuantificar la energia asociada a la transicion
electrénica, mediante la ecuacion de Planck, y con la longitud de onda en la cual se
presenta el maximo de absorbancia. De acuerdo con la energia de la transicién, se

puede identificar el tipo de transicion.

La aplicacibn mas importante de la espectrofotometria UV-Vis es la
cuantificaciéon. Para cuantificar un analito es necesario que éste, o un derivado, sea
capaz de absorber radiacion en la region UV-Vis del espectro electromagnético. La
cuantificacion se realiza por una valoracion, determinando un espectro de absorcion
a cada adicion valorante o construyendo una curva de calibracidon de absorbancia en

funcién de la concentracion.
3.2 Métodos computacionales para la

determinacion de constantes de equilibrio.

Una gran cantidad de reacciones quimicas se llevan a cabo en medio acuoso y es
por esto que es necesario determinar los valores de las constantes de equilibrio de

dichos procesos.

Existen varios programas computacionales que son capaces de refinar los
valores de constantes de formacion global (B). Para esto, es necesario alimentar los
programas con datos experimentales. Las técnicas que cominmente se utilizan son
espectrofotometria, potenciometria, calorimetria y desplazamiento quimico obtenido

por resonancia magnética nuclear (Mendoza, 2015).

Los programas usan un algoritmo de cuadrados no lineales y utilizan
estimaciones iniciales de las constantes de formacidon para después formar un
conjunto de ecuaciones simultaneas que al resolverlas se obtengan las correcciones
que se deben realizar a la constante de formacion. Los nuevos valores de constantes

de formacién se utilizan para el siguiente ciclo de refinamiento; el ciclo se repite
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hasta que el proceso iterativo arroja el valor de las constantes que dan el mejor
ajuste entre los valores calculados y los valores experimentales. Es importante
alimentar un modelo quimico adecuado al programa para que el refinamiento tenga
un buen ajuste. El mejor ajuste se da cuando la suma de los cuadrados de los

residuales (U) es minima. (Legget, 1985)

U= 2 (Yokbs - Yclillc)z

En el Diagrama 3.1 se presenta el algoritmo en forma de diagrama de flujo
que llevan a cabo los diferentes programas para el refinamiento de las constantes

de formacion.

Método instrumental

(espectrofotometria, potenciome-
tria, calorimetria)

Modelo quimico
(estequiometria, numero de espe-
3 cies)

Datos experimentales
(A, pH. E, g, 8)

Analisis de datos Nuevo modelo

No

Buen ajuste

Si

Mejor modelo propuesto

Diagrama 3.1. Algoritmo utilizado para refinar el valor de las constantes de formacion.
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3.2.1 SQUAD.

SQUAD (Stability QUotients from Absorbance Data) es un programa disehado por
Legget en lenguaje FORTRAN. Fue creado para refinar los valores de las constantes
de formacién de un modelo quimico propuesto a partir de datos experimentales de
absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda y a diferentes composiciones

del sistema.

El modelo quimico puede ser dependiente o independiente del pH y puede

contener especies cuya férmula molecular sea:
MM H;L, L,
Donde: j,l,k,q = 0; i > 0 para H; i < 0 para OH. (Moya Hernandez, 2003).

El refinamiento de las constantes se realiza mediante la minimizacion de la
suma de los cuadrados de los residuales de la absorbancia mediante el algoritmo de

Gauss-Newton.

I NwW

U= (45— AL,

i=1 k=1
Donde:

I=todas las soluciones
NW=todas las longitudes de onda

A} =todas las absorbancias calculadas a la A-ésima longitud de onda de la /ésima
solucion

A}, =todas las absorbancias experimentales a la k-ésima longitud de onda de la
ésima solucion.
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Para la resolucion de la minimizacidn requiere el calculo de la absorbancia de
la i-ésima solucién a la k-ésima longitud de onda. SQUAD calcula las absorbancias
considerando que todas las soluciones cumplen con la ley de Beer asi como con la
ley de las Aditividades. Para esto, el programa asigna valores de coeficientes de
absortividad molar para cada especie y determina la concentracion de éstas

empleando el algoritmo de Newton-Raphson.

La convergencia se da cuando la diferencia en la minimizacion entre un ciclo
iterativo y otro es menor o igual a 0.001 unidades. Que se cumpla el criterio anterior
no significa que es el mejor refinamiento de las constantes debido a que se puede

caer en el caso de una convergencia en un minimo local. (Gémez Zaleta, 2006).

SQUAD utiliza los siguientes parametros estadisticos para verificar que el

modelo quimico propuesto se ajusta a las observaciones experimentales:

a) Parametro de correlacion (matriz)
b) La desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (Odates) Y de las
constantes (Octes).

c) La desviacion estandar por espectro (OGespectro).

d) La desviacién estandar sobre los coeficientes de absortividad molar (Ocoer).

Para elegir cual modelo es el que mejor se ajusta al experimento no solo se
basa en la obtencidon de los mejores parametros estadisticos, también se debe
verificar la consistencia de éste. Los coeficientes de absortividad molar calculados
deben ser congruentes con el comportamiento experimental para cada una de las
especies y que las especies refinadas puedan predominar bajo las condiciones

experimentales. (Moya Hernandez, 2003).

32



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FES-CUAUTITLAN

3.2.2 TRIANG.

El programa TRIANG esta desarrollado en lenguaje FORTRAN y su funcion es calcular
el niUmero de especies quimicas que absorben radiacion electromagnética a partir
de datos de absorbancia a diferentes longitudes de onda y diferentes composiciones

del sistema, tomando en cuenta el error en la transmitancia (AT).

La forma en que el programa establece si una especie quimica absorbe es
mediante el siguiente algoritmo (suponiendo que las diferentes soluciones siguen la

ley de Beer y la ley de las aditividades):

TRIANG calcula la matriz de error considerando el error en la transmitancia
(Ej;), la ecuacidon de error en absorbancia y la teoria de propagacion de error.
Después, realiza la diagonalizacién a cero de dicha matriz comparando los valores
de la diagonal con los de la matriz de absorbancia (Pj): si el elemento diagonal de
la matriz error E5 multiplicado por tres es menor que el elemento de la diagonal de
la matriz P’;; se dice que el elemento de la matriz de absorbancias es diferente de
cero. En caso contrario se dice que es igual a cero. El nUmero de especies que
absorben en el sistema es la suma de los elementos diferentes de cero de la matriz

de absorbancias. (Moya Hernandez, 2003).

Para datos de espectrofotometria, el error de transmitancia debe estar en el
intervalo de 0.003<AT<0.010 (Gémez Zaleta, 2006). En el Diagrama 3.2 se muestra

el algoritmo que sigue este programa.
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Matriz P Matriz E
(absorbancias) (errar)

Pivoteode Py E
(Elemento mavyer en la posicidn 1,1)

Matriz P’ Matriz E’

(Triangulizacion) (Ponderacion del error)

Comparacion de los ele-
mentos en la diagonal

Diagrama 3.2. Algoritmo que sigue el programa TRIANG para determinar el nimero de especies

que absorben en un sistema.

3.2.3 MEDUSA.

MEDUSA (Make Equilibrium Diagram Using Sophisticated Algorithms) es una
interfaz de Windows que se utiliza para calcular y graficar diagramas de composicion
de sistemas quimicos como son diagramas de fraccion molar, diagramas
logaritmicos, diagramas de zonas de predominio, etc. (KTH, 2013). Los programas
que componen a MEDUSA son (Moya Hernandez, 2003):

e INPUT, SED, PREDOM o PREDOM2. Son paquetes de software MS-DOS para
crear los diagramas.

e HYDRA (Hydrochemical Equilibrium Data Base) es la base de datos que crea
los archivos de entrada para INPUT, SED y/o PREDOM. HYDRA contiene las
constantes de formacion a 25 °C obtenidos de la base de datos desarrollada
por el Department of InorganicChemistry, Royal Institute of Technology

(KTH) en Estocolmo, Suiza.
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INPUT es el programa que crea el archivo de entrada para generar el diagrama.
Sin embargo, el archivo de entrada se puede modificar directamente por el usuario.

El archivo de entrada debe contener:

e Nudmero de componentes del sistema.

e Numero de complejos formados.

e Especies sdlidas (de complejos y componentes).
e Valores de las constantes de formacion.

e Estequiometria de los complejos.

e Concentraciones.

e Fuerza idnica.

e Temperatura.

SED utiliza la versidn modificada del algoritmo SOLGASWATER, el cual esta
basado en la minimizacién de la energia libre. Puede generar diagramas de fraccion,
logaritmicos y de solubilidad. Estos diagramas se grafican en funcién de una variable

principal (pH, E, concentracion total o logaritmo de la concentracion).

PREDOM Y PREDOM2 construyen los diagramas de zonas de predominio, en
funcidn del logaritmo de la concentracion total o de la actividad (log Cr o log a).
PREDOM utiliza el algoritmo de HALTAFALL para determinar la distribucién de las
especies resolviendo el sistema de ecuaciones no lineales de balance de materia
punto por punto. PREDOM2 utiliza el algoritmo de SOLGASWATER completo y es
adecuado para sistemas quimicos mas complejos debido a que es mas poderoso que
PREDOM. El tiempo de ejecucidon también es mayor. (Gémez Zaleta, 2006).

3.3 Estequiometria

Para la determinacién y refinamiento de las constantes de formacion de complejos
es necesario proponer un modelo quimico que explique la formacién de cada
especie. Dentro del equilibrio de formacién se debe indicar la relacion

estequiométrica entre el metal y el ligante.
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Para determinar la estequiometria de una reaccién de formacién de un
complejo mediante espectrofotometria se pueden emplear diferentes métodos. Los
mas utilizados son: método de las variaciones continuas (Método de Job) y método

de relaciones molares.

3.3.1 Método de las variaciones continuas.

El método de las variaciones continuas, también conocido como el método de Job,
nos permite determinar la estequiometria del complejo predominante. Teniendo en
cuenta el siguiente equilibrio:

xM +yL 2 M,L,

El procedimiento consiste en preparar una serie de soluciones a partir de
mezclar alicuotas de disoluciones equimolares de M y L de tal manera que la

concentracion total sea constante en todos los sistemas:

De esta manera se iran modificando las fracciones molares de My de L, de 0

a 1y de 1 a0 respectivamente.

[M];

A cada una de las soluciones se le determina la absorbancia a una longitud
de onda adecuada a la cual sélo el complejo absorba y se realiza un grafico de la
absorbancia en funcion de la fraccion mol de alguno de los componentes del sistema
(Grafica 3.2). Comunmente se utiliza la fraccion mol de M. En este grafico se alcanza
la absorbancia maxima a la composicién correspondiente a la estequiometria del

complejo predominante.
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Xm

Grafica 3.2. Método de Job para diferentes estequiometrias.

La absorbancia maxima depende de la fraccién mol de M porque cuando la
fraccién mol de M tiende a cero existe una deficiencia de M y cuando la fraccién mol
de M tiende 1, L es el reactivo limitante. Cuando la absorbancia es maxima las
cantidades de M y L se encuentran en condiciones estequiométricas por lo tanto se

forma la mayor cantidad del complejo.

El maximo de absorbancia se presenta a la fraccibn molar de M que
corresponde a la estequiometria del complejo MyLy (Harris, 2007).

X

=

En la Tabla 3.1 se presentan diferentes fracciones mol de M para diferentes

relaciones estequiométricas.
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Tabla 3.1. Fraccion mol de M para diferentes estequiometrias.

Complejo [MxLy] X Y Xm (condiciones estequiométricas)
MsL 3 1 _3 = 0.75
3 v =379~
M,L 2 1 __ 2 = 0.667
2 =51
ML 1 1 _ 1 = 0.50

=11

ML 1 2 _ 1 = 0.33
? T
ML 1 3 _ 1 = 0.25
3 v =143

Se realiza este procedimiento teniendo en cuenta que:

e Un solo complejo es el que predomina.

e La propiedad medida tiene una relaciéon directamente proporcional con la
concentracion del complejo formado.

e La reaccién de formacion del complejo es cuantitativa. Si la reaccion de
formacién del complejo es poco cuantitativa, la forma de la grafica no es
aguda como se muestra en la Grafica 3.2, sino que es achatada. Para
determinar la fraccion mol de M en las condiciones estequiométricas, se
extrapola las curvas cuando y,, —» 0 por un lado y por el otro cuando y,, —» 1
y en la interseccidn de estas dos rectas se determina la fraccion mol de M en

las condiciones estequiométricas.
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e Tener en cuenta los valores de pH y fuerza idnica, ya que estos dos
parametros juegan un papel importante en la estabilidad del complejo

formado. Lo mas recomendable es mantenerlos contantes. (Mendoza, 2015).

3.3.2 Método de Relaciones molares.

Este método consiste en mantener constante la concentracién de un reactivo, en
una serie de disoluciones mientras que la concentracion del otro es variable. Se mide
alguna propiedad que sea directamente proporcional a la concentracion
(absorbancia) y se grafica la propiedad en funcidn de la relacion molar entre My L
en cada sistema (Grafica 3.3). En donde se observa un cambio en la pendiente de
la propiedad medida corresponde a la relacién molar a la cual se encuentran en

condicion estequiométrica ambos reactivos.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

Relacion molar ([M]/[L] o [L]/[M])

Grafica 3.3. Método de relaciones molares para un complejo 1:1.
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Cuando el cambio de pendiente no es muy pronunciado, se puede determinar
la relacion molar en condiciones estequiométricas extrapolando ambos extremos de
la curva y en donde se intersecten es donde se encuentra la relacion molar

estequiométrica.

Para complejos con estequiometria 1:1 se obtiene el mismo grafico si se
grafica la absorbancia en funcién de [M]/[L] o [L]/[M]. Para complejos con
estequiometria diferente de 1:1 se obtienen diferentes graficos si la variable
independiente es [M]/[L] o [L]/[M]. En la Grafica 3.4 se muestran los diferentes
graficos que se obtienen para un complejo de estequiometria 1:2 (ML) en donde

solamente el complejo formado absorbe radiacion mientras que My L no.

~-[M]/[L]

--[L]/[M]

0.0 05 10 15 2.0 25 3.0

Relacion Molar

Grafica 3.4. Método de relaciones molares para un complejo 1:2.
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El método de relaciones molares se puede utilizar para determinar la
formacion de mas de un complejo, asi como la estequiometria con la que se forma
cada uno siempre y cuando los coeficientes de absortividad molar de los complejos
sean diferentes y que los valores de las constantes de formacién sean lo
suficientemente distintas y que estos sean estables bajo las condiciones
experimentales (Grafica 3.5 y Grafica 3.6). De igual manera, se determina la
estequiometria al localizar la relacién molar en los cambios de pendiente. (Mendoza,
2015).

ML

MNP —_——— e —

- e e e e e —_————

25 3

1.5
[L1/[M]

Grafica 3.5. Relaciones molares para las formaciones sucesivas de los complejos ML y ML, finado
la concentracién de M. Solamente los complejos absorben.
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e ———— e ———

0 0.25 0.5 0.75

[M1/[L]

1.25 1.5

Grafica 3.6. Relaciones molares para la formacion de los complejos sucesivas ML y ML, fijando la
concentracion de L. Solamente los complejos absorben.
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En la estructura del compuesto LQM312 se encuentran tres grupos funcionales que
son capaces de intercambiar protones en un medio acuoso: el OH del anillo

aromatico y los dos nitrogenos de los anillos de morfolina.

Por lo tanto, el LQM312 disuelto en agua tendra un comportamiento acido-
base de Brgnsted-Lowry y que existan, al menos, de uno a tres equilibrios acido-
base. Los valores de sus pKa podran ser determinados mediante un meétodo
computacional utilizando datos de absorbancia UV-Vis, ya que, la molécula es capaz
de absorber radiacion en dicha region del espectro. En la Figura 4.1 se sefialan con

color los grupos funcionales ionizables del LQM312 en medio acuoso.

Ademas, el compuesto LQM312 podréa formar enlaces covalentes coordinados
con el ion Cu?* porque en su estructura se presentan atomos con pares de electrones
sin compartir cuando se encuentran desprotonados. La formacion del o los
complejos de Cu (1) con LQM312 como ligante se determinard mediante

espectrofotometria UV-Vis utilizando los métodos de Job y de relaciones molares.

NO,

Figura 4.1. 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol, LQM312.
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5.1 Objetivos generales.

e Determinar los valores de las constantes de disociacién acida (pKa's) del
compuesto LQM312 mediante espectrofotometria para identificar las zonas

de predominio de cada especie acido base de éste.

e Determinar el nimero de complejos que se forman entre el LQM312 y el ion
Cu?* mediante los métodos de variaciones continuas (Método de Job) y

relaciones molares para refinar el valor de las constantes de formacion (Bn).

5.2 Objetivos particulares.

e Realizar un estudio cinético del LQM312 en medio acido y basico seguido
espectrofotométricamente para establecer la estabilidad del dicho

compuesto.

e Llevar a cabo una titulacién acido base del compuesto LQM312 seguida
espectrofotométricamente para identificar las bandas de absorcién de cada
especie acido-base, asi como los puntos isosbésticos que puedan presentar

los espectros.

e Verificar el nUmero de especies que absorben radiacién en el intervalo de
longitudes de onda seleccionado mediante el programa TRIANG para

determinar los pKa que posee el compuesto LQM312.

e Simular los espectros de absorcion tedricos del LQM312 en diferentes valores
de pH calculando la absorbancia con los valores refinados de pKa y los
coeficientes de absortividad calculados por SQUAD para corroborar que el
modelo quimico propuesto explica el comportamiento acido-base del
LQM312.

44



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FES-CUAUTITLAN

Emplear el método de variaciones continuas (método de Job) y el método de
relaciones molares mediante espectrofotometria UV-Vis para determinar la

estequiometria de los complejos que pueden formar el LQM312 con Cu?*

Determinar el nimero de especies de Cu?* que absorben radiacion con el
programa TRIANG utilizando los datos de absorbancia obtenidos en los
métodos de Job y de relaciones molares para proponer un modelo quimico

que sera alimentado al programa SQUAD.

Refinar los valores de las constantes de formacion de los complejos de Cu
(IT) con LQM312 vy calcular los coeficientes de absortividad molar de éstos
con el programa SQUAD para simular los espectros tedricos para corroborar

que el modelo quimico elegido es el que explica la formacion de los complejos.
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4-NITROFENOL Y DE LAS CONSTANTES DE FORMACION DE COMPLEJOS CON CuU (II).

6.1 Materiales, equipos y reactivos.

6.1.1. Materiales

AN N N N N N

Matraces volumétricos de 5, 10, 25, 50 y 100 mL
Pipetas volumétricas de 3, 5, 10, 20 y 25 mL
Micropipeta de 100 a 1000 pL

Micropipeta de 5 mL

Vasos de precipitado de 10, 50 y 100 mL

Celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico
Embudo de vidrio

Soporte Universal

6.1.2. Equipos

SRR NN

Balanza analitica Metler Toledo AB204

Agitador magnético Cole-Parmer

Espectrofotdmetro Perkin ElImer UV/VIS Lambda 35
pH-metro Metler Toledo de pH Metler Toledo INLAB 413
Bano termostatadoPolyscience 9105

Estufa de calentamiento Riossa H-33-D

6.1.3. Reactivos

AN NENE NN

Perclorato de sodiomonohidratado 98% Aldrich.
Hidroxido de sodio 98.1% Fermont.

Acido perclérico 60-62% J. T. Baker

Soluciones buffer de pH 4, 7 y 10 RadiometerAnalyrical.
Nitrato de cobre (II) 99.999% AldrichChem.

Nitrégeno alta pureza, 99.997% INFRA.
2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol (LQM312).
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6.2 Metodologia

6.2.1 Estabilidad del LQM312 en solucién acuosay
determinacion de sus constantes de disociacion acida

Se prepard una solucién madre de LQM312 con una concentracion de 2.6X 103 M

de la siguiente manera:

e Se pesaron 21.9 mg de LQM312 en una balanza analitica.
e Los 21.9 mg de LQM 312 se disolvieron con acido perclérico 0.1 M.
e La mezcla resultante se vertié en un matraz volumétrico de 25 mL y se aford

con agua desionizada.

6.2.1.1. Estudio de la estabilidad del LQM312 en medio

acuoso.
De la solucion madre, se tomaron dos alicuotas de 230 pL y cada una se coloco en

un matraz volumétrico de 10 mL; una se aford con solucion de acido perclérico 0.1
My la segunda con hidréxido de sodio 0.1 M. Se etiquetaron como solucién acida
(A1) y solucién basica (B1). La solucion de LQM312 en medio acido es incolora y en

medio basico es de un color amarillo muy intenso (Figura 6.1). Ciqm312=6X10"> M.

Se determind el espectro de absorcion a cada solucion a partir de que fueron
preparadas y cada 30 minutos durante 5 horas. Transcurridas las 5 horas, los
espectros se tomaron cada 24 horas hasta completar una semana. En los espectros

se determinaron en un intervalo de longitudes de onda de 200 a 900 nm.

6.2.1.2. Determinacion de los pK.'s del LQM312

e De la solucion madre, se midieron dos alicuotas de 2.3 mL con una
micropipeta de 5 mL y fueron depositadas en dos matraces volumétricos de

100 mL cada una conteniendo 2.15 g de NaClOs disueltos con la minima
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cantidad de agua desionizada. Una fue aforada con solucién de HCIO4 0.1 M
(Sol. A2) y la segunda con NaOH 0.1 M (Sol. B2). En ambas soluciones, la
concentracion de LQM312 fue de 6 X 10 M.

e En una celda con un bafio termostatado a 37 °C, se agregd una alicuota de
20 mL de solucién A2.

e Se burbujed nitrdgeno al sistema mientras la temperatura de éste se equilibrd
a la del bafio termostatado.

e Se mididé el pH del sistema con un pHmetro previamente calibrado con
soluciones buffer de pH 4, 7 y 10.

e Conociendo el pH del sistema, se tomd una muestra para obtener el espectro
de absorcion. La muestra no se devolvid a
la celda.

e Se agregd la cantidad suficiente de solucién
B2 a la celda para que el pH del sistema
aumentara.

e A cada incremento de pH del sistema se
tomaba una muestra del mismo y se
obtenia el espectro de absorcion.

e Esto se repitid hasta que el pH des sistema

fuera cercano a 13.
e Los datos de absorbancia se utilizaron para  Figura 6.1. Soluciones de LQM312
6X10° M en medio acido (izquierda)
ejecutar los programas TRIANG y SQUAD. y en medio basico (derecha).

Este procedimiento se realizo tres veces.
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6.2.2. Formacion de complejos Cu (1I)- LQM312.

Para la determinacion de las constantes de formacidn global de los complejos Cu

(IT) con LQM321 se prepararon las siguientes soluciones:

A. Nitrato de cobre (II) 0.01 M.

1.
2.

6.

Se pesaron 0.2158 g de nitrato de cobre (II).

Se disolvid la sal con agua desionizada y se llevé a un aforo de 5 mL
(Sol. D) Ccynozy2=0.21 M.

De la solucién D, se tom6 una alicuota de 4.77 mL y se vertieron en
un matraz volumétrico de 100 mL.

Se pesaron 2.15 g de perclorato de sodio, se disolvieron con agua
desionizada y se afiadieron al matraz volumétrico donde se encontraba
la alicuota de Cu(NO3)s.

La solucion se llevo al aforo con agua desionizada. Ccuno3)2=0.010 M;
Cnacios=0.15M

Esta solucion fue etiquetada como solucién Cu.

B. 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol (LQM312) 0.01 M.

1.

En una balanza analitica se pesaron 338.6 mg de LQM312 en un vaso
de precitados de 100 mL.

El LQM312 se disolvid con la minima cantidad de acido perclérico
concentrado.

Se pesaron 2.15 g de perclorato de sodio, se disolvieron con la minima
cantidad de agua desionizada y se afiadi6 al vaso donde se encontraba
el LQM312 disuelto.

Disuelto ya el LQM312, se afiadié agua desionizada hasta la marca de
80 mL del vaso.

Se ajustd el pH de la mezcla a 7.54 con solucién de Hidroxido de sodio
0.1 M.
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6. La mezcla se vertié en un matraz aforado de 100 mL y se llevd al oforo
con agua desionizada. Ciqm312=0.010; Cnacio4=0.15 M. Esta solucion

fue etiquetada como solucion LQM312.

6.2.2.1 Método de Job.

Para el método de Job se prepararon 22 sistemas los cuales tenian una
concentracion total de 0.008 M. Todos los sistemas fueron aforados en matraces
volumétricos de 5 mL. Las alicuotas de cada solucion de cada reactivo que se

agregaron a cada sistema se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Alicuotas utilizadas de las soluciones de Cobre (I11) y LQM312 en el método de Job.

Sistema Ve (ML) Vigms1z (mL) [Cu?] [LaM312] Ycu
1 0.00 4.00 0.0000 0.0080 0.000
2 0.18 3.82 0.0004 0.0076 0.045
3 0.36 3.64 0.0007 0.0073 0.090
4 0.54 3.46 0.0011 0.0069 0.135
5 0.72 3.28 0.0014 0.0066 0.180
6 0.90 3.10 0.0018 0.0062 0.225
7 1.00 3.00 0.0020 0.0060 0.250
8 1.32 2.68 0.0026 0.0054 0.333
9 1.44 2.56 0.0029 0.0051 0.360
10 1.80 2.20 0.0036 0.0044 0.450
11 2.00 2.00 0.0040 0.0040 0.500
12 2.16 1.84 0.0043 0.0037 0.540
13 2.34 1.66 0.0047 0.0033 0.585
14 2.52 1.48 0.0050 0.0030 0.630
15 2.70 1.30 0.0054 0.0026 0.675
16 2.88 1.12 0.0058 0.0022 0.720
17 3.00 1.00 0.0060 0.0020 0.750
18 3.24 0.76 0.0065 0.0015 0.810
19 3.42 0.58 0.0068 0.0012 0.855
20 3.60 0.40 0.0072 0.0008 0.900
21 3.80 0.20 0.0076 0.0004 0.950
22 4.00 0.00 0.0080 0.0000 1.000

Posteriormente, se elevo la temperatura de cada sistema a 37 °C con ayuda

de un bafo termostatado para finalmente determinar los espectros de absorcion.
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6.2.2.2. Método de las relaciones molares.

6.2.2.2.1. [Cu?*] Constante.
En la primera parte de relaciones molares se mantuvo constante la concentracion
de Cu (II) en 0.002M. Los volimenes que se agregaron de solucién de Cu y de

LQM312 a cada sistema se explican en la tabla 6.2.

Tabla 6.2. Alicuotas de solucion de Cuy LQM312 que fueron necesarios para llevar a cabo el
meétodo de relaciones molares fijando la concentracion de Cu (11) en 0.002 M.

Sistema Veu (ML) Vigmsi2 (mL) [CU2+]
1 1.00 0.00 0.0020
1.00 0.20 0.0020

3 1.00 0.40 0.0020
4 1.00 0.60 0.0020
5 1.00 0.80 0.0020
6 1.00 1.00 0.0020
7 1.00 1.20 0.0020
8 1.00 1.40 0.0020
9 1.00 1.60 0.0020
10 1.00 1.80 0.0020
11 1.00 2.00 0.0020
12 1.00 2.20 0.0020
13 1.00 2.40 0.0020
14 1.00 2.60 0.0020
15 1.00 2.80 0.0020
16 1.00 3.00 0.0020
17 1.00 3.20 0.0020
18 1.00 3.40 0.0020
19 1.00 3.60 0.0020
20 1.00 3.80 0.0020
21 1.00 4.00 0.0020

Todos los sistemas se prepararon en matraces volumétricos de 5 mL. Antes
de medir la absorbancia de los sistemas, con ayuda de un baho termostatado, se

mantuvo una temperatura de 37 °C.
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6.2.2.2.2. [LQM312] Constante.

Los sistemas para el método de relaciones molares manteniendo la concentracion
de LQM312 se prepararon en matraces aforados de 5 mL. Las alicuotas que se

utilizaron de las soluciones de Cu y LQM312 se presentan en la tabla 6.3.

Tabla 6.3. Voliumenes tomados de las soluciones de Cuy LQM321 para el método de relaciones
molares cuando la concentracion de LQM32 se fijé en 0.002 M.

Sistema Veu (ML) Viqmsiz (mL) [Cu?]
1 0.00 1.00 0.0000
2 0.10 1.00 0.0002
3 0.20 1.00 0.0004
4 0.30 1.00 0.0006
5 0.40 1.00 0.0008
6 0.50 1.00 0.0010
7 0.60 1.00 0.0012
8 0.70 1.00 0.0014
9 0.80 1.00 0.0016
10 0.90 1.00 0.0018
11 1.00 1.00 0.0020
12 1.10 1.00 0.0022
13 1.20 1.00 0.0024
14 1.30 1.00 0.0026
15 1.40 1.00 0.0028
16 1.50 1.00 0.0030
17 1.60 1.00 0.0032
18 1.70 1.00 0.0034
19 1.80 1.00 0.0036
20 1.90 1.00 0.0038
21 2.00 1.00 0.0040

Una vez preparados los sistemas, se elevo la temperatura de cada uno en 37
°C para asi medirla absorbancia de cada uno. Los datos de absorbancia obtenidos
se analizaron para proponer un modelo quimico (nUmero de complejos que se
forman con TRIANG y la relacién estequiométrica) y asi alimentar el programa

SQUAD para refinar los valores de las constantes de formacién de cada complejo.
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7.1 Constantes de acidez.
7.1.1. Estabilidad del compuesto LQM312 en agua.

Los espectros de absorcion de la solucién acida de LQM312 determinados durante
una semana se presentan en la Grafica 7.1. El maximo de absorbancia se presenta
en 300 nm. En las primeras 2.5 horas las bandas sufren un efecto hipercromico.
También se observa que de 2.5 a 5 horas se observan fluctuaciones en el maximo
de absorcidn. A partir de que transcurre 1 dia y durante una semana, la absorbancia

se mantiene constante.

0.8

0.6

0.4

0.2

220 270 320 370 420

A (nm)
Tiempo —00 —05 —10 15 —20 —25 —30 —35
(horas) —4.0 —d.5 -—5.0 —23.4 —96.0 -—119.5 -—144.6 168.0

Grafica 7.1. Espectros de absorcion de la solucion de LQM 312 6X10-> M en medio acido, HCIO4
0.1 M.

Esto se comprende al graficar la absorbancia en funcién del tiempo a cierta
longitud de onda (Grafica 7.2). Para este caso, se seleccionaron las longitudes de
onda donde se encuentra el maximo de absorbancia (300 nm), el minimo de

absorbancia (257 nm) y una mas elegida al azar (324 nm).
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Grafica 7.2. Absorbancia en funcion del tiempo, LQM312 6X10-5M en medio acido.

En los espectros de absorcidn de la solucién de LQM312 en medio basico se
observa que la absorbancia varia con respecto al tiempo con mayor significancia en
la region ultravioleta, comprendida de 200 a 370 nm, que en la region visible (Grafica
7.3).

14

1.2

1.0

A
0.6
0.4
0.2
0.0
220 270 320 370 420 470
) A (nm)
T|l1empo Gl DR d A gl —gE =30 =35
(horas) __,0 —45 —50 —234 —960 —1195 —144.6 — 168.0

Grafica 7.3. Espectros de absorcion de la solucion de LQM312 6X10-> M en medio basico.
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En la grafica 7.4 se aprecia que la absorbancia de la solucion se mantiene
constante a partir de que transcurre un dia de que fue preparada y durante una
semana, en especial en la regién visible. En longitudes de onda correspondientes a
la region ultravioleta (Grafica 7.4; 320 y 277 nm), la absorbancia presenta un ligero

efecto hipercrémico.

1.4
424 nm

— 2 2 4 e
1.2
1.0
0.8 390 nm

A
0.6
277 nm
0.4 ' —n = —
320 nm

0.2
0.0 (\

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (h)

Grafica 7.4. . Absorbancia en funcion del tiempo de la solucién basica de LQM312 6X10-5 M.

Debido a que la absorbancia de las soluciones LQM312 en medio acido y
basico presenta una gran variacion en las primeras horas de preparacién, pero se
estabiliza a partir de que transcurren 24 hora, se dejaron reposar las soluciones
durante un dia para llevar a cabo los procedimientos correspondientes para

determinar los pKa's y las Bn’s con Cu (II).
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7.1.2. Determinacion de los pK.'s.

En la grafica 7.5 se presentan los espectros de absorcion de la solucién de
compuesto LQM312 modificando el pH. El intervalo de pH de trabajo fue de 1.004 a
12.711.

250 300 350 400 450 500

A(nm)
—1.004 —1055 —1.160 —1.221 1365 —1.423 —1612 —1775 —1.816
PH —2.087 —2.337 ——249 ——2.790 —3.03¢ —3.111 —3.416 3.578 ——3.926
—4274 —5.918 —6.213 —6.461 —7.335 —7.502 —7.981 ——8332 —8425
——8.788 8.957 9.488 —10.124 —10.926 —11.674 —12.173 —12.711

Grafica 7.5. Espectros de absorcion LQM312 6X10-5 M a diferentes pH's

Teniendo en cuenta que el compuesto LQM312 es estable en agua tanto en
medio acido como basico, se realiz6 el experimento correspondiente para determinar

los pKa. El compuesto LQM312 se mantuvo soluble en todo el intervalo de pH.

Dentro de los espectros de absorcion aparecen tres puntos isosbésticos. Se
forma un punto isosbéstico en 331 nm entre los espectros que se encuentran en el
intervalo de pH de 1.004 a 6.461 (Grafica 7.6).
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1.2

250 300 350 400 450 500
A(nm)

H —1.004 —1.055 —1.160 —1.221 1.365 —1.423 —1612 —1.775 —1.816 —2.087 —2.337

—24% —2.7%0 —3.03 —3.111 —3416 3578 —3.926 —4.274 —5918 —6.213 —6.461

Grafica 7.6. Ubicacion del primer punto isosbéstico en 331nm. Estos espectros corresponden al
intervalo de pH de 1.004 a 6.213.

En los espectros de absorcién de las soluciones de LQM312 con valores de pH

superiores a 7.0, aparecen dos puntos isosbésticos, en 291 y 396 nm. En la Grafica

7.7 se ubican ambos puntos.

250 300 350 400 450 500
A(nm)

—7.335 —7.502 7.981 8.332 8.425 —8.788 8.957

pH

9.488 —10.124 —10.926 —11.674 —12.173 —12711

Grafica 7.7. Ubicacion de los puntos isosbésticos entre los espectros correspondientes a valores
de pH basicos.
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La importancia de los puntos isosbésticos ubicados entre los espectros de
absorcién es que son un indicio de que existe al menos un equilibrio quimico
relacionado con el intercambio de la particula de la cual se va variando su
concentracion. En este caso, se fue variando la concentracion de ion hidronio (Hs0")
mediante la modificacion del pH del sistema y la presencia de los tres puntos
isosbésticos afirma que el compuesto LQM312 presenta propiedades acido-base de

Brgsted-Lowry.

Sabiendo que el compuesto LQM312 es capaz de intercambiar protones
cuando se encuentra disuelto en agua, es necesario conocer cuantas especies acido-
base se forman y el valor de cada constante de equilibrio acido base (Ka) para
identificar bajo qué condiciones (intervalo de pH, principalmente) predomina cada

una de las especies.

Para conocer el niumero de especies acido-base que forma el compuesto
LQM312 se utilizd el programa TRIANG. El programa TRIANG puede calcular el
nimero de especies que absorben radiacion electromagnética a partir de datos de
absorbancia a diferentes longitudes de onda y sistemas con composicidon quimica
diferente tomando en cuenta el error en la transmitancia (AT) y para datos de
espectrofotometria se toma un intervalo de 0.003<AT<0.01. (Moya Hernandez,
2003) (Gomez Zaleta, 2006).

El programa TRIANG acepta solamente 48 longitudes de onda, asi que se
alimento el programa con los datos de absorbancia de 260 a 506 nm cada 6 nm
teniendo un total de 42 longitudes de onda. Los resultados, a cada valor de AT se

presentan en la tabla 7.1.
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Tabla 7.1. Especies que absorben radiacion durante la valoracion calculadas por el programa
TRIANG a cada valor de AT.

AT Especies
absorbentes.
0.003 4
0.004

0.005
0.006

0.007
0.008
0.009
0.010

w W w w W hr Bh

De acuerdo al calculo realizado por TRIANG, existen tres o cuatro especies
acido base del compuesto LQM312, es decir, que este compuesto es un acido
diprético (H.LQM312%) o un acido triprético (HsLQM3122+),

Para saber el nUmero de pKi's que presenta un compuesto, se realiza la
grafica de la absorbancia en funcién del pH a una longitud de onda fija y en cada

cambio pronunciado en la trayectoria de la curva correspondera a un valor de pKa.

El comportamiento de la absorbancia del LQM312 en funcion del pH (Grafica

7.8) presenta dos cambios acentuados en la pendiente de la curva.

Se aprecia que dichos cambios de pendiente se encuentran alrededor de pH de 2.52

y 8.00. Entre pH de 4 a 6.8 y arriba de 10 la absorbancia se mantiene constante.
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Grafica 7.8. Absorbancia en funcion del pH a diferentes longitudes de onda.

Conociendo los valores aproximados de los pKa del LQM312 se utilizd el
programa SQUAD para refinar estos valores. Para el primer calculo realizado por
SQUAD, se alimentd al programa con un modelo bidonador de protones
(H2LQM312%) y con 24 espectros con 42 datos de absorbancia determinada cada 6
nm de 260 a 506 nm. El resultado emitido por el programa se presenta en la Tabla
7.2.

Tabla 7.2. Resultados obtenidos por el calculo realizado por SQUAD para refinar el valor de los
pKa del compuesto LQM312 para un modelo bidonador.

Equilibrio Log Bto c U
2H' + LQM3,, 2 H,LQM3,, 11.04+0.01
1.3597X102 1.6270X10*
H* + LQM3,, 2@ HLQM3q, 8.428+0.007
Equilibrio PKa
H,LQM3,, 2 HLQM3, + H 2.61+0.02
HLQM3,, 2 LQM3,, + H* 8.42810.007
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De acuerdo al calculo realizado por SQUAD, los pKa del LQM312 son 2.61 y

8.428; Ademas de refinar los valores de las constantes de equilibrio, SQUAD calcula

los coeficientes de absortividad molar de cada especie. Los coeficientes calculados
por el programa para las especies acido base del LQM312, se presentan graficados

en funcion de la longitud de onda en la Grafica 7.9.
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Grafica 7.9. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD.

El comportamiento de los coeficientes de absortividad molar calculados por
SQUAD es muy parecido al que presenta la absorbancia de las especies acido base
del LQM312 ya que en ambas representaciones graficas se presentan tres maximos
alrededor de 300, 392 y 422 nm respectivamente.

A partir de los valores refinados por SQUAD se construyd el diagrama de
distribucion de especies (Grafica 7.10)

61



DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION ACIDA DEL 2,6-BIS(MORFOLIN-4-ILMETIL)-
4-NITROFENOL Y DE LAS CONSTANTES DE FORMACION DE COMPLEIOS CON CU (II).

b H,LQM312+ HLQM312 LQM312-

0.7

0.3

0.2

0.1

0.0

Grafica 7.10. Diagrama de distribucion de especies acido base del LQM312.

La importancia de construir este tipo de graficos es identificar bajo qué
intervalo de pH existe o no el predominio de las especies presentes en el sistema,
es decir, la estabilidad de cada especie. En la grafica 7.10 se observa que la especie
diprética tiene un predominio en pH menores a 2.61; en el intervalo de pH de 2.6086
a 8.428 predomina la especie neutra y en valores de pH por encima de 8.428

predomina la base.

Con las fracciones calculadas de cada especie acido-base del LQM312 vy los
coeficientes de absortividad dados por SQUAD se realizd la simulacion de los

espectros de absorcidn y se compararon con los experimentales (Grafica 7.11).

62



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FES-CUAUTITLAN

1.2

pH
#ss 1,00 —1.00
1.0
sse 2,34 —2.34
sees 3,03 —3.03
5.92 5.92
0.8 see 798 ——7.98
sse 879 —8.79

ees 11.67 —11.67

0.6

0.4

0.2

Grafica 7.11. Espectros tedricos (linea punteada) y espectros experimentales (linea continua).

A pesar de que el ajuste estadistico de los valores refinados por SQUAD es
bueno con respecto a los datos experimentales, en el momento de comparar los
espectros teoricos con los experimentales no es tan preciso como se esperaba. En
la parte donde se observa una mayor desviacién es en los espectros cercanos a pH

neutro.

Por otra parte, se ejecutd el programa SQUAD alimentando al programa con
un modelo tridonador (H3LQM3122%). Para esto se seleccionaron 24 espectros con
42 datos de absorbancia determinada experimentalmente cada 6 nm en un intervalo
de longitud de onda de 260 a 506 nm. Los resultados dados por SQUAD con el

segundo modelo se presentan en la Tabla 7.3.
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Tabla 7.3. Resultados obtenidos por el calculo realizado por el programa SQUAD introduciendo un
modelo tridonador del compuesto LQM312,

Equilibrio Log Bto o V)
3H* + LQM3,, 2 H;LQM33, 18.76+0.05
2H* + LQM3;, 2 H,LQM3,, 16.12+0.05 8.4609X103 5.99180X102
H* + LQM3,, 2 HLQM;4, 08.70+0.02
Equilibrio PKa
H3LQM3%, @ H,LQM3,, + HY 2.60+0.10
H,LQM3,, 2 HLQM3q, + H* 7.4210.07
HLQM3,, 2 LQM3,, + H* 8.70+0.02

De igual manera, se graficaron los coeficientes de absortividad molar de cada

especie acido base calculados por SQUAD en funcién de la longitud de onda. (Grafica
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Grafica 7.12. Coeficientes de absortividad molar de cada especie acido base del compuesto
LQM312 calculados por SQUAD.
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El comportamiento de los coeficientes de absortividad calculados por el
programa con un modelo triprético se asemeja mas que con el bidonador, debido a
que en valores de pH de 6 a 8 se observa con efecto hipocromico y batocrémico,
debido a que el maximo de absorbancia se mueve de 390 a 402 nm. Por otra parte,
en valores de pH de 8 a 12, la banda tiene un desplazamiento hipercromico y

batocromico desde 402 nm a 426 nm.

Teniendo en cuenta los valores de pK, refinados por SQUAD, se construyo el
diagrama de distribucion de especies acido base del compuesto LQM312. (Grafica
7.13).
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Grafica 7.13. Diagrama de distribucion de especies acido base del compuesto LQM312 (modelo
tridonador)

La especie neutra (HLQM312) es un anfolito semiestable ya que la constante
de dismutacion (Kp) es de 0.056. En el diagrama se observa que, a pH de 8, la mayor
fraccion de HLQM312 que puede formarse es de 68.35 %. El resto de las especies

llegan a predominar en diferentes intervalos de pH.
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El modelo tridonador alimentado a SQUAD es el que tiene un mejor ajuste
con respecto a los datos experimentales de absorbancia debido a que la sumatoria
de los cuadrados de los residuales (U) es menor que el del modelo bidonador
(0.05992<0.1627)

Para corroborar el ajuste del modelo tridonador a los datos experimentales
obtenidos, se construyeron los espectros de absorcion tedricos (Grafica 7.14). Para
esto se asume que se cumple la Ley de Beer asi como la de las Aditividades a la
concentracion total de LQM312 de 6X10> M.
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0.4
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260 510

Grafica 7.14. Espectros de absorcion LQM312 a diferentes valores de pH. Tedricos (linea
punteada) y experimentales (linea continua).

En la Grafica 7.14 se comprueba que el modelo tridonador es el que explica
el comportamiento acido-base del compuesto LQM312 porque los espectros
calculados son mas semejantes a los experimentales que los calculados cuando el

modelo propuesto es el de un acido diprético (H.LQM312+).
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Existe una diferencia significante entre los espectros calculados y los
determinados experimentalmente en el intervalo de onda de 330 a 430 nm para los
valores de pH de 1.00 y 2.34, por lo que se realizé el refinamiento de los valores de

los tres pKa pero haciéndolo en dos partes: acida y basica.

Para la parte acida, se alimentd el programa SQUAD con 18 espectros de
absorcién determinados en un intervalo de pH de 1.00 a 6.46 con datos de
absorbancia cada 6 nm desde 260 a 512 nm. Los resultados obtenidos por SQUAD

se presentan en la Tabla 7.4.

Tabla 7.4. Resultados obtenidos por SQUAD para el pKa1 del LQM312,

Equilibrio Log Bto o U
3H' + LQMj3;, 2 H;LQMZ27, 2.630£0.005  9.7910X10° 6.590X10
Equilibrio ) pKa
H3;LQM3f, 2 H,LQM3},, + H* 2.630+0.005

En la grafica 7.15 se presentan los coeficientes de absortividad molar
calculados por el programa SQUAD.
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Grafica 7.15. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD del par conjugado
H3LQM3122+/H.LQM312*.
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La dependencia de los coeficientes de absortividad molar con respecto a la
longitud de onda de la especie H3LQM3122+ y H,LQM312* es muy parecida a las
bandas de absorcién cuando el LQM312 en el intervalo de pH de 1.00 a 5.92

respectivamente. El pKa de este par conjugado es de 2.630.

Por otra parte, se realizd el refinamiento del pKaz y pKas utilizando los
espectros correspondientes al intervalo de pH de 4.00 a 12.17. En este caso, se
alimentaron 16 espectros de absorcidon con 43 datos de absorbancia determinada
cada 6 nm desde 260 nm hasta 512 nm. Los resultados obtenidos por SQUAD se

presentan en la tabla 7.5.

Tabla 7.5. Resultados obtenidos para el refinamiento de los valores del pKaz y pKas del LQM312.

Equilibrio Log Bto o U
2H* + LQM3,, 2 H,LQM3,,  16.086+0.008
5.1793X103 1.4941X102
H™ + LQM3,, @ HLQM;4, 8.69+0.03
Equilibrio pPKa
H,LQM3{, @ HLQM3, + H* 7.39+0.01
HLQM3,, 2 LQM3,, + H* 8.69+0.03

En la Grafica 7.16 se encuentran los coeficientes de absortividad molar
calculados por SQUAD graficados en funcion de la longitud de onda. El
comportamiento de los coeficientes es muy similar a los espectros de absorcion en
el intervalo de pH de 4 a 12.17. En especial, en el efecto que se observa entre los
coeficientes de absortividad molar de los anfolitos (H.LQM312* y HLQM312) ya que
el valor maximo del coeficiente de absortividad molar de la especie diprética se
encuentra en 389 nm mientras que el de la especie neutra, el cual es menor que el
de la primera, esta en 400 nm. Es por esto, que entre el intervalo de pH de 6.0 a
7.5, se observa un efecto hipocrémico y batocrémico en las bandas de absorcion del
LQM312.
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Grafica 7.16. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD para las especies
H2LQM312*/HLQM312/LQM312".

Refinando los valores de los tres pKa del LQM312 por partes, se obtiene un
mejor ajuste del modelo a los datos experimentales, sobre todo en el intervalo de
pH de 4 a 12.17, donde la sumatorio de los residuales al cuadrado da de 0.0015. En
el primer intervalo de pH, en donde se refina el valor del pKai, el valor de U sigue

siendo 0.006. Los pKa del LQM312, refinados en dos partes, son: 2.63, 7.39 y 8.69.

En la Grafica 7.17 se encuentran graficados los coeficientes de absortividad
molar de la especie H.LQM312* dados por SQUAD en cada uno de los refinamientos

de las constantes (zona acida y zona basica).
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Grafica 7.17. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD de la especie H2LQM312+.

En ambos refinamientos, los coeficientes de absortividad molar de la especie
H,LQM312* son practicamente iguales en el intervalo de longitud de onda de 260 a
512 nm. Con los nuevos valores de pKa se construyo el diagrama de distribucion de
especies (Grafica 7.18).
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Grafica 7.18. Diagrama de distribucion de especies acido-base del LQM312.
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Con los valores de pKa refinados en dos partes, la especie neutra, HLQM312)
sigue comportandose como un anfolito semiestable (Kp=0.05) y la mayor fraccion

que puede formarse de ésta es de 69%, fijando el pH en 8.

Por ultimo, se reconstruyeron los espectros de absorcion con los nuevos
valores de pKs refinados y con los coeficientes de absortividad molar dados por
SQUAD en ambos refinamientos (Grafica 7.19).
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Grafica 7.19. Espectros de absorcion de LQM312 6X10-5 M. Las lineas continuas son los espectros
experimentales y las lineas punteadas los espectros tedricos.

Se ajusta mejor el modelo a los datos experimentales cuando el refinamiento
de las constantes de realiza por partes, sobre todo en la zona basica. Tanto la
desviacién y el valor de U son menores que los respectivos cuando se hace el

refinamiento con todos los espectros que abarcan el intervalo de pH de 1.00 a 12.71.
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7.2 Determinacion de las constantes de
formacion LQM312-Cu (II).
Para la determinacidon de las constantes de formacion de los complejos formados
entre Cu?* y LQM312 se impuso un pH alrededor de 6 porque a valores mayores de

pH se forma un precipitado, lo cual complica el estudio por espectrofotometria.

El primer experimento realizado fue el de las variaciones continuas debido a
que es un experimento exploratorio en el cual se forman mezclas de metal ligante
con todas relaciones molares posibles. Los espectros determinados a cada sistema

en el método de Job se presentan en Grafica 7.20.
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Grafica 7.20. Espectros de absorcion determinados a los sistemas del método de Job.
En la Grafica 7.20 se observa que al aumentar la fraccion de Cu (II) la banda
de absorcion sufre un efecto hipercromico hasta la fraccion de 0.18. Después de
esto, la banda tiene un efecto hipocréomico y batocromico hasta llegar a la banda

caracteristica de Cu?*.
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Para realizar la grafica tipica del método de Job, es necesario elegir una longitud
de onda en la cual solamente absorba el complejo que predomine, ademas, de que
se asegura que el sistema sigue la Ley de Beer. En este caso, se eligid la longitud
de 692 nm, que es donde se presenta el maximo de absorbancia entre los espectros
determinados a los sistemas preparados para el método de Job. En la Grafica 7.21
se muestra la dependencia de la absorbancia con respecto a la fraccidon molar de
Cu?+,
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Grafica 7.21. Grafica tipica del método de Job para la formacion de complejos entre Cu (II) y
LQM312.

En la Grafica 7.21 se aprecia que entre el LQM312 y el Cu (II) se puede
suponer la presencia de tres complejos. Las relaciones estequiométricas probables
de los complejos formados son: CuLQM312’, Cu(LQM312),’, Cu(LQM312)3". Se coloca
un apostrofe a los complejos porque el ligante puede encontrarse desprotonado o

protonado.

Por otro lado, en el experimento de relaciones molares manteniendo fija la
concentracion de metal en todos los sistemas se obtuvo un resultado muy

semejante. Los espectros determinados se presentan en la Grafica 7.22.
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Grafica 7.22. Espectros de absorcion determinados de los sistemas de relaciones molares.

En la Grafica 7.22 se observa que al ir aumentando la concentracién de
ligante, la banda de absorcidén se modifica. Los efectos que presentan las bandas
son hipercromico e hipsocrémico. La curva tipica de relaciones molares de trazo
tomando los valores de absorbancia en una longitud de onda de 672 nm debido a

que en ésta es donde se observa la maxima absorcion (Grafica 7.23).
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Grafica 7.23. Grafica tipica de relaciones molares fijando la concentracion de Cu2*.
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Al igual que en el grafico del método de Job, existe la posibilidad de la
formacion de 3 complejos cuya relacién estequiométrica es 1:1, 1:2 y 1:3
(CuLQM312’, Cu(LQM312),’, Cu(LQM312)3").

El tercer experimento realizado fue el de relaciones molares fijando Ia
concentracion de ligante. La concentracion de LQM312 fijada fue de 0.002 M. Los
espectros determinados a los sistemas preparados para este experimento se

presentan en la grafica 7.24.
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Grafica 7.24. Espectros de absorcion determinados a las soluciones preparadas para el método de
relaciones molares.

En la Grafica 7.24 se ve como se va modificando la banda de absorcion
conforme aumenta la concentracion de Cu?*. El maximo de absorbancia se alcanza

en 778 nm. El grafico tipico de relaciones molares se presenta en la Grafica 7.25.
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Gréfica 7.25. Gréfico de relaciones molares fijando la concentracion de ligante.

De acuerdo a la Grafica 7.25, se forman tres complejos entre el ion Cu (II) y
el LQM312. Se detecta la formacién de un complejo en cada cambio pronunciado en
la pendiente de la curva, dichos cambios se encuentran en 0.3, 0.5 y 1.2. Estos
puntos corresponden a los complejos CuLQM312’, Cu(LQM312),’, Cu(LQM312)3".

Teniendo la certeza de que se forman tres complejos mononucleares, se
utilizaron los programas TRIANG, para determinar el niUmero de especies quimicas
que absorben radiacion en el intervalo de longitud de onda elegido, y SQUAD para

refinar los valores de las constantes de formacion de cada complejo.

Para el programa TRIANG se utilizd un intervalo de error en transmitancia de
0.003<AT<0.01. Para el método de Job se utilizaron 16 espectros, para el método
de relaciones molares fijando la concentracién de metal fueron 14 espectros y para
el método de relaciones molares fijando la concentracion de ligante 12. Todos
contenian 47 datos de absorbancia determinados cada 8 nm desde 530 hasta 898
nm. En la tabla 7.6 se presenta los resultados de TRIANG para cada uno de los

experimentos.
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Tabla 7.6. Resultados dados por TRIANG para determinar el niimero de especies que absorben en
el intervalo de longitud de onda de 530<.<898 para los tres experimentos.

Método Relaciones molares Relaciones molares

AT de Job [Cu?*]1=0.002 M [LQM312]=0.002 M
0.003 3 3 2
0.004 3 3 2
0.005 3 3 2
0.006 3 3 2
0.007 3 3 2
0.008 3 2 1
0.009 2 2 1
0.010 2 2 1

En el intervalo de longitudes de onda seleccionado, el Cu?* absorbe, pero el
ligante no. Segun el calculo realizado por TRIANG, para el método de Job y el de
relaciones molares fijando la concentracién del Cu?* existen tres especies que
absorben radiacion en dicho intervalo de longitudes de onda, esto significa que, se
forman dos complejos.

Otro método para determinar el niUmero de especies que absorben
energia UV-Vis es el Andlisis de Componente Principal (PCA). El Dr. Alberto Rojas
realizo el analisis de los datos de absorbancia mediante el método de PCA, para
corroborar los resultados de TRIANG. En ambos métodos, los resultados son los

mismos. El Analisis por PCA de los datos se encuentra en el anexo de este trabajo.

En la tabla 7.7 se presentan los modelos propuestos para que SQUAD

realizara el refinamiento de las constantes de formacion.
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Tabla 7.7. Modelos propuestos para el refinamiento de las constantes de formacion de los
complejos formados entre Cu (II) y LQM312.

No. De
Modelo
equilibrios
) Cu(LQM312)*
Cu(LQM312),
5 CuHLQM?+
Cu(LQM312),
5 CuHLQM3122+
Cu(HLQM312)?*
CuHLQM3122+
3 Cu(HLQM312),%*
Cu(HLQM312)32*

Teniendo en cuenta que se forman de dos a tres complejos, se alimento el
programa SQUAD para refinar el valor de las constantes de formacion de cada
complejo. Para SQUAD, se tomaron 16 espectros para el método de Job, 14 para el
método de relaciones molares a Cu?* fijo y 12 para el de relaciones molares fijan do
la concentracién de ligante. Cada espectro contenia 47 datos de absorbancia

determinada cada 8 nm en un intervalo de longitudes de onda de 530 a 898 nm.

Se propusieron 4 modelos quimicos, teniendo en cuenta el numero de

complejos que se formaban, asi como la protonacién del ligante.

El mejor ajuste se da cuando el ligante se encuentra enlazado a un protdn en
el complejo. La especie predominante de ligante a pH de 6 es H,LQM312* con una
fraccion de 96 %, el restante, es la forma neutra HLQM312 y es la que forma los
complejos con Cu?*. Ademas, el ligante HLQM312 es bidentado ya que los pares de
electrones sin compartir se encuentran en el oxigeno del fenolato y en un nitrégeno
del anillo de morfolina (Figura 7.2). Por lo tanto, el ligante es capaz de formar

estructuras quelato con el metal, dando una mayor estabilidad al complejo.
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Figura 7.1. Especie neutra, HLQM312.

El modelo que presentd el mejor ajuste fue el de tres equilibrios. Los

resultados dados por SQUAD se presentan en la Tabla 7.8.

Tabla 7.8. Resultados obtenidos por SQUAD para un modelo de formacion de tres complejos Cu
(I1)-LQM312.

Método Modelo Log B+o o U
CuHLQM3122* 13.3%0.2
Método de Job  Cu(HLQM312),2* 27.2+0.2 4.1867X10°  1.066X107
Cu(HLQM312)52* 39.2+0.6
CuHLQM3122* 13.79+0.03
Relaciones molares c(HLQM312),* 27.2% 3.6161X103  6.734X1073
[Cu?*1=0.002 M
Cu(HLQM312)32* 38.4+0.5
. CuHLQM3122* 13.5%0.2
Relaciones Molares 1.3225X103  3.631X10°

[LQM312]=0.002 M Cu(HLQM312);>*  27.06+0.06

*Valor fijado en el refinamiento.

La estadistica es buena, ya que el valor de ¢ tiene una magnitud de 103 en
los tres refinamientos ademas de que los valores refinados son muy semejantes. En
el experimento de relaciones molares fijando la concentracién de metal fue necesario
fijar el valor de la constante de formacion del complejo Cu(HLQM312),%* para que

el programa convergiera.

Por otro lado, en el experimento de relaciones molares fijando Ia
concentracion de ligante solo se pudo refinar los valores de las constantes de
formacion de dos complejos: CuHLQM312%* y Cu(HLQM312),’* ya que la
concentracion utilizada de ligante no fue la suficiente para formar el complejo
Cu(HLQM312)3%*.
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En la Grafica 7.26 se presentan los coeficientes de absortividad molar
calculados por SQUAD de cada complejo alimentando al programa con los datos de

absorbancia del método de Job.

Cu(HLQM312),2+
200 =
150
pry
o
©
£
E100
—
w
Cu(HLQM312),2+
50
CuHLQM3122*
o .
530 590 650 710 770 830 890

A(nm)

Grafica 7.26. Coeficientes de absortividad molar de los tres complejos calculados por SQUAD.

Con los valores de las constantes de formacion de los complejos y de los pKa
del ligante se calcularon las concentraciones de cada componente en los sistemas
preparados para el método de Job para asi reconstruir los espectros de absorcién y

compararlos con los experimentales.

Se calcularon las concentraciones al equilibrio de cada componente con ayuda
del programa MEDUSA. El programa calcula la fraccién molar de cada especie en el
sistema en funcidn de la concentracién total de metal o ligante. Posteriormente la
concentracion se obtiene multiplicando la fraccion molar por la concentracion total

de metal o ligante.
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La absorbancia de cada sistema es la sumatoria de la absorbancia de cada
componente que es el producto de su concentracién por el coeficiente de
absortividad molar a cierta longitud de onda y por la longitud de paso 6ptico de la

celda utilizada (1 cm).

En la Grafica 7.27 se muestran graficados tanto los espectros experimentales y los

teoricos.
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Grafica 7.27. Simulacion de los espectros. Los espectros con linea continua son los
experimentales mientras que los de linea punteada corresponden a los espectros tedricos.

En la Grafica 7.28 se muestran los coeficientes de absortividad molar
calculados por SQUAD cuando al programa se le alimentan con los datos de
absorbancia del experimento correspondiente al método de relaciones molares

manteniendo fija la concentracion de metal.
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Grafica 7.28. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD utilizando los datos de del
experimento de relaciones molares fijando la concentracion de Cu (II).

Los coeficientes calculados por SQUAD utilizando los datos de absorbancia del
experimento correspondiente al método de relaciones molares fijando la
concentracion del metal no son iguales a los calculados con los datos del método de
Job. En ambos casos, el coeficiente de absortividad molar maximo se presentan en
682 nm, para el método de Job, éste valor corresponde al complejo Cu(HLQM312)3%*
y para el método de relaciones molares fijando la concentracion de Cu (II) es para
el complejo Cu(HLQM312),%*. A pesar de esto, los espectros tedricos se ajustan a
los espectros experimentales, es decir, el modelo propuesto explica la formacion de

los complejos. (Grafica 7.29).
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Grafica 7.29. Espectros de absorcion tedricos (lineas punteadas) y experimentales (lineas
continuas) correspondientes al método de relaciones molares fijando la concentracion de metal.

Por otro lado, en el refinamiento de las constantes de formacion de los
complejos formados en el método de relaciones molares fijando la concentracién de
ligante, solamente se refinaron los valores de las constantes correspondientes a los
complejos CuHLQM312%* y Cu(HLQM312),*>* debido a que el tercer complejo,
Cu(HLQM312)3** no se forma porque la concentracion de ligante no es lo
suficientemente grande para dar lugar a dicho complejo. En la Grafica 7.30 se
presentan los coeficientes de absortividad molar, en funcion de la longitud de onda,
calculados por SQUAD. En este caso, el coeficiente de absortividad maximo se

presenta en 714 nm y corresponde al complejo Cu(HLQM312),%+.
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Grafica 7.30. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD con los datos de
absorbancia del método de relaciones molares fijando la concentracion de ligante.

Con los valores de los coeficientes de absortividad calculados por SQUAD y
con las constantes refinadas, se graficaron los espectros teoricos y experimentales

sobre un mismo plano (Grafica 7.31).
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Grafica 7.31. Espectros de absorcion teodricos (lineas punteadas) y experimentales (lineas
continuas) Para el método de relaciones molares fijando la concentraciéon de LQM312.
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En los tres experimentos, los espectros tedricos son muy parecidos a los
experimentales. Esto quiere decir que el modelo propuesto de la formacién de tres
complejos se ajusta a lo observado experimentalmente y que los valores de las

contantes de formacion son correctos.

Se construyeron los diagramas de distribucion de especies correspondientes
a los experimentos de relaciones molares utilizando las constantes que tuvieron una

mejor estadistica. Dichas constantes son:

logB1=13.79+0.03
log B2=27.06+0.06
log B3=38.40+0.50

En la Grafica 7.32 se presenta el diagrama de distribucidon de especies de Cu
(I1)"” en funcion del pLQM312’ cuando la concentracion de ion metalico es constante
e igual a 0.002 M. El complejo CuHLQM312%* es semiestable mientras que los otros
dos complejos llegan a predominar: el Cu(HLQM312),2* predomina en el intervalo
1.04<pLQM312'<2.54 y el complejo Cu(HLQM312)32+ a pLQM312’ mayores de 2.75.

Cu?*

Cu(HLQM312),2*
R, Cu(HLQM312),**

0.8

QAey(m)*

CuHLQM3122+

0.2

0.0
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

pLQM312'

Grafica 7.32. Diagrama de distribucion de especies de Cu (II) en funcion del pLQM312'. pH=6
[Cu2*]=0.002 M.
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En la Grafica 7.33 se muestra el diagrama de distribucién de especies de
LQM312 en funcién del pLQM312’ y concentracién de Cu (II) de 0.002 M. A pLQM312
menores a 2.13 predomina la especie diprética del ligante, H.LQM312*, ya que es
la especie acido base que predomina al pH ajustado (6.0). Se observa la formacion
del complejo Cu(HLQM312)3%* en el intervalo de 0<pLQM312<2.58. El complejo
Cu(HLQM312),%* es semiestable y la fraccidbn maxima que se puede formar es de
61% a un pLQM312'=2.4. El complejo CuHLQM312%* predomina a pLQM312’

mayores a 2.73.
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Grafica 7.33. Diagrama de distribucion de especies de LQM312" en funcion del pLQM312'. pH=6,
[Cu2+]1=0.002 M.

En la Grafica 7.34 se muestra el diagrama de distribucion de especies de
LQM312 en funcién del pCu(II)’ cuando la concentracion de ligante se mantiene en
0.002 M. En este se observa que el complejo Cu(HLQM312)3%* no se forma ya que
a pCu(Il)" mayores a 3.15 la especie de LQM312 que predomina es la especie

diprética.
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El complejo CuHLQM3122* tiene una zona de predominio a pCu(II) menores
a 2.65 porque en este valor de pCu(Il) la concentracién de ligante y metal son
iguales. El complejo Cu(HLQM312),%* es semiestable y la fraccion maxima que se
forma es de 50% a un pCu(II)=2.95, que corresponde a la condicion estequiométrica

para la formacién de este complejo.
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Grafica 7.34. Diagrama de distribucion de especies de LQM312" en funcion del pCu(II). pH=6y
[LQM312]=0.002 M.

En la Gréfica 7.35 se presenta el diagrama de distribucion de especies de
Cu(II) en funcion del pCu(Il). En este se observa que el complejo Cu(HLQM312),%*
es la especie predominante a pCu(II) menores a 2.63. El complejo CUHLQM312%* es
inestable, y la mayor fraccidon que se forma es de 43% a pCu(II)'=2.78. El complejo
Cu(HLQM312)3%* se comienza a formar a pCu(II) mayores a 2.95. En el experimento,
el valor maximo de pCu(II)’ al que se llegd fue de 2.40, y es por esto que no se pudo

refinar el valor de la constante de formacion de este complejo.
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Grafica 7.35. Diagrama de distribucion de especies de Cu(II) en funcion del pCu(II)'. pH=6,
[LQM312]=0.002 M.

El compuesto LQM312 forma tres complejos con Cu?* en solucién acuosa y la
especie que actla como ligante es la neutra, HLQM312. En la tabla 7.9 se presentan

las probables estructuras de los tres complejos.
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Tabla 7.9. Estructuras propuestas de los complejos formados entre Cu (II) y LQM312,

Complejo Estructura

CuHLQM3122*

™

\/ o
Cu(HLQM312)2?* {{ A JO} |

/

@,

. ) I /
Cu(HLQM312)32 . \/>| < }
n\— N B \/w ——NO;

\u )
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El 2,6-bis(morfolin-4-ilmetil)-4-nitrofenol (LQM312) es soluble en agua a
concentraciones diluidas y se mantiene asi a cualquier valor de pH.

El LQM312 en medio acido presenta un maximo de absorbancia en 300 nm,
mientras que en medio basico se presentan dos maximos, uno en 277 nm y
el segundo en 423 nm. El cambio en las bandas de absorcién y la aparicion
de puntos isosbésticos son indicios de que al ir variando el pH de la solucién
de LQM312, se presentan diferentes especies acido-base.

Con el programa TRIANG se determind que el compuesto LQM312 puede
formar cuatro especies acido-base: H3LQM3122+, H,LQM312+, HLQM312 vy
LQM312-. En otras palabras, el compuesto LQM312 es un acido triprotico.
Los valores de pKa refinados por SQUAD del compuesto LQM312 son: 2.6304,
7.3919 y 8.6937. De acuerdo a estos valores, la especie neutra, HLQM312,
es un anfolito semiestable; las demas especies llegan a predominar en cierto
intervalo de pH.

Con los segundos valores de pKa y los coeficientes de absortividad molar
calculados por SQUAD se simularon los espectros de absorcion teoricos. La
simulacion de los espectros de absorcidon funciond para corroborar que el
modelo tridonador es el que explica el comportamiento acido-base del
LQM312.

El compuesto LQM312 forma complejos con el ion Cu (II) en medio acuoso.
La especie de LQM312 que actla como ligante, a un pH de 6, es la especie
neutra (HLQM312). Los complejos son: CuHLQM312%+, Cu(HLQM312),%* y
Cu(HLQM312)3%*. Esto se determind por espectrofotometria UV-Visible
mediante los métodos de variaciones continuas (Método de Job) y el de las
relaciones molares.

Los datos de absorbancia de analizaron con los programas TRIANG y SQUAD
y el modelo quimico que tuvo un mejor ajuste (valor de U menor) fue aquel

que explica la formacion de tres complejos.
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e Los valores refinados de logp para los complejos son:
LogB:1=13.7887+0.0317, LogB,=27.2215+0.1660 y LogBR3=38.3908+0.5274
respectivamente.

e La simulacidn de los espectros tedricos corrobora que el compuesto LQM312

forma tres complejos con Cu(II) a un pH de 6.

Perspectivas

Conociendo los valores de pKa del compuesto LQM312, se establece las zonas de
predominio de las especies acido-base de este. Asi, es posible estudiar la actividad
farmacoldgica de cada especie y reconocer cual de las cuatro es la responsable de

la actividad antihipertensiva o de acentuarla.

En este trabajo se llegdé a la conclusién de que el ion Cu (II) forma tres
complejos con el compuesto LQM312 como ligante en medio acuoso cuando el pH
del medio es igual a 6. La actividad bioldgica de éstos complejos puede ser analizada

en solucidon o agregando un agente precipitante para estudiarlo en estado sdlido.
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ANEXOS



A. Método del Analisis de componentes principales (PCA).

El método del Analisis de componentes principales es un analisis factorial consiste
en reducir la dimensionalidad del problema, pero sin perder informacion relevante
del sistema (varianza). El método busca asociaciones entre las variables, tendencias,
retener varianza, etc.

Esto se logra aplicando una técnica matematica que descompone la matriz de
datos en sus componentes principales. Los componentes principales son un conjunto
de vectores que al multiplicarse entre ellos se reproduzca la matriz de datos original.
En la descomposicion de la matriz de datos original se encuentran los scores y los
loadings que son los necesarios para llevar a cabo un andlisis de componentes
principales (Rojas Hernandez, 2012).

Existen tres vias para descomponer la matriz de datos original:

1. Eigenvalores y Eigenvectores.

Un vector v es un eigenvector de la matriz X con un eigenvalor A cuando se
satisface que
VX = AV
Los eigenvalores se encuentran calculando la determinante de la matriz
X—2,=0
Ya que se conocen los eigenvalores, se calculan los eigenvectores.

2. Descomposicion en Valores Singulares.

La matriz de datos originales se descompone en tres matrices:

X=UsvT
Las columnas de VT son los eigenvectores, también llamados loadings (nuevas
variables), S es la matriz diagonal cuyos valores son la raiz cuadrada de los
eigenvalores (Si=V1A); Las columnas de U multiplicadas por Si se llaman
scores y estan relacionados con las muestras.

3. Método Nipals.

Este tercer método descompone la matriz original de datos en dos matrices
X=TpPT
Los primeros componentes principales (CP) explican la mayor parte de la
varianza de los datos (informacion). Es posible retener solamente los primeros CP
para descomponer la matriz de datos y considerar al resto de CP como aleatorios.
La importancia de cada CP viene dada por su eigenvalor. El porcentaje de varianza
asociado a cada CP es:



porcentaje de varianza = 100%,1—1)L
Los CP son ortogonales entre si, por lo que la informacion que da uno de ellos
no se encuentra en ningun otro y van direccionados hacia donde se encuentra la
mayor varianza.

Este método puede ser utilizado para determinar el nUmero de especies que
absorben radiacion a partir de una matriz de absorbancias. Se elige el nUmero de
CP cuando la varianza acumulada es igual a 99.99% o cuando en la representacion
gréfica de los loadings comienza a verse ruido.

Se utiliz6 el método de Analisis de Componentes principales para comparar y
corroborar los resultados de TRIANG en la determinacion del nimero de especies
quimicas que absorben radiacién en el intervalo de longitudes de onda seleccionado.

En la Gréfica 1.1 se muestra los loadings correspondientes a la matriz de
absorbancias de la titulacion acido-base del LQM312.
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Grafica 1.1 Loadings correspondientes a la matriz de absorbancias determinadas en la valoracion
acido-base del LQM312
Para reconstruir la informacién de la matriz de absorbancias de la valoracion
acido-base del LQM312 solo son necesarios 4 componentes, ya que a partir del
quinto loading comienza a aparecer ruido. Ademas, entre 4 y 5 componentes es que
la varianza acumulada es de 99.99% (Tabla 1.1).



Tabla 1.1. PCA para la determinacion de los pKa del LQM312.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Eigenvalores 763.838 125.668  48.359 0.172 0.009

PVarExp 81.428 13.397 5.155 0.018 0.001

PVarAcu 81.428 94.825 99.980 99.999  100.000

Este método confirma que el LQM312 es un &cido triprético y que durante la
valoracion existen 4 especies que absorben radiacién UV-Vis: H3LQM312%*,
HLQM312*, HLQM312 y LQM312".

En la Gréafica 1.2 se muestran los resultados del PCA para la matriz de
absorbancias determinadas a los sistemas preparados para el método de Job para
la formacion de complejos Cu (11)-LQM312.
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Grafica 1.2. Analisis de PCA para el método de Job para la formacién de complejos Cu(l1)-
LQM312.
Para el método de Job, mediante el método de PCA se encuentra que hay tres
especies quimicas capaces de absorber radiacién en el intervalo de longitudes de
onda de 530 nm<A<900 nm, es decir, que, ademas del ion Cu?*, se forman dos
complejos que absorben. En la tabla 1.2 se muestran los valores de varianza
acumulada para cada componente principal.



Tabla 1.2. PCA para los datos de absorbancia del método de Job correspondiente a la formacion

de complejos entre Cu (I11) y LQM312.

PC1 PC2 PC3

Eigenvalores  63.23 2.47 0.03

PVarExp 96.19 3.76 0.05
PVarAcu 96.19 99.95 100.00

En la Gréafica 1.3 se presentan los resultados de PCA para el método de

relaciones molares.
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Gréafica 1.3. Resultados de PCA para el método de relaciones molares. a) Fijando la concentracion

de LQM312 y b) fijando la concentracién de Cu (11).



En el PCA para el método de relaciones molares fijando la concentracion de
ligante, con dos componentes se reconstruye la informacion, es decir, que hay dos
especies quimicas que absorben radiacion en el intervalo de longitudes de onda
elegido. Para el método de relaciones molares fijando la concentracion de metal son
tres las especies que absorben radiacion. Ambos resultados concuerdan con lo
calculado por TRIANG: en relaciones molares fijando la concentracion de ligante se
forma un complejo y cuando se fija la concentracion de metal se forman dos. En la
tabla 1.3 se presenta la varianza acumulada en ambos métodos experimentales.

Tabla 1.3. Resultados de PCA para ambos métodos de relaciones molares en la formacion de
complejos entre Cu (11) y LQM312.

Relaciones molares
a [LOMQ312] fija

Relaciones molares a [Cu?*] fija

PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3

Eigenvalores 4.82  0.03 0.00 Eigenvalores 126.36  0.49 0.01

PVarExp 99.30 0.70 0.01 PVarExp 99.60 0.39 0.01

PVarAcu 99.30 99.99 100.00 PVarAcu 99.60 99.99 100.00

B.Correccion de pH.

Todas las mediciones de pH se corrigieron por la siguiente ecuacion

pHcal - pHexp
pHcal

PHeorr = pHexp + Ef « pHexp

Donde:

PHcorr €S el pH corregido

PHexp €S el pH medido experimentalmente.
pHca es el pH de calibracion (7.0).

Ef es la eficiencia de la celda.

La eficiencia de la celda se determind realizando valoraciones de &cido
perclorico 0.01 M con hidroxido de sodio 0.02 M. Durante la valoracion se midié el
pH y el potencial eléctrico con un pHmetro Metler-Toledo y un electrodo de vidrio



de la marca Hach. Para esto se realiza un ajuste a la ecuacion de Nernst entre el
valor de pHcorr Y €l potencial.

E = -=59.16mV * pH_ o

La eficiencia de la celda del electrodo utilizado fue de 0.0151, por lo que la ecuacién
para corregir el pH es:

PHeorr = pHexp

H,, —pH
+[p cal —PTexp] 00151 « pHox,

pHcal

Vi
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