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RESUMEN

En este trabajo se presenta la determinacion de las constantes de acidez del 4-terbutil-2,6-
bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol o LQM303 (por sus siglas: Laboratorio de Quimica
Medicinal), a dos diferentes temperaturas, 25°C y 37°C, con una fuerza ionica de 0.05M.
Estas determinaciones se llevaron a cabo por dos técnicas experimentales, electroforesis
capilar de zona y espectrofotometria ultravioleta visible. En el caso de la determinacion de

pKa por espectrofotometria a 37°C, la fuerza idnica se impuso a 0.15M,

Se observé que a valores de pH mayores a 7.0 el compuesto LQM303 precipita, por lo cual
no es posible la determinacion del tercer valor de pK, mediante estas técnicas. De acuerdo a
esto se propuso un modelo de dos equilibrios en los ajustes realizados con SQUAD para la

determinacién de las constantes de acidez.

Asimismo, se describe el estudio de formacion de complejos de Cobre-LQM303, mediante
el uso del método de relaciones molares con el cual se determinaron las posibles
estequiometrias de los complejos formados. Como resultado del método de relaciones
molares se encontraron tres posibles estequiometrias, 1:1, 2:1 y 1:2 de Cu-LQM.

Posteriormente se analizaron estas tres relaciones molares fijas en funcién del pH.

Se determinaron las constantes de complejacion, se aplico el andlisis de componentes
principales para conocer cudntas especies absorben diferente en el sistema. A través del
software DATAN se determind que hay entre 5 y 6 componentes principales presentes, 10s
cuales se interpretan como especies quimicas que absorben radiacion electromagnética de
forma diferente. Finalmente se propuso un modelo de 5 especies de Cu-LQM, el cual se
alimentd al programa SQUAD; con los resultados obtenidos se construyeron los espectros
ajustados y al comparar con los espectros experimentales se observa un buen ajuste en la
forma del espectro. Esto es un indicativo de que el modelo propuesto describe el

comportamiento quimico del sistema Cu-LQM303.

Para comprobar el modelo propuesto para la formacién de complejos en medio acuoso, se

realizo un estudio similar utilizando metanol como medio. El intervalo de estudio fue en la

vi



region visible del espectro electromagnético, entre 400 y 800 nm. Se obtuvo practicamente
el mismo modelo, utilizado en medio acuoso. EI modelo se compone de cuatro de las cinco

especies propuestas para medio acuoso.

Como informacidn adicional a este trabajo de tesis se efectud un estudio tedrico mediante la
teoria de funcionales de la densidad, iniciando con un estudio conformacional del LQM303,
posteriormente se determind la estructura de menor energia del compuesto. También se
propone la ruta de desprotonacion del LQM303. En este caso se utilizaron los funcionales
B3LYP y M052X.

Finalmente se trabajo en la determinacion de constantes de acidez del LQM314 (4-Hidroxi-
3,5-bis(morfolin-4-ilmetil)benzonitrilo) mediante electroforesis capilar de zona. Y se
determind el valor de log P entre octanol y agua, mediante el método de extraccion liquido-
liquido. Se concluye con esto que el LQM314 cumple con la regla de Lipinski, log P < 5.

vii
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1.1 INTRODUCCION

La quimica moderna tiene importantes principios teoricos, dentro de los cuales se puede
mencionar aquellos que estdn basados en la observacion de cambios en la estructura
molecular y su efecto producido en el equilibrio acido-base. En farmacologia un tema de
vital importancia es el caracter &cido-base, asi la caracterizacion fisicoquimica de
compuestos que presentan actividad bioldgica incluye la determinacion de sus constantes

de acidez y formacion de complejos con iones metalicos de interés bioldgico [1].

Las propiedades fisicoquimicas de un farmaco condicionan muchos de los procesos de
absorcion del mismo, es por ello que estas propiedades son de gran importancia para la

biodisponibilidad de dicha sustancia.

Algunos factores de los cuales depende el mecanismo por el cual se produce la absorcién
(difusion pasiva, filtracion y transporte activo) y la velocidad a la que se realiza,
comprenden el peso molecular que condiciona el tamafio de la molécula, la liposolubilidad
y su caracter acido o alcalino, que junto con su pK,, condicionan el grado de ionizacion [1].

En la investigacion y desarrollo de nuevas moléculas con principios activos de interés
bioldgico (por ejemplo nuevos farmacos), una de las primeras etapas en esta cadena de
desarrollo es la preformulacion que puede describirse como la fase del proceso de

desarrollo en la que se caracterizan las propiedades fisicoquimicas.

Este trabajo se enfoca en el andlisis de un nuevo compuesto con propiedades
antihipertesivas, llamado comdnmente LQM303 el cual se muestra en la figura 1.1. Este
analisis abarcara la determinacion de algunos parametros de gran interés fisicoquimico,
como son las constantes de acidez y las constantes de formacion de complejos utilizando

como elemento metalico al Cu(ll).
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Figura 1.1. Especie diprotonada del LOM303 (4-terbutil-2,6-bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol) [2]

La realizacion de este estudio es de gran relevancia, ya que el tema de hipertension es de
especial interés debido a la prevalencia de este mal en nuestro pais, por lo tanto el

desarrollo de medicamentos que atiendan estos padecimientos es vital para la sociedad.

1.2 HIPERTENSION

En la actualidad, la salud humana se ve influida en todo el mundo por los mismos factores
como: envejecimiento de la poblacidn, urbanizacion acelerada y generalizacion de modos
de vida insano. Cada vez mas, los paises con economias de primer mundo y paises pobres
se enfrentan a los mismos problemas de salud. Uno de los ejemplos mas notables de este
cambio es que las enfermedades no transmisibles, como las enfermedades cardiovasculares,
el cancer, la diabetes o las enfermedades pulmonares crénicas han superado a las

enfermedades infecciosas como principales causas de mortalidad en el mundo [3].

La hipertension arterial (HTA) es un importante factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares y renales. La mortalidad por estas complicaciones ha mostrado un
incremento sostenido durante las Gltimas décadas. En 2008, en el mundo se habian
diagnosticado de hipertensidn aproximadamente el 40% de los adultos mayores de 25 afios.
En general, la prevalencia de la hipertension es menor en los paises de ingresos elevados

(35%) que en los paises de otros grupos de ingresos [3].

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de aproximadamente 17
millones de muertes por afio, casi un tercio del total [4]. Entre ellas, las complicaciones por

la hipertension causan anualmente 9,4 millones de muertes [5]. La hipertension es la causa

10
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de por lo menos el 45% de las muertes por cardiopatias y el 51% de las muertes por

accidente cerebrovascular.

La HTA afecta a 31.5% de los adultos mexicanos y se encuentra entre las mas altas a nivel
mundial, y cerca del 60% de los individuos afectados desconoce su enfermedad. Aunque el
diagnédstico oportuno ha aumentado en el caso de enfermedades como la diabetes, la
proporcién de individuos con diagndstico oportuno de HTA no ha presentado esta misma

tendencia en los Gltimos seis afios (a pesar de que éste es mas sencillo y no invasivo) [6].

Las consecuencias adversas de la hipertension para la salud son complejas ya que muchos
de los afectados tienen ademas otros factores de riesgo que aumentan la probabilidad de
infarto al miocardio, accidente cerebrovascular e insuficiencia renal. Entre esos factores de
riesgo se encuentran el consumo de tabaco, la obesidad, la hipercolesterolemia y la diabetes
mellitus. El tabaquismo aumenta el riesgo de complicaciones de la hipertension en los
afectados.

En 2008 habia 1000 millones de fumadores en el mundo y la prevalencia mundial de la
obesidad casi se habia duplicado desde 1980. La prevalencia mundial de Ila
hipercolesterolemia entre los adultos mayores de 25 afios era del 39%, y la de la diabetes
del 10% [7].

Alrededor de un 10 a un 15% de los casos de hipertension tiene su causa en enfermedades
como disfunciones renales y desordenes endocrinos y neurogenicos. Este tipo de
hipertensién se denomina hipertension secundaria y, usualmente, puede ser tratada por
métodos directos. El resto de los casos se engloban en lo que se denomina hipertension
primaria, también llamada esencial o idiopatica. Este tipo de hipertension tambien se
caracteriza por la elevacion sostenida de la presion arterial, pero no se acompafan de

ningln signo patolégico, ni esta asociada a un factor etiopatogénico establecido [8].

Los principales efectos de la elevacion en la presion arterial pueden dividirse en: aquellos

que son resultado directo del aumento de presion (hemorragia cerebral, retinopatia,

11
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hipertrofia ventricular izquierda, aneurisma y ruptura vascular), los que resultan de
aterosclerosis (resistencia vascular coronaria, cerebral y renal aumentada) y los resultantes
de un flujo sanguineo disminuido e isquemia (infarto del miocardio, trombosis e infarto
cerebral). Se ha sugerido que el dafio cerebral funcional y la demencia senil pueden ser mas

comunes en personas hipertensas que en individuos normotensos [9].

1.2.1 PRESION ARTERIAL

La presion arterial (BP por sus siglas en ingles) se mide en milimetros de mercurio (mm
Hg) y se registra en forma de un par de ndmeros separados por una linea. El primero
corresponde a la presion arterial sistolica, la méas alta, que se produce cuando el corazén se
contrae. El segundo corresponde a la presion arterial diastdlica, la mas baja, que se produce
cuando el musculo cardiaco se relaja entre un latido y otro. La presién arterial normal en un
adulto se define como una presion sistélica de 120 mm Hg y una presion diastolica de 80
mm Hg. Sin embargo, los beneficios cardiovasculares de la presion arterial normal se
extienden incluso por debajo de esos niveles de presion sistdlica (105 mm Hg) y diastdlica
(60 mm Hg).

La hipertension se define como una presion sistélica igual o superior a 140 mm Hg y una
presion diastdlica igual o superior a 90 mm Hg. Los niveles normales de ambas, sistélica 'y
diastdlica, son particularmente importantes para el funcionamiento eficiente de 6rganos

vitales como el corazén, el cerebro o los rifiones, para la salud y el bienestar en general.

Debido a nuevos datos sobre riesgo de vida, de la hipertension y el impresionante aumento
en el riesgo de complicaciones cardiovasculares asociadas con niveles de la presién arterial
gue antes se consideraban normales, ha introducido una nueva clasificacion por la JNC
(Joint National Committee) que incluye el término "pre-hipertension™ para aquellos con
presion arterial que van desde 120 hasta 139 mm Hg sistdlica y/o diastolica 80-89 mmHg.
Esta nueva designacion pretende identificar a los individuos en los que la intervencion
temprana podria reducir la presion arterial mediante la adopcion de estilos de vida

saludables, y hasta prevenir la hipertension por completo [10].

12
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Tabla 1.1. Clasificacién de la hipertensidn con base en la presién arterial [10].

Categoria de Sistélica / mmHg Diastolica / mm Hg
Prision Sanguinea (por arriba de) (por debajo de)
Normal <120 <80

Prehipertension 120 -139 80 -89
Hipertension (Etapa 1) 140 - 159 90-99
Hipertension (Etapa 2) >160 > 100

De acuerdo con la ecuacion hidraulica, la presion arterial es directamente proporcional al
producto del riego sanguineo (gasto cardiaco, CO) y la resistencia del paso de la sangre por
las arteriolas precapilares (resistencia vascular periférica, PVR):
BP = CO x PVR
En términos fisioldgicos, la presion sanguinea se mantiene en individuos normales e
hipertensos por una regulacién momento a momento del gasto cardiaco y la resistencia
vascular periférica.
1.2.2 TRATAMIENTO

Si la hipertension se detecta pronto es posible minimizar el riesgo de infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular e insuficiencia renal. En algunos casos, los cambios en el modo
de vida no bastan para controlar la tension arterial y son necesarios medicamentos de
dispensacion con receta. Los medicamentos para la tension arterial actdan por diferentes
vias, como la eliminacion del exceso de sal y liquidos del organismo, la disminucion de los

latidos cardiacos, la relajacion y dilatacion de los vasos sanguineos.

No todos los pacientes diagnosticados de hipertension requieren tratamiento farmacolégico,
sin embargo, aquellos con riesgo de moderado a alto necesitaran uno o mas medicamentos
esenciales de estos grupos farmacoldgicos para reducir el riesgo cardiovascular: diuréticos
tiazidicos, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, bloqueantes de los

canales de calcio de accion prolongada, betablogueantes, insulina, estatinas y aspirina.
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1.2.3 FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS

Los farmacos pueden ser solidos a temperatura ambiente, liquidos o gaseosos. A menudo
esta caracteristica determina la mejor via de administracion (intravenosa, intramuscular,
oral, etc.). Muchos farmacos organicos son acidos o bases débiles. Este hecho tiene
implicaciones muy importantes en la forma en que el cuerpo los metaboliza, ya que las
diferencias de pH en los diversos sitios del cuerpo pueden alterar el grado de ionizacion de

tales sustancias [11, 12].

Todos los antihipertensivos actlan y producen sus efectos por interferencia con los
mecanismos normales de regulacion de la presion arterial. Una clasificacion til de tales
agentes los ordena de acuerdo con el sitio de regulacion principal o los mecanismos por los
que acttan. Debido a los mecanismos de accion comunes, los farmacos dentro de cada

categoria tienden a producir una variedad similar de toxicidades [12].

1. Diuréticos. Disminuyen la presion sanguinea sobre todo por agotamiento de la
reserva de sodio corporal. Al principio, los diuréticos aminoran la presion sanguinea

por disminucion del volumen sanguineo y el gasto cardiaco;

2. Agentes Simpaticoliticos. Reducen la presion arterial por decremento de la
resistencia bascular periférica, inhibicion de la funcién cardiaca y aumento de la
acumulacién de sangre venosa en vasos de capacitancia. Estos farmacos se
subdividen de acuerdo a sus sitios de accion en el arco reflejo simpatico: farmacos
simpaticoliticos de accion central, antagonistas ganglionares, antagonistas

adrenérgicos neuronales, antagonistas de los receptores adrenérgicos a y p.

3. Vasodilatadores. Reducen la presion sanguinea por relajacion del musculo liso
vascular, de tal manera que dilatan asi los vasos de resistencia y aumentan tambiéen
en grados variables la capacitancia. Esta clase de farmacos incluye a los
vasodilatadores orales hidralazina y minoxidilo que se usan para el tratamiento

externo de largo plazo de la hipertension; los vasodilatadores parenterales
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nitroprusiato, diazoxido y fenoldopam, que se emplean para tratar urgencias
hipertensivas; los antagonistas de los conductos de calcio que pueden administrarse
en ambas circunstancias; y los nitratos, que se indican sobre todo en la angina de

pecho.

4. Inhibidores de la angiotensina. Farmacos que suprimen la produccion o accién de
la angiotensina y, aminoran la resistencia vascular periférica y el volumen

sanguineo.

1.3 ANTECEDENTES

Desde principios del siglo pasado la busqueda de un farmaco antiarritmico ideal fue de gran
importancia. La quinidina tuvo un papel fundamental como la droga de eleccién para el
tratamiento crénico de arritmias. La relacion entre la accion antimalarial y antiarritmica no
se ha limitado a la quinina y quinidina [13]. A pesar de su popularidad, la quinidina, como
todos farmacos antiarritmicos, tiene varios efectos secundarios dafiinos, méas notablemente

cardiotoxicidad.

La quinidina es un inhibidor de la enzima CYP2D6 del higado, por lo que puede causar un
aumento en los niveles sanguineos de la lidocaina, beta bloqueadores, opioides y algunos
antidepresivos. La quinidina puede también inhibir la glucoproteina P del higado, por lo
que puede causar que ciertos farmacos de acciones periféricas como la loperamida tengan
efectos sobre el sistema nervioso central, tales como depresion de los centros respiratorios

con la administracion conjunta de ambos medicamentos.

Los efectos gastrointestinales de la quinidina incluyen diarrea, nausea y vOmitos
observados en un tercio a la mitad de los pacientes. La intoxicacion con quinidina puede
producir sintomas como tinnitus y cinconismo, caracterizado por dolores de cabeza, sordera
y sintomas de congestion cerebral. La trombocitopenia mediada por quinidina es inducida
por el sistema inmune y puede conllevar a una purpura trombocitica. Fiebre y hepatitis han

sido reportados en raros casos.
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En 1979, un grupo de investigacion en China mientras estudiaban las propiedades
antimalarial de derivados de la febrifuguina, noté a través de ensayos clinicos que la
changrolina era efectiva como agente antiarritmico. Descubrieron que la changrolina
exhibio efectos protectores y terapéuticos significativos contra las arritmias inducidas [14].
En 1982, David M. Stout y su grupo de investigacion del American Hospital Supply
Corporation, McGaw Park, Illinois, retomé esta investigacion sintetizando una serie de
compuestos (derivados estructurales de la changrolina) y probando la existencia de

actividad antihipertensiva [15-17].

Para ello, tomaron como base estructural a la changrolina (figura 1.2), dividiéndola para su
estudio en tres regiones: 1) la region heteroaromatica (quinazolina), 2) la region aromatica
(con el bis (pirrolidinil-metil)fenol), 3) la region que une las dos regiones anteriores.
Comenzaron su investigacion con una modificacion sistemética de cada regioén con el
objetivo de determinar que caracteristica de la molécula era necesaria para tener la
actividad antiarritmica. Encontraron que mientras el bis (pirrolidinil-metil)fenol, base de la
changrolina, parecia ser 6ptima en esta serie, existia una amplia libertad para el sustituyente

heteroarilo para mantener una buena actividad antiarritmica [15-17].

Region 3

Region 1
Region 2

Figura. 1.2. Estructura de la changrolina, tres regiones de importancia para su estudio [15].

El objetivo de esta investigacion era encontrar un nuevo compuesto que pudiera ser usado
como antihipertensivo, que no tuviera efectos secundarios como lo tenian los medicamentos
comercializados en esa época, ya que incluso la changrolina tenia reacciones desfavorables

no deseadas.
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En 2007, el Dr. Enriqgue Angeles y su grupo de investigacion sintetizaron algunos
compuestos que han mostrado tener efectos cardiovasculares. La sintesis de estos
compuestos inicia tomando la molécula de fenol y los anillos de metil-pirrolidina como
requisito estructural para tener los efectos antiarritmicos que mencioné David M. Stout en
su publicacion, y sustituyendo los anillos de metil-pirrolidina por anillos de metil-morfolina
y metil-tiomorfolina, adem&s de probar distintos sustituyentes en la posicién —para del
fenol [2]. En el articulo publicado en 2008, Enrique Angeles y col. [2] presentan cinco
compuestos (Tabla 1.2) de una amplia serie de especies sintetizadas, de las cuales destaca
el compuesto llamado 4-terbutil-2,6-bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol o LQM303 como lo

etiquetaron por simplicidad.

En este trabajo E. Angeles y col. realizan un estudio del efecto hipotensor que tiene cada
uno de estos nuevos compuestos sintetizados, y los comparan con el efecto de Captopril,
Losartan y Omapatrilat (Tabla 1.3), los cuales son farmacos de uso comercial. Las graficas
presentadas en esta publicacion muestran los resultados del estudio efecto-dosis en la
presion sistolica, presion diastolica y presion media de la serie de cinco compuestos
sintetizados y los tres farmacos comerciales. Captopril mostr6 mayor eficiencia y potencia;
el compuesto LQM303 mostré una similitud con Captopril en la presion diastélica y
presion media, pero difieren en la presion arterial sistolica (figura 1.3).

120 4 2F . L
120 4 Presién Arterial Diastélica Presién Arterial Sistélica
100 - 100 4 ‘7‘-?
80 - 807 »
g
T 601 g 601
g o ] e L 517 .
b b
) 40 4 40 4
20 20 4
0 — B S L . : . 04 T — EE- .
0.0001 0,001 0,01 0.1 1 3.1 10 0,0001 0,001 0,01 0.1 1 31 10
Dosis (mg/Kg) Dosis (mg/Kg)
—— captopril - -#- - losartdn —&— omapatrilat —&— LOM301

-0 LOM302 —e— LOM303 —5— LOM304 —o— LOMIDS

—a— captopril - = - losartin —&— omapatrilat—a— LOM301
-o-. LOM30Z —e— LQM303 —=— LOM304 —o—LOM30S

Figura 1.3 Curvas Efecto-Dosis de cinco compuestos tiomorfolinicos, captopril, losartan vy
omapatrilat (farmacos antihipertensivos). La grafica muestra la eficacia y potencia en la presion
arterial sistdlica y diastdlica [2].
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En los resultados finales de este trabajo mencionan que el LQM303 presenta una de las
mejores eficiencias en la reduccidn de la presion sistolica, asi como de la presion diastdlica,

superando a losartan y omapatrilat.

Tabla 1.2. Estructuras presentadas por E. Angeles y col. en European J. of Med. Chem. 43, 486-500
(2008).

Nombre Clave Estructura

OH
4-cloro-2(tiomorfolin-4- N
ilmetil)fenol LQM301 @A
cl

OH
4-terbutil-2-(tiomorfolin-4- N
ilmetil)fenol LQMS302 g
4-terbutil-2,6-bis(tiomorfolin- [N N
1-ilmetil)fenol LOMS303 s ?ﬁ s

@HO;E:QOH
e . N
4,6-bis(tiomorfolin-4- LOM304

ilmetil)1,2,3-bencenotriol

-,

»,

4-[1-(4-Hidroxi-3- O N
(thiomorpholin-4-
ilmetil)phenil)- LQM305 HzC——CH;

1-metiletil]-2-(tiomorfolin-4- S/\
ilmetil)fenol LN O
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Tabla 1.3. Farmacos antihipertensivos comerciales usados en la comparacion con la serie de LQM’s

sintetizados.

HS o
Captopril \/\f o

Losartan

Omapatrilat

Otro de los compuestos sintetizados de esta serie LQM es el 4-Hidroxi-3,5-bis(morfolin-4-

ilmetil)benzonitrilo, mostrado en la figura 1.4, al igual que el LQM303, también exhibe

propiedades antihipertensivas. El principio de sintesis de este compuesto fue la misma que

en el LQM303. Se basé en la region 2 de la changrolina (Figura 1.2), sustituyendo los

anillos de pirrolidina por anillos de morfolina, y teniendo como sustituyente un grupo

nitrilo en la posicion —para del anillo fenodlico. Este compuesto se le llama también

LQM314.

OH
N N
L g
CN
LQM314

Figura 1.4. LQM314 (4-Hidroxi-3,5-bis(morfolin-4-ilmetil)benzonitrilo) [18].
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1.4 CONSTANTES DE DISOCIACION ACIDA

Los procesos de absorcidn, distribucion y eliminacion requieren el paso del farmaco a
través de membranas bioldgicas formadas por una bicapa lipidica. La penetracion de los
farmacos en el organismo ocurre por varios mecanismos, el mas frecuente es la difusion
pasiva en medio acuoso o lipidico. En el caso de acidos y bases débiles, la capacidad para
desplazarse de un medio acuoso a uno lipidico o viceversa dependera de su grado de
ionizacion y de su pK,. Con respecto a los farmacos, la mejor definicién de un acido débil
(Ka/Co < 102®) es el de una molécula neutra que puede disociarse de forma reversible en un

anion y un proton. Por ejemplo, el acido acetilsalicilico:

C,H,0,COOH —— C,H,0,CO00™ + H*
neutra anion proton

Un farmaco que es una base débil puede definirse como una molécula neutra que puede

formar un cation al combinarse con un proton. Por ejemplo, la pirimetamina:

C,H,;,CIN,NH, +H,0 —— C,H,,CIN,NH; + OH~
neutro cation

La proporcion entre la forma liposoluble y la forma hidrosoluble de un &cido o base se
puede expresar mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. La forma del acido débil
unida al proton es la forma neutra (forma no ionizada) méas liposoluble, y difundira
libremente hasta que se equilibre a ambos lados de la membrana. La forma ionizada, por ser
hidrofilica, no pasara. La ley de accion de masas requiere que estas reacciones se desplacen
a la izquierda en un ambiente 4cido y a la derecha en un ambiente alcalino. La ecuacion de
Henderson-Hasselbalch relaciona la proporcion de un acido débil o base débil, con el pK,
de la molécula y el pH del medio [1, 12]:

(Disociada) K _oH
(No disociada)_IO P
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Con base en esta ecuacidn confirmamos que cuanto mas bajo sea el pH con respecto al pKa,
mayor serd la fraccion del farmaco en su forma disociada. Como la forma sin carga es la
mas liposoluble, méas porcentaje de un acido débil se encontrara en la forma liposoluble en
un pH acido, mientras que una mayor proporcién de un agente alcalino estara en su forma

liposoluble en un pH alcalino [12].

Lo anterior explica la importancia de la determinacion de las constantes de acidez de los
nuevos compuestos sintetizados con propiedades antihipertensivas, LQM303 y LQM314.
Los estudios realizados son un paso importante para la caracterizacion fisicoquimica de

estos compuestos con propiedades farmacolégicas.
1.5 COMPLEJOS METALICOS

La formacidn de complejos en disolucidn acuosa puede identificarse por distintos métodos,
de los cuales el ensayo cléasico de modificacion de las propiedades quimicas es solamente
uno de ellos, y no muy confiable, puesto que todas las reacciones tienen constantes de
equilibrio y las pruebas quimicas son solamente una investigacion de los valores relativos
de dichas constantes. Los métodos fisicos (como la investigacion de las propiedades
coligativas, los espectros electronicos o vibracionales, la solubilidad, la conductividad o los
potenciales de electrodo) son pruebas mas fiables y, en circunstancias favorables conducen

a valores de constantes de equilibrio de formacion de complejos [19].

Los ejemplos de complejos que se encuentran al comenzar el estudio de la quimica
contienen un solo ion metalico, el cual se combina con uno o méas ligandos anioénicos o
neutros. Los complejos neutros suelen ser escasamente solubles en agua, pero

frecuentemente son solubles en disolventes organicos.
COBRE.

El cobre es considerado uno de los metales mas nobles de la primera serie de transicion y se
puede encontrar en varios lugares. Su mena mas comun es la calcopirita o pirita de cobre,

CuFeS,, que tiene estructura de la blenda de zinc con los &tomos de este reemplazados la
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mitad por cobre y la otra mitad por hierro; otros minerales son la malaquita,
Cu(OH),(CO0Os), cuprita, Cu,0, etc.

El cobre es un metal blando de color rojizo, es un conductor excelente del calor y la
electricidad, asi como resistente a la corrosién, hay una gran demanda de él como
conductor eléctrico y para tuberias de agua. Se utiliza, también, en varias aleaciones que
son mas tenaces que el propio cobre. El sulfato de cobre (Il) se utiliza mucho como
fungicida. Se encuentran pequefias cantidades de cobre en varias enzimas relacionadas con
reacciones bioquimicas redox. Los compuestos de cobre son también catalizadores de
muchas reacciones inorgéanicas y organicas en la industria. Los estados de oxidacion
relevantes en medios biolégicos son el cobre (1) (sistema d'%) y el cobre (1) (sistema d°)
[19]. La estabilidad relativa de ambos estados de oxidacion en disolucion acuosa viene

determinada por sus valores de potencial:

Cu,, + € = Cu, (E°=0.52 V)

Cu*, + &€ = Cu'y, (E°=0.153 V)

(ac)
de acuerdo con ellos, el proceso de dismutacion o desprotonacion del Cu(l) en agua:

2Cu* ,,, =Cu,, +Cu* (E°=0.37V)

y tiene una constante de equilibrio

2+
K = [CU+ (aC)J _ 100
[Cu (aC)J

lo que indica que, s6lo pueden existir pequefias concentraciones (< 102 M) de CU” a0

debido a su tendencia a dismutarse para dar Cu2+(ac) y el metal libre [20].
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1.5.1 APLICACIONES MEDICAS DE COMPLEJOS METALICOS

Dos de los factores mas importantes en los sistemas bioldgicos son, la estabilidad de los
complejos formados y su alto grado de selectividad por el hecho de que todos los iones
metalicos estdn sujetos a interacciones con ligandos neutros presentes en los fluidos
corporales, esto con el propdsito de almacenamiento, transporte y regulacion de iones
metalicos que son necesarios en distintos procesos metabolicos. Por lo tanto, para que un
ligando sea eficaz en sistemas bioldgicos, o un complejo de metal conserve su integridad en
competencia con los portadores naturales, la estabilidad de dichos complejos debe ser

maximizada [21].

Hay que sefialar que en la eleccion de ligandos, la formacion del complejo casi siempre esta
acompariada por el desplazamiento de protones. Por lo tanto, el hecho de que un ligando
puede tener una muy alta constante de formacién puede ser engafioso si los valores de pKa

del ligando son muy altos:

ML™ +nH" —=—M™ +LH"

Una manera de saber la forma en la cual estara presente un ligando en el pH bioldgico es el
valor de pM, el cual toma en cuenta la constante de desprotonacion del ligando asi como
los efectos de dilucién debido al hecho de que los ligandos y metales en aplicaciones
biomédicas estan presentes a bajas concentraciones. El valor de pM esta definido como el
logaritmo negativo de la concentracion del ion metalico libre, (-log[M]). Se observa en el
equilibrio de arriba que si la concentracion del ion hidronio aumenta, la concentracién del

ion metalico también aumentara (pM disminuye) [21].

Uno de los iones metalicos de mayor interés biomédico es el cobre (Cu?*) debido a que es
un mineral elemental en el cuerpo humano. Su papel primordial lo hace necesario para
asimilar y utilizar el hierro, y que pueda distribuirse adecuadamente a través del organismo.
Ademas, tiene una variedad de funciones importante entre las que se encuentran la
regulacién de reacciones enzimaticas. También se requiere para producir ATP, que es el
tipo de energia que puede utilizar el cuerpo.
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Algunas otras funciones importantes del cobre son [20]:

Interviene en la formacion de hemoglobina, gldbulos rojos y diversas enzimas.
Transporte de O,.
Transferencia de electrones.

Degradacion de superoxido.

R R .

Distintas funciones en el ciclo del nitrégeno.

Desde otro enfoque al igual que otros minerales, la presencia de elevadas cantidades de los
iones metalicos en el organismo provoca ciertos desordenes. El cobre en cantidades
elevadas puede llegar a resultar muy toxico y aunado a ciertos padecimientos que aunque

son poco comunes, pueden llegar a ser muy riesgosos.

La enfermedad de Wilson (EW) o degeneracion hepato-lenticular es consecuencia de una
alteracion congénita del metabolismo del cobre que comienza con una disminucion de su
excrecion biliar y origina una acumulacion progresiva de este metal en practicamente todos

los tejidos del organismo, especialmente en el higado, el cerebro, la cérnea y los rifiones.

La EW esta claramente causada por la toxicidad del cobre, este metal es un potente toxico
celular cuando esta libre, es decir, en forma ionica, por lo que las células se defienden
neutralizandolo mediante su union a proteinas y otros ligandos intracelulares de metales
pesados. Cuando el deposito del metal es excesivo, los mecanismos de defensa fracasan y
se produce daiio tisular. La evolucion de este dafio, sin tratamiento adecuado, es progresiva,

irreversible y fatal [22].

El origen del cobre que se acumula en la EW es la dieta, el balance del cobre en el
organismo se realiza a través de un equilibrio entre absorcion y excrecion. La eliminacion
urinaria del cobre en condiciones normales es insignificante. La EW no tratada provocara
lesiones irreversibles en el higado y/o el cerebro que ocasionaran la muerte de los
pacientes. No obstante, dentro de las enfermedades genéticas raras la EW es tratable.
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Clinicamente se manifiesta como una enfermedad hepatica, una enfermedad neuroldgica o
neuropsiquiatrica, o como una combinacion de ambas. El diagndstico temprano es
fundamental, dado que la lesion que produce en los diferentes drganos es acumulativa [22,
23].

TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento es reducir la cantidad de cobre en los tejidos. Esto se hace
mediante un procedimiento de quelacion, en donde ciertos medicamentos se pueden fijar al
cobre y ayudar a eliminarlo a través de los rifiones o los intestinos [24]. El tratamiento debe
hacerse de por vida.

Se pueden utilizar los siguientes medicamentos:

% La penicilamina se fija al cobre y lleva a un aumento en la eliminacion de este elemento
a través de la orina.

% Latrientina se fija (quela) al cobre e incrementa su excrecién a través de la orina.

% El acetato de zinc bloquea la absorcién del cobre en el tracto intestinal.

También se pueden utilizar los suplementos de vitamina E.

Algunas veces, los medicamentos que quelan el cobre, especialmente la penicilamina,
pueden afectar el funcionamiento del cerebro y del sistema nervioso (funcidn neuroldgica).
Existen otros medicamentos y tratamientos bajo investigacion que se fijan al cobre sin

afectar la funcion neuroldgica.

Se han estudiado algunos complejos de cobre (Cu?*) con ligandos que tienen actividad
antiarritmica, y se ha demostrado que algunas de las propiedades mas importantes de estos
ligandos han mejorado al unirse con el ion metéalico. Por ejemplo, la actividad
antineoplasica de ciertas drogas ha aumentado, y ademas se ha observado que la toxicidad
disminuyé [25-27].
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 OBJETIVOS GENERALES

Determinar los valores de constantes de acidez del LQM303 4-terbutil-2,6-bis(tiomorfolin-
1-ilmetil)fenol mediante las técnicas de espectrofotometria ultravioleta visible vy
electroforesis capilar de zona. Estudiar a través del método de relaciones molares las
interacciones entre cobre (1) y LQM303; determinar las constantes de complejacion de las
especies formadas de Cu-LQM. Asimismo, estudiar mediante célculos teoricos y la teoria
de funcionales de la densidad, el mecanismo de desprotonacion del LQM303. Ademas
usando la técnica de electroforesis capilar de zona, calcular las constantes de acidez del
LQM314 4-Hidroxi-3,5-bis(morfolin-1-ilmetil)benzonitrilo.

1.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar los valores de constantes de acidez del LQM303 mediante electroforesis

capilar de zona

- Determinar los valores de constantes de acidez del LQM314 mediante electroforesis
capilar de zona

- Determinar los valores de constantes de acidez del LQM303 mediante

espectroscopia ultravioleta-visible.

- Construir los espectros UV-vis con ayuda de los programas de computo “SQUAD”

y “MEDUSA”, y comparar con los espectros experimentales.

- Estudio de la formacion de complejos Cu(Il)-LQM303. Aplicar el método de

relaciones molares para proponer una estequiometria de los complejos formados.
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- Aplicar el analisis de componentes principales para determinar el namero de

especies que absorben diferente en el sistema Cu(11)-LQM303.

- Proponer un conjunto de equilibrios valido en SQUAD que describa el

comportamiento quimico de la formacion de complejos.
- Determinacion de las constantes de complejacion Cu(I1)-LQM303

- Construccion de los espectros UV-vis (Cu(ll)-LQM303) a partir de las fracciones

molares obtenidas con MEDUSA y, comparacion con los espectros experimentales.

- Realizar el estudio de formacion de complejos de Cu(l)-LQM303 en medio

metanolico.
- Determinacién de las constantes de complejacién Cu(I1)-LQM303 en metanol.

- Estudio teorico de la ruta de desprotonacion del LQM303 mediante la teoria de
funcionales de la densidad. Usando el funcional B3LYP y el conjunto de funciones
de base 6-31+G(d).

- Estudio teorico de la ruta de desprotonacion del LQM303 mediante la teoria de
funcionales de la densidad, con M052X y el conjunto de funciones de base 6-
31+G(d,p).

- Determinacion del valor de log P para el LQM314 4-Hidroxi-3,5-bis(morfolin-4-
ilmetil)benzonitrilo mediante la técnica de extraccion liquido-liquido.
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AN GRERSIOAS Wironoma meTRoPoLITANA Capitulo 2
2.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1.1 ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA (CZE)

Se utiliz6 un equipo para electroforesis capilar de zona (CZE) de la marca Beckman Coulter
P/ACE MDQ de CZE con detector de arreglo de diodos. A continuacion se mencionan las

condiciones experimentales de trabajo.

TECNICA: CZE (Electroforesis Capilar de Zona)
EQUIPO: “P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System” de Beckman Coulter
INYECCION: hidrodinamica a 1.0 psi/10 s
VOLTAIJE: 20 kV
TEMPERATURA: 25°C
CAPILAR: Silice fundida de 50 um de didmetro interno
Longitud total de 50.2 cm 'y

Longitud efectiva de 40 cm

INYECCION DE LA MUESTRA: En vial de 200 ul se colocaron 20 ul de acetona, 40 ul
de la disolucion de LQM y 140 ul de agua desionizada.

*Cada separacion a cada pH se realizé por triplicado.

ACONDICIONAMIENTO DEL CAPILAR

Antes de cada actividad experimental, al capilar de silice se le realizd un
acondicionamiento que consistio en:

1) lavar con H,O desionizada durante 5 minutos a 30 psi y 25 °C

2) NaOH 0.1 M por 10 mina 30 psiy 25 °C

3) NaOH 0.1 M por 10 min a 30 psi y 40 °C

4) H,O por 10 mina 30 psiy 25 °C

5) buffer por 10 min a 30 psiy 25 °C

29




mc:asa abierta al tiempo |
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Capitulo 2

REACTIVOS

Los compuestos LQM303 y LQM314 fueron proporcionados por el laboratorio de quimica
medicinal (LQM) de la FES-Cuautitlan, el cual esta dirigido por el Dr. Enrique Angeles.

El buffer de trabajo en CZE se prepard con H3PO, (85.2%, Baker), CH3COOH (99.7%,
Latiz) y HBO3 (99.5%, Técnica Quimica). En la preparacion de las soluciones alcalinas se
uso NaOH (98%, Baker). Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada

(18.2 MQ cm) con un equipo Millipore Milli-Q.
PREPARACION DE DISOLUCIONES

En la parte experimental se utiliz6 una disolucion buffer tipo Britton-Robinson a diferente
pH, recordando que este buffer es una mezcla equimolar de acido borico (H3BO3), acido
fosforico (H3PO,) y acido acético (CH3COOH). En un matraz aforado se colocé la cantidad
necesaria de cada &cido para obtener una concentracion de 0.05 M. El pH de esta solucion

es aproximadamente 1.9. El anlisis se realiz6 sin imponer la fuerza ionica.

La segunda disolucion fue Hidréxido de Sodio 0.5 M que sera la base fuerte con la cual
ajustaremos el pH deseado. La solucion de hidroxido de sodio se valor6 con Ftalato acido
de potasio (estandar primario), utilizando como indicador fenolftaleina al 1%.

Se prepar6 la solucion stock del compuesto LQM303. Para esta solucién se disolvieron 5
mg de la muestra (LQM303) en 500 uL de HCI 1.0 M y se afor6 con agua desionizada en
un matraz de 5 mL. Asi, se tiene una solucién [LQM303] = 2.6x10™ M.
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2.1.2 PARTE EXPERIMENTAL ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Para la determinacion espectrofotométrica de las constantes de acidez del LQM303 4-
terbutil-2,6-bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol se utilizd6 un equipo Perkin-Elmer, modelo
Lambda 950 UV-Vis, con una celda de cuarzo de 1 cm de longitud de paso Optico.

1) T= 25°C; 1 = 0.05 M. En la parte experimental se realizo la valoracion de una solucion
de LQM303 disuelto en HCI 0.1 M. La solucidn stock de LQM303 se prepar6 disolviendo
5 mg en 50 mL de HCI 0.1 M. Se utilizé como valorante una solucién de NaOH 0.1 M. Se
valoro una alicuota de 30 mL de la solucion stock. Esta valoracion se llevo a cabo en una
celda termostatada con agitacion constante. Para cada adicion de NaOH se obtuvo el
espectro UV-vis correspondiente y el valor de pH. Los espectros de absorcion se obtuvieron
en un intervalo de longitud de onda entre 220 y 360 nm.

2) T=237°C; 1 =0.15 M. La solucién de trabajo del LQM303 se prepar6 disolviendo 10 mg
en 100 mL de HCI 0.01 M. Esta solucién tiene una concentracion de 2.6x10™“ M. Se usa
NaOH 0.01 M como valorante. En ambas soluciones se impone la fuerza idnica agregando
la cantidad necesaria de NaCl para tener una concentracion total de Na* de 0.15 M. Esta
valoracion se llevd a cabo en una celda termostatada Pirex con agitacién constante. Se
obtuvo el espectro UV-vis para cada adicién de NaOH en el intervalo de longitud de onda
entre 200 y 500 nm.

Los valores de pH se midieron con un potenciometro PHM240 (+ 0.001 de resolucion)
equipado con un electrodo de pH combinado Radiometer Analytical Ag/AgCIl pHC3001-8.

El pH de la solucién se corrigio por eficiencia de la celda con la ecuacién siguiente:

_pH

pHcorregido = pHobservado +|: pHcaIibracion observado :| Ef (1)

pH calibracion

Ef es un parametro empirico relacionado con la eficiencia potenciométrica de la celda que
tienden a cero, mientras que la eficiencia de la celda tienden a 100% [28]. Wescott y Bates
propusieron un método para el pH adecuado, que da resultados similares a la ecuacion 3
[29, 30].
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2.1.3 ESTABILIDAD DEL LQM303

En general, el compuesto LQM303 pretende ser catalogado en un futuro como farmaco, por
lo cual necesita cumplir con ciertas caracteristicas basicas. Una de estas caracteristicas es la
estabilidad, la cual se define como la capacidad de un producto farmacéutico para conservar
sus propiedades fisicas, microbioldgicas y biofarmacéuticas dentro de limites especificados,
a lo largo de su tiempo de conservacion. A continuacién se mencionan algunas

caracteristicas sobre estabilidad en medicamentos.

El término estabilidad aplicado a un medicamento se refiere a la capacidad de éste para
mantener sus caracteristicas originales. El objetivo fundamental de los estudios de
estabilidad es conseguir por un lado un tiempo de vida util grande, y por otro poseer un

conocimiento estadisticamente valido de la fecha de vencimiento.

Por otra parte, en la alteracion de un medicamento se pueden tener tres tipos de
inestabilidad [31]:

a) Inestabilidad fisica.- sucede cuando se alteran las caracteristicas fisicas de las
formas farmacéuticas. Son ejemplos de este tipo de inestabilidad, el aumento de
tiempo de desintegracion de comprimidos, la pérdida de efervescencia de
comprimidos efervescentes, el aumento de la temperatura de fusion de supositorios,
la separacion de dos fases en una emulsién, la modificacion de color de unas
grageas, entre otros.

b) Inestabilidad biologica.- se presenta cuando se forman gérmenes microbianos
(bacterias, hongos, levaduras) en el seno de un medicamento. La alteracion del
medicamento por esta via puede conducir a un aumento de la toxicidad e
intolerancia local.

¢) Inestabilidad quimica.- sucede cuando se produce la degradacion de un principio
activo a través de una reaccion quimica, con la consiguiente disminucion de su
concentracion en el medicamento y aparicion de productos de descomposicion. Las
vias por las que transcurre la inestabilidad quimica son: hidrdlisis, oxidacion,

fotélisis, isomerizacion, etc.
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Como se menciond anteriormente, existen varios aspectos que deben tomarse en cuenta
para considerar a un compuesto como estable, en nuestro caso, la inestabilidad quimica sera
nuestro punto de interés ya que de esto dependera que tan factible sea obtener las

propiedades fisicoguimicas del LQM303.

El hecho de que el LQM303 sea estable quimicamente en el tiempo nos da la posibilidad de
tener resultados mas confiables. Ya que la inestabilidad transcurrira muy lentamente
permitiendo el analisis, con la certeza que no estd ocurriendo una degradacion del
compuesto. Lo anterior se concluye debido a que la sefial espectrofotométrica que tiene el
LQM303 no se modifica significativamente, ni la forma del espectro UV-vis, ni la

concentracion inicial en un intervalo de tiempo mayor a 138 h.

Tabla 2.1. Absorbancia del LQM303 a través del tiempo.
Las soluciones de trabajo estan en medio acido de HCIO, 0.1 M.

No. A (286nm)  tiempo (min) tiempo (h) %RI’E(:Iror
1 0.7447 0 0.00 0.00
2 0.7477 10 0.17 0.40
3 0.7473 20 0.33 0.35
4 0.7479 30 0.50 0.43
5 0.7513 40 0.67 0.88
6 0.7523 50 0.83 1.02
7 0.7513 60 1.00 0.89
8 0.7459 70 1.17 0.16
9 0.7475 80 1.33 0.37
10 0.7524 142 2.37 1.03
11 0.7525 201 3.35 1.04
12 0.7614 561 9.35 2.25
13 0.7661 2001 33.35 2.87
14 0.7727 2613 43.55 3.76
15 0.7788 2631 43.85 4.59
16 0.7749 8316 138.60 4.06
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En la tabla 2.1 se muestra el porcentaje de error relativo sobre los valores de absorbancia
medidos. Con estos valores se puede ver que el méximo error cometido, en un tiempo de
138 h, es menor al 5%. Lo que asegura un amplio intervalo de tiempo después de
preparadas las soluciones de trabajo del LQM303. En las figuras 2.1y 2.2 se presentan los
valores de absorbancia para una solucion de LQM303 en medio &cido, la cual se monitoreo
a través de tiempo, sin notar un descenso significativo de la absorbancia. La figura 2.1
corresponde a un intervalo de tiempo hasta 180 minutos. En la figura 2.2 se tienen valores

de absorbancia tomados para la solucién de LQM303 en un intervalo de 0 a 138 horas.

0.9

0.8 A
.D.i§§§oi §

0.7

Absorbancia

0.6 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : :
0 20 40 60 80 100 120 140 160
tiempo/min

Figura 2.1. Absorbancia en funcion del tiempo (minutos) del LQM303 en HCIO, 0.1 M.

0.9

0.8 -

0.7 A

Absorbancia

0-6 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

tiempo/h

Figura 2.2. Absorbancia en funciéon del tiempo (horas) del LQM303 en HCIO, 0.1 M.
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2.2 MODELO QUIMICO PARA EL CALCULO DE pKa

Hay algunas propiedades fisicoquimicas o respuestas a una perturbacion que, en
condiciones controladas, tienen un comportamiento lineal con la concentracion de las
especies que los producen. Si las especies estan relacionadas a través de un equilibrio
quimico rapido o de un cambio cinético, la respuesta general puede ser entendida como la
media ponderada de la contribucién de todas las especies presentes, con un peso igual a la
fraccion molar de las especies. Por ejemplo, si tenemos un sistema triprético relacionado

con los equilibrios de formacion:

L'+ H" = HL B,
L +2H" = H,L" B,
L +3H" =H,>* g,

Los cuales corresponden a los equilibrios sucesivos de disociacion acida

HL* =—=H,L'+H"  pK,
HLU=—HL+H"  pK,,
HL—=—L +H" PK 5

en donde se definen las especies de LQM como:

H,L?* H,L* HL L

Sabemos que la ecuacion de la fraccion molar de la especie L depende de la concentracion
de pH, entonces tenemos:

c_ (4]
"~ [L]+[LH]+[LH,]

)
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A partir de la ecuacién (2) encontramos la fraccion molar de cada especie del LQM, la cual

se representa en las siguientes ecuaciones.

f,= sz[EL :
(LT |2 p[H J+a[H T+a[H T @)

En donde [L'] representa la suma de las concentraciones de las especies presentes en el

sistema.
= =iy = 1A
f=f,.= [TEL]} = fuB,[H"] ()
=t = = a0 ]

Asi, la fraccion de la especie dada por las ecuaciones 3 y 4 representan el peso (o
contribucion) en la media ponderada de alguna propiedad. Para este caso, se espera tener

cuatro contribuciones correspondientes a cada una de las especies presentes.

Inicialmente en una hoja de calculo de Excel, se construye un modelo tedrico que describe
el comportamiento de la movilidad electroforética en funcion del pH, tomando en cuenta la
contribucion de cada especie del LQM a la movilidad efectiva [32] tenemos la siguiente

ecuacion que define la movilidad electroforética efectiva del LQM303:

u.=u_f_+uy f, +Uy, szu Uy e fH3L2+ (5)

En la ecuacidén 6 se presenta la forma general de expresar la ecuaciéon (5) tomando en

cuenta que la movilidad electroforética de una especie neutra es cero:
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UL_ +U

10( PKaz +PKa3—2pH) +u 10( PKar+PKaz +PKa3—3pH )
u. = H,L* H,L?*

L 1 4+ 10( pKa3—pH ) + 10( PKa2+PKa3—2 pH ) + 10( PKa1+PK, 2+ PKy3—3pH )
(6)

Finalmente con la ecuacion 6 construimos el modelo de movilidad electroforética en
funcién del pH. En la figura 2.3 se observa el comportamiento de la movilidad
electroforética de un acido triprotico. En este caso se utilizaron valores de pK, para el
compuesto LQM351, estos valores estan reportados en la tabla 3 del articulo de Islas-

Martinez y col [28].

4.0

Mesr X108[mM2\V1s1]

2.0 - pH

—movilidad

Figura 2.3. Curva tedrica de movilidad como funcién de pH. En el modelo se utilizaron los valores
de pKa;=5.577, pKa,=9.351 y pKa;>12; los cuales son mencionados en el articulo de Islas-Martinez.

2.3 MODELO ESPECTROFOTOMETRICO

Para esta determinacion se propone un modelo tedrico basado en la ley de Beer-Lambert y
la ley de aditividad que son el fundamento de nuestro andlisis. En este caso se toma en
cuenta la contribucién de cada especie presente de LQM303. Asi, la absorbancia del

sistema, a una longitud de onda (A") y longitud de paso 6ptico dados (1):
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A=A+ AL A+ A

A =g HL [+l H L |+ el I[HL]+ e[ L |

AW =g E [L]+ eI, [L ]+ elI, [L ]+ eI, [ L]

H,L*

(e e el

Asi, de manera analoga a la seccidn anterior, la ecuacion 7 demuestra que la absorbancia o
el coeficiente de absortividad molar de L puede ser escrita como la media ponderada de las
fracciones molares de todas las especies del sistema. En base a lo anterior se grafica la
absorbancia medida a cierta longitud de onda A® en funcién del pH. Para esto se construyé
una hoja de calculo utilizando las ecuaciones 3, 4 y 7. En esta hoja de calculo se pueden
modificar los valores de pK,, asi como los coeficientes de absortividad molar de cada

especie presente en el sistema y la concentracion inicial del compuesto, figura 2.4.

pg - £ |
4 A B c D E F G H ] [ K L [ N o P a
1 Hal® =1 Hyl*+ H® pKal = 4.85 Kal= 1.413E-05 L+ 30 = Hal® log f3= 2225 B£3= 1778622
B H,L = HL+H* pKa2=7.0 Ka2 = 1.00E-07 U+2H = Hal' log f2= 174 B2= 25128417
3 HL L= L+H pKa3 = 104 Ka3 = 3.981E-11 LU+H S HL log f1= 104 £1= 2512E+10
4 [LOM303]= 129604 M
s f= 10 m
6 fo f1 iz iz coef. de absortividad M em™]
2] 286
7 pH [H+] HL Hil* HaL? A, pHexp | AT g ¥ e=1 52500
8 10 1000E-01 5623620 1412E-10 1412604  9.999E-01 07 1158 0784744 Hl'  e=2  5000.0 :‘
1

9 12 6.310E-02 2.238E19 3.547E-10 2.238E04  9.998E-01 07 1434 0726278 HL  e=3 10000
10 14 3.981E-02 BO09E19 E.909E-10 3.547E04  9.996E-01 07 1764 0.695004 - e=4 00
1 16 2512602 3.546E-18 2.237E-09 5.620E04  9.994E01 07 2173 0676914 i ,
12 18 1.5856-02 1411E17 5.618E-09 B8.905E-04  9.991F-01 07 2.497 0672710 Absorbancia en funcién del pH
13 20 1000E-02 5615E-17 1411F-08 1411E03  9.986E-01 07 2.809 0671132 08
14 22 6.310E-03 2234E-16 3.540F-08 2234E-03  9.578E-01 07 3.060 0.669579 07
15 24 3981F-03 B.881F-16 8.881F-08 3536603  9.965E-01 07 3.223 0.668806 08
16 26 2512E-03 352815 2.226E-07 5592603 9.544E-01 07 3.485 0.668777
17 28 1585E-03 1400E-14 5.574E-07 B.834E03  9.512E-01 07 3713 0.669570 g 05
18 3.0 1000E-03 5545E-14 1393E-06 1393602  9.861F-01 07 4134 0667382 5 04
19 32 6.310E-04 2.190E-13 3.470E-06 2190E02  9.781F-01 07 4970 0.663561 £ os Al Tot
20 34 3981F-04 B.607E-13 8607E-06 3427602  9.657E-01 07 6.296 0.657088 = o2 w
21 36 2512E-04 3359E-12 2.119E-05 5324E02  9.467E-01 07 6.484 0528146
22 38 1585E-04 1297E-11 5.163E-05 B8.183E02  9.181F-01 07 6.838 0.407680 01
23 40 1000E-04 4.927E-11 1238E-04 1238601  B761E-01 07 7.283 0236573 00
24 a2 6.310E-05 1829E-10 2.898E-04 1829E-01  B.168E-01 07 8934 0132739 1 2 3 4 5 § 7 8§ 8 10 11 12 13
25 24 3.981E-05 6.574E10 6.574E-04 2617601  7.376E01 07 9518 0.118310 oH

2.268E-09 3.5094E-01  6.391E-01 07 9.990 0.101268

I4 Ak N Modelo pectrofotometrlco{ So\ubmdad Hojal Hoja2 , Hoja3 , Notas .~ Desc .~ °J

Figura 2.4. Hoja de célculo de Excel para el modelo espectrofotométrico de un sistema triprotico.
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2.4 DETERMINACION DE pK, POR CZE

A continuacion se presenta el calculo de los valores de pK, del LQM303, 4-terbutil-2,6-
bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol, por electroforesis capilar de zona (CZE). También se
presentan los resultados para la determinacion de las constantes de acidez del LQM314, 4-

Hidroxi-3,5-bis(morfolin-4-ilmetil)benzonitrilo.
2.4.1 CONSTANTES DE ACIDEZ LQM303 (T =25°C; 1 =0.05 M)

En la tabla 2.2 se presenta la serie de soluciones de trabajo preparadas con el buffer

Britton-Robinson.

Tabla 2.2. Valores de pH medido experimentalmente para las soluciones buffer utilizadas.

Solucion PHexo Solucién PHexo
1 3.520 7 5.107
2 3.907 8 5.390
3 4.072 9 5.621
4 4.343 10 6.040
5 4.582 11 6.502
6 4.870 12 7.013

Se obtienen los electroferogramas figuras 2.5y 2.6, y se determina el tiempo de migracion
a cada pH. En las figuras se observan dos sefiales, una perteneciente al LQM y la otra sefial
del marcador de flujo electroosmético (acetona). El primer pico que aparece en un menor
tiempo de migracion corresponde a la especie cationica del LQM303. El segundo pico
corresponde al marcador de flujo. A medida que aumenta el pH, la movilidad
electroosmética también aumenta, debido a esto, los tiempos de migracién son menores Si
nos desplazamos hacia valores de pH basicos. Es importante recordar que no se trabajo con

valores de pH mayores a 7 debido a la formacion de un precipitado.
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—pH=3520

UA —pH =3.907
pH 4.870-3520 —pH=4343

— —pH=4582

pH =4.870

0 2 4 6 8 10 12 14
tiempo / minutos

Figura 2.5. Electroferograma del LQM303 de la primera repeticion del estudio por triplicado.

‘ pH 7.013 - 5.390
Rkt
—pH=5.390
UA —pH=5621
pH = 6.040
—pH =6.502
—pH=7.013
NT— et
2 25 3 35 4 45

tiempo / minutos

Figura 2.6. Electroferograma del LQM303 para la primera repeticion del estudio por triplicado.

En la tabla 2.3 se presentan los tiempos de migracion de las especies de LQM; la tabla 2.4
contiene los tiempos de migracion del marcador de flujo (acetona). Estos tiempos
corresponden al punto de absorbancia méxima a una longitud de onda de 264nm,
recordando que se realizé un estudio por triplicado para comprobar la repetibilidad de los
resultados. Como se observa en las tablas 2.3 y 2.4, dicha repetibilidad es baja a valores de
pH acidos ya que el flujo electroosmotico en estos puntos es bajo debido a la baja

ionizacion de los grupos silanol que recubre la superficie del capilar (ver Apéndice B).
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Tabla 2.3. Tiempo de migracién (en minutos) del LQM303 a diferente pH.

Soln. pH tm1 tm 2 tm3
1 3.520 3.554 3.767 3.892
2 3.907 3.492 3.521 3.538
3 4.072 3.408 3.392 3.396
4 4.343 3.213 3.192 3.175
5 4.582 3.079 3.046 3.021
6 4.870 2.933 2.896 2.888
7 5.107 2.892 2.854 2.838
8 5.390 2.792 2,771 2.758
9 5.621 2.746 2.725 2.725
10 6.040 2.738 2,717 2.704
11 6.502 2.742 2.704 2.692
12 7.013 2.917 2.904 2.892

Tabla 2.4. Tiempo de migracién (en minutos) del marcador
de flujo electroosmético (acetona).

Soln. pH teo1 teo2 teo3
1 3.520 8.854 10.509 11.638
2 3.907 8.742 9.063 9.188
3 4.072 7.958 7.917 7.921
4 4.343 6.508 6.354 6.379
5 4.582 5.642 5.529 5.467
6 4.870 4.804 4.713 4.696
7 5.107 4.358 4.292 4.263
8 5.390 3.833 3.808 3.796
9 5.621 3.646 3.617 3.608
10 6.040 3.454 3.425 3.400
11 6.502 3.308 3.279 3.279
12 7.013 3.217 3.213 3.208
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Capitulo 2

En seguida se calculan las movilidades, aparente (usp) Yy electroosmotica (Ueo), para cada

tiempo de migracion, y se obtiene el promedio de los tres valores de movilidad a cada pH.

Estas movilidades se calculan sustituyendo los tiempos de migracion en las siguientes

ecuaciones.

movilidad aparente:

movilidad electroosmética :

Lq : longitud efectiva del capilar (del “inlet” al detector)

L:: longitud total del capilar

tm: tiempo de migracion
teo: tiempo de migracion del flujo electroosmotico

V: voltaje aplicado en la separacién

Tabla 2.5. Movilidad aparente para el andlisis por triplicado. Las dos columna a la derecha

[m]
[m]
[s]
[s]
[V]

corresponden al valor promedio de la movilidad aparente y su desviacién estandar.

Solucioén 1Uap 2Ugp aUap Uap (promedio) ~ Desviacion Est.
1 4708E-08  4.442E-08  4.300E-08 4.483E-08 2.072E-09
2 4.792E-08 4.753E-08 4.730E-08 4.758E-08 3.144E-10
3 4909E-08  4.934E-08  4.928E-08 4.924E-08 1.255E-10
4 5.209E-08  5.243E-08  5.270E-08 5.241E-08 3.082E-10
5 5.434E-08  5.494E-08  5.539E-08 5.489E-08 5.262E-10
6 5.704E-08  5.778E-08  5.795E-08 5.759E-08 4.819E-10
7 5.787E-08  5.863E-08  5.897E-08 5.849E-08 5.652E-10
8 5.994E-08  6.039E-08  6.066E-08 6.033E-08 3.658E-10
9 6.094E-08  6.141E-08  6.141E-08 6.125E-08 2.690E-10
10 6.113E-08  6.159E-08  6.188E-08 6.153E-08 3.805E-10
11 6.103E-08  6.188E-08  6.217E-08 6.169E-08 5.894E-10
12 5.737E-08  5.762E-08  5.787E-08 5.762E-08 2.480E-10
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Tabla 2.6. Movilidad electroosmatica para el analisis por triplicado. Las dos columnas a la derecha
corresponden al valor promedio de la movilidad electroosmética y su desviacién estandar.

Solucién 1Ueo 2Ueo 3Ueo Ueo (promedioy ~ Desviacion Est.
1 1.890E-08 1.592E-08 1.438E-08 1.640E-08 2.297E-09
2 1914E-08  1.846E-08  1.821E-08 1.861E-08 4.805E-10
3 2.103E-08  2.114E-08  2.113E-08 2.110E-08 6.094E-11
4 2571E-08  2.633E-08  2.623E-08 2.609E-08 3.344E-10
5 2.966E-08  3.026E-08  3.061E-08 3.018E-08 4.805E-10
6 3.483E-08  3.551E-08  3.563E-08 3.532E-08 4.322E-10
7 3.839E-08  3.899E-08  3.926E-08 3.888E-08 4.420E-10
8 4.365E-08  4.394E-08  4.408E-08 4.389E-08 2.195E-10
9 4590E-08 4.627E-08  4.637E-08 4.618E-08 2.503E-10

10 4.844E-08  4.886E-08  4.921E-08 4.884E-08 3.862E-10
11 5.058E-08  5.103E-08  5.103E-08 5.088E-08 2.597E-10
12 5.202E-08  5.209E-08  5.215E-08 5.209E-08 6.756E-11

movilidad efectiva :

Uy = uap —u

eo

calcular la movilidad efectiva del LQM303 (tabla 2.7) mediante la siguiente ecuacion.

Tabla 2.7. Valores finales de movilidad efectiva para el LQM303 a T=25°C.

Solucién  pH Uer B acion
1 3520  2843E-08  4.369E-09
2 3907  2898E-08  7.949E-10
3 4072 2814E-08  1865E-10
4 4343 2631E-08  6.4256-10
5 4582 2471E-08  1007E-09
6 4870  2227E-08  9.141E-10
7 5107  1961E-08  L1O007E-09
8 5300  1644E-08  5.852E-10
9 5621  1507E-08  5.193E-10
10 6040  1269E-08  7.666E-10
11 6502  1081E-08  8.491E-10
12 7013  5531E-09  3.156E-10
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Se realiza una comparacion de los resultados experimentales con el modelo presentado en
la seccion 2.2 con el objetivo de comprobar la validez del modelo. En este modelo,
construido en una hoja de calculo de Excel, se iteran los valores de pK, con el objetivo de
hacer coincidir el comportamiento de la curva tedrica con los datos experimentales. De esta
forma, mediante un ajuste grafico podemos obtener las constantes de acidez del compuesto

LQM303. Los valores resultantes de este ajuste se presentan en la tabla 2.8.

Tabla 2.8. Resultados del ajuste propuesto (ec.5) con la hoja de calculo de Excel.

PKai Uetri /10 m?Vv1s?
H3L2+ ﬁ H2L+—1—H+ 4.85
H,L' =2 HL+H" 7.10
No determinable por CZE
Hal?* 3.10
HoL* 1.21
HL 0.00

La curva de movilidad electroforética en funcion del pH descrita por la ecuacién 5 (seccion

2.2) y los datos experimentales se presentan en la figura 2.7.

I I
2, :
9 _ :
| 4.85 1 7.10
§\§ |
= 9 | . 3
g 2 BN |
E %\ i
5 L
C N
QL \\1
o q\\
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ DL TP
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 2.7. Curva de movilidad del LQM303, la linea punteada muestra el comportamiento del
modelo descrito por la ecuacidn 5. Los puntos pertenecen a la movilidad efectiva del LQM
calculada experimentalmente.
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Con los valores propuestos en la tabla 2.8 para el pKa, pKa Y, con la definicion de
fracciones molares se construye el diagrama de distribucion que se muestra en la figura 2.8.

10 T
08t
F
r
2 067
c HL
T o041 —H,L
0 H, L%
02+
0.0 :
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
pH

Figura 2.8 Diagrama de distribucién para un acido triprético con:
PKa1= 4.85, pK;;=7.10 y pKaz >> 12.

En los parrafos anteriores se describi6 es una forma sencilla de estimar los valores de pK; a
través de un ajuste visual en una hoja de calculo. Ahora para una determinacién con una
mayor exactitud de los valores de pK, se realizd el refinamiento de datos experimentales
con el programa de computo SQUAD [33]. En la tabla 2.9, se reportan los valores de las

constantes de acidez y su respectiva incertidumbre obtenidos de este ajuste.

Tabla 2.9. Valores de pK, y movilidad efectiva (u.g) refinados con SQUAD, del LOM303 a T=25°Cy I=0.05M.
Greg Fepresenta la desviacion estandar de la regresion (que tiene unidades de movilidad electroforética)
y U toma en cuenta la suma de cuadrados (que tiene unidades de movilidad electroforética al cuadrado).

LQM303 oreg = 0.056; U = 0.057

pKait o Uerf i /108 m?Vist + o
HaL? 4.966 + 0.019 2.974 £ 0.028
H,L" 6.958 + 0.074 1.283 £ 0.032
HL No determinable por CZE 0.0
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La curva de movilidad en funcion del pH se muestra en la figura 2.9, asi como los valores
finales de las constantes de acidez determinadas con SQUAD. En la parte superior de la

figura encontramos las especies predominantes del LQM303.

Hal2* H,L* HL
3.0 1 4.966 6.958
Py
<
= 2.0 A
o
o
—
ol
3“-’ 1.0 A
0.0 T T T :b\u

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2.9. Curva de movilidad efectiva del LQM303 a T=25°C y 1=0.05M, la linea continua
muestra el comportamiento del modelo tedrico de movilidad usando los valores de pK,
determinados con SQUAD. Los puntos pertenecen a la movilidad efectiva experimental del LQM.

En principio, es importante mencionar que al trabajar en electroforesis capilar con el
compuesto LQM303, no fue posible hacer el analisis a pH mayor a 7, ya que se forma un
precipitado y no se puede obtener ninguna sefial. Para tratar de solucionar esto, se inyecto
la muestra por el lado méas corto del capilar para lograr obtener una sefial de la especie
anionica, sin embargo, solo podemos observar una sola sefial que pertenece al marcador de
flujo (acetona). Posteriormente se utilizard otra técnica experimental distinta para

comprobar los resultados obtenidos mediante electroforesis capilar de zona.
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2.4.2 CONSTANTES DE ACIDEZ LQM303 (T =37 °C; 1 =0.05 M)

Se obtuvieron los electroferogramas de un grupo de soluciones de LQM a diferente pH.
Cada solucion se analizo por triplicado y se obtuvieron los tiempos de migracion del
marcador de flujo (teo) y del LQM (tm). La movilidad electroosmatica (Ueo) y aparente (Uap)

se obtuvieron mediante las ecuaciones 8 y 9 mencionadas en la seccion anterior.

u = neta _ ) . :Uneutra_ IL _

— u = : U, =U_—U_=U
€0 E V'teo eff ap €0 LOM

m

]
m
<

El conjunto final de valores de movilidad efectiva del LQM303 se muestra en la tabla 2.10.
Cada valor de movilidad efectiva corresponde al promedio de las tres repeticiones
realizadas de cada punto experimental.

Tabla 2.10. Valores promedio de movilidad efectiva para el LQM303 a T=37 °C
y su desviacién estandar.

Solucién pH Uef D;jgﬁgfr”
1 3.803 3.011E-08 3.390E-09

2 4.045 2.935E-08 9.822E-11
3 4.240 2.824E-08 5.113E-10
4 4.688 2.425E-08 1.595E-09
5 4.956 2.170E-08 1.477E-09
6
7
8
9

5.248 1.954E-08 1.266E-09
5.498 1.758E-08 5.029E-10
6.137 1.448E-08 6.100E-10
6.844 8.567E-09 6.088E-10
10 6.934 7.968E-09 4.713E-10

11 7.139 5.446E-09 4.959E-10

Los valores de movilidad efectiva que dan origen a los promedios presentados en la tabla
2.10 son los datos usados en el refinamiento realizado con el programa computacional
SQUAD. Los resultados finales de constantes de acidez para este ajuste se presentan en la

siguiente tabla 2.11.
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Tabla 2.11. Valores de pK, y movilidad efectiva (u.q) refinados con SQUAD, del LQM303 a T=37°Cy |=0.05M.
Oreg Fepresenta la desviacion estandar de la regresion (que tiene unidades de movilidad electroforética)
y U toma en cuenta la suma de cuadrados (que tiene unidades de movilidad electroforética al cuadrado).

LQM303 oreg = 0.027x10°%; U = 0.019x10°*°

pKait o Ueri /108 m*Vist + o
HaL?* 4.712 +0.045 3.206 + 0.032
H,L" 6.883 + 0.017 1.621 £0.027
HL No determinable por CZE -

En la figura 2.10 se presenta la curva de movilidad electroforética como funcion del pH. De
manera grafica podemos observar dos puntos de inflexién sobre la curva, los cuales se
pueden interpretar como los valores de pK, correspondientes a las dos primeras
desprotonaciones. En donde el valor de 4.712 pertenece a la desprotonacion de la especie
HsL?* del LQM303. El pK, de 6.833 corresponde a la desprotonacién de la especie H,L".
Para el tercer valor de pK, perteneciente a la especie anionica no fue posible determinar
debido a la formacion de un precipitado; esto impidié el calculo de valores experimentales

de movilidad y en consecuencia no se logré realizar el ajuste en ese intervalo de pH.

HaL2* H,L* HL
3.0 A
<
‘g. 20 T
g
x
5
S 1.0
0.0
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 2.10. Curva de movilidad efectiva en funciéon del valor de pH del LQM303 obtenida a 37 °Cy
fuerza idnica 0.05M. Los marcadores representan los resultados experimentales, la linea continua
pertenece al ajuste realizado con el programa SQUAD. En la parte superior de la gréfica se observa
el diagrama de zonas de predominio de las especies del LQM303 [34, 35].
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2.4.3 CONSTANTES DE ACIDEZ LQM314 (T =37 °C; 1 =0.05 M)

Para el célculo de los valores de pK, del LQM314 se procedié usando la misma
metodologia, se obtuvieron los electroferogramas de una serie de soluciones de LQM314 a

diferente pH. Cada solucion se analizé por triplicado y se determinaron los tiempos de

migracion del marcador de flujo (teo) y del LQM314.

Los valores calculados de movilidad efectiva para el LQM314 se presentan en la tabla 2.12

a) y b). Cada valor de movilidad efectiva corresponde al promedio de las tres repeticiones

realizadas de cada punto experimental.

Tabla 2.12 a). Valores finales de movilidad efectiva para el LQM314 a T = 37 °Cy su desviacion

estandar, a cada valor de pH estudiado.

Solucién pH Ueff DesvEst
1 2.308 3.865E-08 7.154E-10
2 2.715 3.434E-08 6.907E-10
3 3.040 3.221E-08 5.431E-10
4 3.410 2.972E-08 4.538E-10
5 3.824 2.752E-08 7.784E-10
6 4.217 2.650E-08 1.954E-09
7 4517 2.574E-08 1.943E-09
8 4.836 2.522E-08 2.465E-09
9 5.168 2.406E-08 1.160E-09

10 5.528 2.269E-08 3.328E-10
11 5.923 2.075E-08 1.543E-09
12 6.252 1.741E-08 1.212E-09
13 6.573 1.490E-08 6.671E-10
14 6.923 8.656E-09 9.854E-10
15 7.316 3.905E-09 8.185E-10
16 8.045 0 5.599E-10
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Tabla 2.12 b). Valores finales de movilidad efectiva para el LQM314 a T = 37°Cy su desviacion
estdndar, a cada valor de pH estudiado.

Solucion pH Ueff DesvEst
17 8.334 -2.127E-09 4.072E-10
18 8.735 -5.412E-09 6.473E-10
19 9.037 -9.785E-09 5.139E-10
20 9.390 -1.330E-08 7.301E-11
21 9.763 -1.587E-08 9.625E-11
22 10.063 -1.711E-08 1.312E-10
23 10.557 -1.843E-08 1.761E-10
24 11.003 -1.821E-08 1.516E-10

En la tabla 2.13 se reportan los resultados de las constantes de acidez del LQM314
obtenidas con el refinamiento de datos en SQUAD. Estos valores son consistentes con los
reportados por Aguilar-Hernandez [36] en su determinacion mediante la técnica de

espectrofotometria UV-Vis.

Tabla 2.13 Valores de pK, y movilidad efectiva (u.g) refinados con SQUAD, para el LQM314 a T=37°C.
Greg Fepresenta la desviacion estandar de la regresion (que tiene unidades de movilidad electroforética)
y U toma en cuenta la suma de cuadrados (que tiene unidades de movilidad electroforética al cuadrado).

LQM314 Geg= 0.061x10°%; U = 0.221x10™

pKait o Ueri /108 m*Vist + o
H,L2* 2.960 + 0.070 4.099 + 0.092
H,L" 6.658 + 0.035 2.517 £+ 0.038
HL 9.050 + 0.023 -1.884 + 0.050

En la figura 2.11 se tiene la curva de movilidad electroforética. Se observan tres valores de
pK, pertenecientes a cada una de las tres desprotonaciones del LQM314. A diferencia del
compuesto LQM303, para el LQM314 se logro determinar valores de movilidad para cada
una de las especies presentes, incluyendo la especie anidnica, ya que durante el estudio en
el intervalo de pH entre 2.0 y 11.0 no se formé un precipitado que afectara nuestro analisis.
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HaL 2+ H,L* HL L-

U x10-8[m2Vis7]

-2 : pH

Figura 2.11. Curva de movilidad efectiva del LQM314 en funcién de pH obtenida a 37°C y fuerza
ionica 0.05M (aproximada). Los marcadores representan los resultados experimentales, la linea

continua pertenece al ajuste realizado con el programa SQUAD. En la parte superior de la grafica
se observa el diagrama de zonas de predominio de las especies de LQM314 [34, 35].
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2.5 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE
CONSTANTES DE ACIDEZ

2.5.1 DETERMINACION DE pK,aT=25°C

El conjunto de espectros UV-Vis para la titulacion de LQM se presenta en la figura 2.12. El
intervalo de pH en el cual se trabajo fue de 1.220 a 6.767. Existe la presencia de dos bandas
de absorcidn en estos espectros, la primera de ellas se observa a una longitud de onda de
286 nm, aqui se presenta un efecto hipocromico y batocromico. La segunda aparece en 310
nm con un efecto hipercrémico, en esta longitud de onda se llevo a cabo el andlisis de los

datos.

—1.220
—1515
—1.896
—2.160
— 2527
—2.814
—3.026
—3.271
3.442
—3.697
—3.953
4.159
4.304
4.490
4.702
——4.951
5.234
5.475
5.767

' ' N 6.133
320 340 360 6.551

Alnm 6.767

Absorbancia

Figura 2.12. Espectros del LQM303 2.64x10™ M en un intervalo de pH entre 1.220y 6.767.

Finalmente, con el programa de cémputo SQUAD [33] se refinan los datos experimentales
de los espectros de absorcion. Este refinamiento se realizo con los datos en el intervalo de
pH entre 1.220 y 6.767, en el cual se utilizé un modelo de dos equilibrios; y se corrigieron
los valores de concentracion por efecto de dilucion. Los valores finales de pK, se muestran
en latabla 2.14.

52




mc:asa abierta al tiempo |
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Capitulo 2

Tabla 2.14. Valores finales de pK, refinados con SQUAD para el LOQM303 a 25°C (Gg: representa la
desviacidn estandar de la regresidn; U: toma en cuenta la suma de cuadrados).

oreg= 0.002; U =0.007

pKalio- pKaziO'

LQM303 5.010+0.369 | 7.444 +0.261

La figura 2.13 muestra el comportamiento de la absorbancia (a 310 nm) como funcién del
pH para el compuesto LQM303. En esta grafica se observa el comportamiento descrito por
la ecuacién 6 del modelo tedrico (seccion 2.3). En este modelo construido en Excel se
sustituyen los valores de pKi, pKa Yy los coeficientes de absortividad a 310 nm

encontrados con el refinamiento de SQUAD.

0.20

0.15 +
o)
o
3
80.10--
=) A(l)Tot
o = A310exp
<

0.05 +

0.00 —+—+—/——m—"—mmt——7"—"+—"—"+—"Ft——

1 2 3 4 5 6 7

pH

Figura 2.13. Curva de absorbancia en funcidn del pH. Intervalo de 1.220 < pH < 6.767. Los
marcadores son los puntos experimentales. La linea continua corresponde modelo tedrico
(ecuacion 7, seccién 2.3).

En la curva antes mencionada podemos ver que el comportamiento de la absorbancia en
funcién del pH, descrito por la ecuacion 6 de la seccion 2.3, se ajusta de buena forma con
los datos experimentales. Esto nos lleva a concluir que el modelo propuesto describe de
manera correcta al sistema. A continuacion se construyen los espectros tedricos para poder
realizar una comparacion con el conjunto de espectros experimentales y asi determinar si

los valores de constantes de acidez son correctos.
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La construccion de los espectros ajustados se realiza con ayuda del programa MEDUSA
[37], con el cual podremos realizar el diagrama de distribucion de las especies de LQM303
y obtener las fracciones molares de cada especie presente en el sistema. Con los datos de
fracciones molares y concentracion corregidos por efecto de dilucion se construyen los
espectros calculados de acuerdo a la ley de Beer-Lambert y la ley de aditividad. La figura

2.14 muestra la comparacién de los espectros antes mencionados.

1.2 4

s 097 ©
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2 g
< 031 <

0.0 > - - - > < - - - - <
220 240 260 280 300 320 340 360 220 240 260 280 300 320 340 360
Al nm Al nm
¢ pHexp=3.026 —pHteo=3.010 ¢ pHexp=4.159 —pHteo=4.130
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Alnm A/ nm
¢ pHexp=5.234 ——pHteo=5.250 ¢ pHexp=6.767 ——pHteo=6.790

Figura 2.14. Comparacion de espectros del LQM303 a diferente pH. Los marcadores pertenecen a
puntos del espectro experimental. La linea continua corresponde al espectro tedrico construido
con MEDUSA vy los valores de pK, refinados con SQUAD.

En esta comparacién de espectros ajustado y experimental solo se muestran cuatro valores
de pH, estos espectros de absorcion se presentan como representativos del conjunto total.
Sin embargo, al realizar la comparacion de cada espectro de absorcion se observa que en

todos se tiene un buen ajuste como los observados en la figura 2.14.
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2.5.2 DETERMINACION DE pK,aT=37°Cy1=0.15M

Se realiz6 la determinacion de las constantes de acidez del LQM303, en condiciones
pseudofisiologicas de temperatura y fuerza ionica. En la figura 2.15 a) y b) se muestran los
conjuntos de espectros UV-vis correspondientes a la titulacion acido-base del LQM303 que
se realizo por triplicado. Se observa que existe un maximo de absorcion en una longitud de
onda aproximada de 286 nm, al aumentar el pH ocurre un efecto batocrémico. De la misma
manera que en el estudio por Electroforesis capilar, a valores cercanos a pH = 7.0, se forma

un precipitado que impide una correcta determinacién de los espectros correspondientes.
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Figura 2.15. Conjunto de espectros UV-Vis del LOQM303 en intervalos de pH menores a 7.0.
a) valoracion 1, b) valoracion 2.
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Figura 2.15.(continuacién) Conjunto de espectros UV-vis del LQM303. c) valoracién 3.

En seguida se realizd el ajuste de cada grupo de datos experimentales proponiendo un
modelo de dos equilibrios. Los valores de concentracion usados en el refinamiento de
SQUAD fueron corregidos tomando en cuenta la dilucion. A continuacion se presentan los

resultados para las constantes globales y sus desviaciones estandar.

Tabla 2.15. Valores de log f para el ajuste con SQUAD (Greq: desviacion estandar de la regresion).

Log p1 +0 log B> 0 Oreg
Valoracion 1 7.126 0.012 12.012 0.011 0.003
Valoracion 2 7.070 0.006 12.000 0.006 0.007
Valoracion 3 7.137 0.010 12.080 0.009 0.006

Y finalmente por definicion de constantes globales y constantes de disociacion acida, se
calculan los valores de pK;, los cuales son reportados como el promedio de las tres
repeticiones.

Tabla 2.16. Valores promedio de pK, obtenidos bajo condiciones pseudofisioldgicas
(T=37°C and 1=0.15M). G, representa la desviacién estandar de la regresion.
U: es la suma de cuadrados.

oreg= 0.006; U = 0.025
pKa]_ i (o) pKaZ i (¢)
LQM303 4,920 +0.013 | 7.111 +0.009
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Como se coment6 en secciones anteriores, al trabajar a pH por arriba de 7.0 ocurria una
precipitacion del LQM303, por lo cual, no fue posible la determinacion del pKaz debido a
la falta de puntos experimentales en el intervalo de pH basico. Asi, el refinamiento se
realizd con un conjunto de dos equilibrios. Sin embargo, es evidente que no considerar el
tercer equilibrio quimico correspondiente a la Ultima desprotonacidn provocara un error en
el valor de pKa; y en los coeficientes de absortividad obtenidos del refinamiento. Es por
esto que en la figura 2.16 se tienen coeficientes de absortividad muy bajos para la especie
HL y en el caso del pKa, se puede intuir que el error cometido serd pequefio ya que se

estima que el tercer pKa es mayor a 12.

En una regresion todos los parametros calculados estan correlacionados, en este caso el
valor Ka; esta altamente correlacionado con los coeficientes de absortividad de las especies

H,L" y HL, asi como el valor de Ks asociado con las especies eléctricamente neutras (HL).

Al precipitar cierta cantidad de especies HL, la concentracion de equilibrio sera menor que
el valor calculado suponiendo que ninguna cantidad de HL precipita; este supuesto afectara
el valor Ka,. Entonces, Ka, podria ser menor (mayor pKay) que el valor calculado. Sin
embargo, en este caso el valor de pKa; calculado para los datos espectroscopicos es muy
similar a lo obtenido por CZE. Asi, se propone que este valor es correcto y se ha preferido
mantener el efecto de una posible precipitacion de cierta cantidad de HL en los valores de

absortividad molar de la especie HL.

Para tratar de evitar el problema de precipitacién, se probaron diferentes concentraciones de
trabajo. Para los resultados presentados en este trabajo de tesis se utilizé una concentracion
de LQM303 aproximada de 2.6x10™ M, y como se observa en la figura 2.15 los espectros
de absorcion con pH cercano a 7.0 tienen una absorbancia en 286 nm de alrededor de 0.2,
en base a esto se puede argumentar que si bajamos la concentraciones de trabajo entonces
tendremos valores de absorbancia muy pequefios, lo que afectard el refinamiento

provocando una desviacion estandar muy grande.
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En la figura 2.16 se presentan los coeficientes de absortividad obtenidos del refinamiento
con SQUAD.

10000 - OH
S pﬂ u
< + +
S S
8000 { = ~ ~
a
— H3L2+
= 6000 - .’ N
g *H,L°
H'E "H,L
- HL
w

Figura 2.16. Coeficientes de absortividad del LQM303 obtenidos del
refinamiento con SQUAD para los datos de la valoracién No.1.

Con el programa MEDUSA se elabora el diagrama de distribucion del LQM utilizando los
valores de log f obtenidos del refinamiento (tabla 2.15), y considerando un modelo de dos

equilibrios. Este diagrama se muestra en la figura 2.17.

1.0 4

0.8 -
S 067 —H,L*
8 +
S —H,L
L 04 - HL

0.2 A

0.0 - ; ; .\ )

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura 2.17. Diagrama de distribucidn del LOM303 construido con MEDUSA y los valores de log 8
obtenidos del refinamiento con SQUAD para los datos de la valoracion No.1.
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Con las fracciones molares de las especies de LQM las cuales se obtienen del diagrama de
distribucion, los coeficientes de absortividad y la concentracion de trabajo del LQM,
podemos construir los espectros UV calculados mediante la ley de Beer-Lambert y la ley de
aditividad, como se menciond en la seccién anterior. A continuacion se toma el conjunto de
espectros experimentales correspondiente a la Valoracion 1 para comparar con los

espectros ajustados, figura 2.18.

1 1
08 T 08 +
.g 0.6 + x 06 T
S —3.640 § —5.040
o
& 04t © 3.654 S g41 o 5.040
2 2
<
02 T 02 +
0 0 Il Il Il Il Il
210 230 250 270 290 310 330 350 210 230 250 270 290 310 330 350
Alnm Alnm
1 1
08 + 08+
@ 06t o 06 T
2 —6.090 'S —6.860
© =4
o ©
S 04+ o 6.098 £ 04+ o 6.875
2 2
Qo
< <
02+ 02 T
0 0

210

270 290 310
Alnm

230 250 330

350

210

270 290 310
Alnm

230 250 330

350

Figura 2.18. Comparacion de los espectros de absorcidn del LQM303 a diferente pH. Los
marcadores pertenecen a puntos del espectro experimental. La linea continua corresponde al
espectro ajustado con los valores de pK, refinados con SQUAD.

Analizando los espectros mostrados en la figura 2.18 podemos argumentar que los
resultados obtenidos para las constantes de acidez del LQM303, junto con el modelo
propuesto de dos equilibrios, muestran un ajuste satisfactorio con los espectros de
absorcion experimentales. Esto nos da la posibilidad de comprobar que los resultados
presentados reproducen correctamente el comportamiento quimico del LQM303 en un

amplio intervalo de pH.
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2.6 CONCLUSIONES

Capitulo 2

La determinacion de las contantes de acidez del LQM303 se llevo a cabo con las técnicas

experimentales de electroforesis capilar de zona y espectrofotometria UV-vis. En ambos

casos se lograron determinar dos valores de pK, pertenecientes a las dos primeras

desprotonaciones de la molécula del LQM303. La desprotonacion de la especie HsL** (que

representa la especie diprotonada del LQM303) tiene el valor de pKa; mostrado en la tabla

2.17. El pKa, corresponde a la disociacion acida de la especie H,L*. En el caso del

LQM314 se logr6 obtener el tercer valor de pKa ya que la solubilidad es mayor y no se

forma precipitado en la concentracion de trabajo. En la tabla 2.17 y 2.18 se presenta un

resumen de los valores determinados mediante estas técnicas.

Tabla 2.17. Valores de pKa obtenidos por CZE: /) T=298.15 K y 1=0.05M, //)T=310.15 K y I=0.15M.

movilidad efectiva ionica @

conductividad equivalente ®

Equilibrio pKix o Ugtti (x108) / MV s + & iHjLz/ cm?Slequiv? + o
1) LQM303 ey = 0.056x10° m*V's™; U = 0.057x10™° m*V?s? ©
HsL*™ &= HL"+H* 4.966 + 0.019
H,L" == HL+H' 6.958 + 0.074
HL = L +H* -
HaL? 2.974 +0.028 15.47 £ 0.15
H,L* 1.283 + 0.032 15.64 + 0.26
I1) LQM303 6yey = 0.027x10° m*V''s?; U = 0.019x10™° m*V?s ©
HsL*™ &= HL"+H* 4.712 +0.045
H,L" == HL+H' 6.883 + 0.017
HL = L +H* -
HaL? 3.206 + 0.032 15.47 £ 0.15
H,L* 1.621 + 0.027 15.64 + 0.26

@ Movilidad efectiva ionica de todas las especies involucradas estimadas en el refinamiento.
® Conductividad equivalente de los iones estimada con la ecuacion: |Z|)ij|_z =F UrL2, donde F es la constante de Faraday, z

es la carga de la especie.

© Oreq Fepresenta la desviacion estandar de la regresion (que tiene unidades de movilidad electroforética)
y U suma de cuadrados para los residuales de la movilidad efectiva (unidades de movilidad electroforética al cuadrado).

Tabla 2.18. Valores de pKa obtenidos por espectrofotometria UV y fuerza idnica: /1) 1=0.05M, /V) 1=0.15M.

LQM303 I1) T = 25°C (oyeq = 0.002) IV) T = 37°C (6req = 0.006)
HL?* &= H,L* +H* 5.010 + 0.369 4.920 + 0.013
H,L" == HL+H" 7.444 + 0.261 7.111 + 0.009

HL &= L +H" ]
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3.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La espectrofotometria constituye uno de los medios mas poderosos para clarificar la
estructura de iones complejos en solucién y para determinar sus constantes de formacion.
El alcance de esta técnica se basa en la posibilidad de obtener medidas de absorcion sin
alterar los equilibrios en estudio. Dos de los procedimientos mas utilizados para estudiar
complejos son: el método de las relaciones molares y el método de las variaciones

continuas (o método de Job).
3.1.1 METODO DE LAS RELACIONES MOLARES

El método de relaciones molares, el cual se utilizé en el desarrollo de este trabajo, consiste
en preparar una serie de disoluciones manteniendo constante la concentracion de uno de los
reactivos, mientras se varia la del otro. Se grafica la absorbancia como funcion de la
relacion molar de los reactivos. Si la constante de formacién del complejo es cuantitativa,
se obtendran dos rectas de diferentes pendientes, cuya interseccion se produce en el valor
de la relacion estequiométrica del complejo ML, que se forma de acuerdo al equilibrio:

M + nL = ML,.

Método de Relaciones Molares

1.2 1

' a) Complejo 1:1

Absorbancia

0.0 t } } i
Relacién molar M/L

Figura 3.1. Grafico tipico del método de la relacién molar para complejos a) 1:1y b) 1:2. El
complejo con estequiometria 1:2 es el mas estable, segln lo indica la menor curvatura
cerca de la relacidn estequiométrica.
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En la figura 3.1 se representan curvas tipicas de este método. En la —curva a- el cation (o
ligante segln sea el caso) sin acomplejar que participa en la formacion del complejo de
estequiometria 1:1 absorbe, por lo que el punto inicial tiene una absorbancia mayor que
cero. En la —curva b- es importante hacer notar que el ligando del complejo 1:2 absorbe a la
longitud de onda de trabajo; por lo tanto, pasando el punto de equivalencia, la pendiente es
mayor que cero [38]. Si la reaccién de formacion del complejo no es cuantitativa, la
representacion de la relacion molar aparece como una linea de curvatura continua, esto es,
sin partes rectas que permitan la extrapolacion para determinar la relacion estequiométrica

de la combinacion, como se observa en la —curva b- de la figura 3.1.

3.1.2 PARTE EXPERIMENTAL

Se determind la relacion (metal-ligante) del complejo formado, a través del método de
relaciones molares. Este analisis se llevdo a cabo en una celda termostatada a 25°C,
empleando los siguientes reactivos de grado analitico y agua desionizada: 1) cloruro de
cobre dihidratado (CuCl,*2H,0), 2) éacido perclérico (HCIO,) y 3) Hidroxido de sodio
(NaOH). Ademas se uso el compuesto LQM303.

Los valores de pH se midieron con un potenciometro senslON PH31 HACH (£ 0001 de
resolucion) equipado con un electrodo de pH combinado HACH Ag/AgCl. El pH de la
solucidn se corrigio por eficiencia de la celda con la ecuacion 1 de la seccion 2.1.2. Para los
valores experimentales de absorbancia se corrigieron por efecto de dilucion mediante la
ecuacion:
V... +V

|n|0|al\/ agregado } (10)

A A
A:orr = A\axp |:
inicial

Aforr : representa el valor de absorbancia corregida a la longitud de onda de estudio.

Afxp: representa el valor experimental de absorbancia a la longitud de onda de estudio.

V..o €s el volumen inicial hasta antes de la primer adicién de ligante (en su caso
considerando el volumen de aforo y el volumen de NaOH agregado para ajustar el pH).

Vgregaco : VOlumen acumulado en cada adicion de ligante.
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Se determinaron las concentraciones de trabajo de las soluciones de cobre y LQM, esto
para conocer el intervalo en el cual absorben las especies presentes en el sistema. Se
obtuvieron los espectros UV-vis a diferentes concentraciones de Cobre y de LQM303.

a)
8
o
c
©
S
2
Qo
<
200 300 400 500 600 700 800 900
Alnm
----- 3.50x10M —1.17x10“M — —7.78x10"°M
b)
8
o
c
[5]
S
2
Qo
<
400 500 600 700 800 900

Alnm

----- 3.05x10“M ——5.25x10°M — —1.05x102M

Figura 3.2. Espectro UV-Vis a diferente concentracion. a) solucién de LQM303 en HCIO, 0.01 M.
b) solucion de cloruro de cobre (CuCl,*2H,0) en HCIO, 0.01 M.

En la figura 3.2 se muestran espectros UV del LQM303, estos espectros de absorcién se
obtuvieron en un intervalo de longitud de onda de 200-500 nm. Se observa una banda de
absorcion del LQM303 aproximadamente en 286 nm. Para la solucion de cloruro de cobre
se puede notar que a valores de concentracion del orden de 10™“M no existe sefial en
longitudes de onda mayor a 300 nm, por lo tanto el intervalo de estudio fue fijado de 200-

400 nm, esto para atribuir cualquier cambio en los espectros UV a la formacion de especies

entre cobre y LQM.
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3.2 RELACION MOLAR Cu-LQM

En el capitulo 1 se hablo acerca de la importancia de los complejos de cobre con ligandos
de interés bioldgico. A partir de esta seccion se tratar lo referente a la interaccion de Cu®*
y el LQM303. Como resultado final se presentard una propuesta de formacion de complejos
y sus posibles estructuras. A continuacion se describe el método usado para la

determinacion de la relacion molar de los complejos de Cu-LQM303.

3.2.1 Adicion LQM a Cu®*

Se hicieron adiciones de LQM a una alicuota inicial de CuCl,-2H,0, a diferente pH. La
solucion inicial de trabajo se prepar6 colocando 1.0 mL de CuCl,-2H,0 de concentracion
5.25x10™ M, se agrega 20 mL de HCIO, 0.1 M, se ajusta el pH y finalmente se afora a 25
mL. La concentracion final de cobre posterior al aforo es 2.10x10° M. En la figura 3.3
podemos observar los distintos grupos de espectros UV-vis de Relacion Molar a diferente
pH.

Absorbancia

a) e

1 —o0.2
—0.4
08 - —0.6
—0.8

—1
0.6 —1.2
—1.4
04 - 16
—1.8

—2
0.2 4 2.2
24
\ A 2.6

0 . - ]
00 220 240 2

2 60 280 300 320 340 360 28
Alnm
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Figura 3.3. Serie de espectros UV-vis de las adiciones de LQM a Cu(ll) constante; variacién de la
relacién molar a pH fijo. a) pH=4.264, b) pH=5.116, c) pH=5.839, d) pH=6.200, e) pH=6.949 y
f) pH=8.745.

En la figura 3.3 a) se observa una banda bien definida en 286 nm, y en el intérnalo de 210 a
240 nm se observa un hombro el cual crece a medida que aumenta la relacion molar. En las
figuras b), c), d) y e), la banda que aparece en 286 nm se ensancha a medida que el pH
aumenta. De la misma manera, al aumentar el pH, la forma del espectro entre 210 y 240 nm
se modifica. En el conjunto de espectros de absorcion a pH = 8.745 (figura 3.3 f)
observamos el desplazamiento de la linea base provocado por la formacion de un

precipitado.
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Una vez obtenidos los conjuntos de espectros a diferente pH se construye la grafica para el
método de Relaciones Molares, seleccionando una longitud de onda en la cual se observe

un cambio en la forma del espectro (figuras 3.4, 3.5y 3.6).

La siguiente grafica se construyo a partir del conjunto de espectros de absorcion de la
figura 3.3 b), en donde se eligio una longitud de onda de 224 nm. Y como se observa en la

figura, hay un cruce de las rectas en la relacion molar 1:2.

0.6 -

0.5 -

0.4 -

Absorbancia

02 | e pH=5.116

0.1 -

0 —t %
0 1 2 3
LQM/Cu?*

Figura 3.4. Grafica de Relaciones Molares para adiciones de LQM303 a una
concentracién de Cu®* fija; pH = 5.116 y longitud de onda de 224nm.

La figura 3.5 es la gréfica de relaciones molares a pH 4.264 en la cual se observa un

cambio de pendiente en la relacion 1Cu-1LQM.

0.6 -

0.5

0.4 -

0.3 1 * pH=4.264

Absorbancia

0.1 -

LQM/Cu?*

Figura 3.5. Grafica de Relaciones Molares para adiciones de LQM303 a una
concentracién de Cu®* fija; pH = 4.264 y longitud de onda de 220nm.
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Figura 3.6. Grafica de Relaciones Molares para adiciones de LQM303 a una
concentracién de Cu®* fija; pH = 5.839 y longitud de onda de 224nm.

En base a las graficas anteriores y de acuerdo al método de relaciones molares proponemos
dos posibles relaciones molares para la formacion del complejo Cu — LQM. Los cruces de
las rectas mostradas en cada figura nos dan la probable estequiometria de cada especie

formada.
1:1  Cu*-LQM 1:2  Cu* -2LOM

En importante tener en cuenta la relacion molar 1:3 mostrada en la figura 3.6 al momento
de proponer el conjunto final de equilibrios, ya que probablemente sea necesaria para

obtener un mejor ajuste.

3.2.2 Adicion Cu* a LQM

En una celda termostatada se coloca:

-8.0 mL de HCIO4 0.1 M

-1.0 mL de LQM 2.63x10°M

- Ajuste de pH con NaOH y se aforo a 10 mL.

Se realizaron adiciones de 20 pl de CuCly-2H,0 2.63x102 M.

Se obtuvieron cinco conjuntos de espectros de relaciones molares a diferentes valores de
pH (figura 3.7). El pH en cada serie corresponde al promedio de los valores que se tenian
en cada adicion, ya que para cada volumen agregado de cobre el valor de pH cambi¢ sin
tener una modificacion significativa (menor a una unidad al final de todas las adiciones).
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Capitulo 3

Figura 3.7. Serie de espectros UV-vis, variacion de la relacion molar a pH fijo. a) pH=3.389,
b) pH=4.220, c) pH=4.977, d) pH=5.422, y e) pH=5.962.

A partir de los grupos de espectros a diferente pH se construye la grafica para el método de

Relaciones Molares, seleccionando una longitud de onda en la cual se observe una

modificacion en la forma del espectro lo que es indicio de la formacion de una especie

quimica.

En la construccion de ésta grafica se trabajo con los valores de Absorbancia corregidos por

dilucion, esto se obtiene con el valor experimental de absorbancia multiplicado por el factor

de dilucion (ecuacion 10, seccion 3.1.2).

71




mc:ﬁa abierta al tiempo |
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Capitulo 3

1.6

14 A °o°

1.2 ¢ @ o @

1.0 1 o o ® ¢ . “
e @ Acorr (245)

0.8 1 e v
o 4+ Acorr (289)
06 - o © T . | mAcorr@E2r)

Absorbancia

0.2 1 = "

0.0

o
[N
h 4
w
ESN

Cu/LQM

Figura 3.8. Gréfica de Relaciones Molares para adiciones de Cu®* a una concentracién fija
de LQM; pH =5.442 y tres longitudes de onda, 245, 289 y 327nm.

Se construye la grafica de Relaciones Molares a diferentes longitudes de onda, con el
objetivo de determinar las posibles estequiometrias de los complejos formados. En la figura
3.8 se marcan tres posibles estequiometrias correspondiente a la serie de pH = 5.422, las
estequiometrias pertenecen a la relaciones molares 1Cu-1LQM, 2Cu-1LQM y 3Cu-1LQM.

En este estudio realizado y en base a la figura 3.8 podemos observar los cambios de
pendiente a las tres relaciones molares antes mencionadas. Sin embargo, el cambio de
pendiente es muy pequefio, esto nos lleva a la conclusion de que la probable reaccion de
formacion de complejos entre cobre y LQM es poco cuantitativa. Se plantea asi el analisis

de las siguientes relaciones molares como una posibilidad en los complejos formados.

Cu-LQM 2Cu-LQM

Posteriormente se realizara el andlisis de estas dos relaciones a diferente valor de pH, esto
con el objetivo de analizar la formacién del (o los) complejo (s) de Cu-LQM vy asi poder
determinar el intervalo de pH en el que se forman. Ademas, el estudio de las diferentes
relaciones molares sera de utilidad para poder obtener las constantes de complejacion de las
especies formadas.
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3.3 RELACION MOLAR Cu/LQM CONSTANTE

En resumen y de acuerdo a lo presentado en la seccion 3.2, se continla el estudio de

interaccion cobre-LQM analizando las siguientes relaciones molares.

£ 1.1 Cu*-LQM
t 1.2 Cu*-2LQM
t 221 2Cu**-LQM

En cada una de éstas estequiometrias se examinara el comportamiento en diferentes valores
de pH. Esto se describira en las siguientes secciones en donde se presentan los resultados

del estudio de la relacion molar constante en funcion de pH.
3.3.1 ANALISIS DE “RELACION MOLAR 1:1”

Para el primer estudio se fijaron las concentraciones iniciales que corresponden a una
relacién 1:1 de Cu** y LQM. Se realiz6 un andlisis variando el pH mediante la adicion de

NaOH. Para cada cambio de pH se obtuvo el espectro UV-Vis correspondiente.

Se parte de una mezcla equimolar de Cu y LQM. Esta disolucion se prepar6 a partir de
soluciones de CuCl, y LQM, aforadas a 10 mL con una mezcla de HCIO4 0.1 M y metanol
50% v/v. El &cido perclérico tenia como finalidad imponer un pH acido y con esto lograr el
estudio en un intervalo amplio de pH. El metanol se utilizé para aumentar la solubilidad del
LQM.

En la figura 3.9 a) y b) se presenta el conjunto de espectros de absorcion obtenidos. Se
puede observar, a una longitud de onda aproximada de 310 nm, un aumento en la
absorbancia a medida que aumenta el pH. La banda caracteristica del LQM que aparece a

286 mn tiene un efecto hipercromico al aumentar el pH de la solucion.
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Figura 3.9. Espectros UV-Vis de Relacién Molar 1Cu-1LQM en funcion de pH.
a) 1.629 < pH <6.943 y b) 6.943 < pH < 11.646.

Enseguida se muestra la grafica de absorbancia en funcién de pH para la serie de espectros
UV-vis de la figura 3.9. Se probaron 6 longitudes de onda distintas que van de 216 nm
hasta 320 nm, y se presentan dos valores de longitud en las cuales se observa con mayor

claridad el cambio en la forma del espectro (figura 3.10).
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Figura 3.10. Relaciéon molar 1Cu-1LQM. Absorbancia en funcién de pH a una longitud de onda de
286 y 310 nm. Los valores de Absorbancia y pH se corrigieron por efecto de dilucién mediante,
ec. 10 seccion 3.1.2 y ec. 1 seccidn 2.1.2, respectivamente.

De acuerdo a lo observado en la figura 3.10 podemos formular como hipétesis, que en el

intervalo de pH entre 6 y 7 se tiene la presencia de una nueva especie o un equilibrio

quimico distinto a los ya existentes. Para explicar lo anterior de manera clara, se realizara

una comparacion grafica de los espectros correspondientes a las especies involucradas. Asi
en la figura 3.11 se comparan los espectros de Cu-LQM (mezcla) y LQM (solo). Ambos

experimentos se realizaron utilizando HCIO4 0.1 M en metanol, solucién al 50% v/v.

Los espectros UV de Cu-LQM (linea continua) corresponden a la relacion molar 1:1

presentados en esta seccion. Los espectros de LQM (linea punteada) pertenecen a una

valoracion de LQM en funcion de pH realizada exclusivamente para esta comparacion.

Ambos experimentos tienen la misma concentracién de LQM 5.25x10™ M.
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Figura 3.11. Comparacion de espectros UV-Vis a diferente valor de pH, correspondientes a las
soluciones de LQM (linea punteada) y Cu-LQM (linea continua).
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En la figura 3.11 observamos una serie de espectros en los cuales se presenta una
comparacion entre la forma del espectro de LQM vy el espectro de la mezcla Cu-LQM. Con
ayuda de esta comparacion podemos ver que la forma de los espectros se modifica
conforme aumenta el pH, inicialmente a pH &cidos la banda que se observa entre 280 y 300
nm comienza a crecer provocando que la absorbancia méaxima (en esta longitud de onda)
aumente conforme aumenta el pH. Al llegar a un pH aproximado de 6.9 la absorbancia

empieza a disminuir.

3.3.2 ANALISIS DE “RELACION MOLAR 2-1”

A continuacion se presentan los resultados para el estudio en el cual se fijaron las
concentraciones iniciales que corresponden a una relacién 2:1 de Cu®* y LQM. Se realiza
un andlisis para esta relacion molar variando el pH mediante la adicion de NaOH. Al igual
que en la seccidn anterior se obtiene el conjunto de espectros correspondientes a este

andlisis, figura 3.12 a) y b).

a) —1.652

2.198

0.8
——2.626
——3.005
‘ ——3.326
0.6 1 \ ——3.604
——3.923

——4.218
4.809
——5.116
——5.443
5.638

5.873

6.066

6.302

0 | } . : i 6.536
200 250 300 350 400 450 6.889

A/ nm

o
~
1

Absorbancia

o
N
1

Figura 3.12 a). Espectros UV-Vis de Relacion Molar 2Cu-1LQM en funciéon de pH.
1.652 < pH < 6.889.
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Figura 3.12 b). Espectros UV-Vis de Relacion Molar 2Cu-1LQM en funciéon de pH.
6.889 < pH <11.118.

La gréfica de absorbancia en funcion de pH para el conjunto de espectros UV-vis se
presenta en la figura 3.13, la cual pertenece a una relacion 2:1. Se graficaron algunas
longitudes de onda en las cuales se observa un cambio en el espectro, y al igual que en la
seccién anterior se presentan dos longitudes de onda representativas, 286 nm que es la
longitud de onda caracteristica en la cual absorbe el LQM303, y 310 nm que es la longitud

estudiada en la relacion molar 1:1.

0.5
an
0.4 -
u [ ]
© 0.3 - 3 e
8 - AA "amam
= . A - ® 286nm
2 0.2 1 = mmmEe A 4 310nm
.2 A
0.1 1 4 A
AA A AAAAA
00— apapanns ®®
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 3.13. Relaciéon molar 2Cu-1LQM. Absorbancia en funcién de pH a una longitud de onda de
286y 310 nm. Los valores de Absorbancia y pH se corrigieron por efecto de dilucién mediante,
ec. 10 seccion 3.1.2 y ec. 1 seccidn 2.1.2, respectivamente.
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En la figura 3.13 podemos observar un comportamiento similar a los resultados obtenidos
en el estudio de la relacion 1:1. En un intervalo de pH entre 5 y 6 se tienen los mayores
cambios en absorbancia, después de pH 7 el valor de absorbancia disminuye hasta llegar a

pH 9 en donde se mantiene sin grandes cambios.

Al igual que en la seccién anterior se muestra una comparacion de espectros de LQM en
presencia de cobre y sin cobre, para poder determinar de manera clara la regién en la cual

se modifica la forma del espectro.
COMPARACION DE ESPECTROS DE “LOM” CON Y SIN COBRE

En este caso la comparacion corresponde a la relacion molar 2Cu-LQM y LQM (solo).
Ambos experimentos se realizaron utilizando HCIO4 0.1 M en metanol, solucién al 50%
v/v. Los espectros de Cu-LQM (linea continua) pertenecen al conjunto mostrado en la
figura 3.12 de relacion molar 2-1, los espectros UV de LQM (linea punteada) se toman de
la valoracion de LQM en funcién de pH realizada en las mismas condiciones

experimentales. En ambas series se tiene la misma concentracion de LQM 5.25x107° M.

La figura 3.14 presenta la comparacion del espectro de LQM y de la mezcla Cu-LQM. En
este caso, de manera similar al estudio de la relacion molar 1:1, a valores de pH acidos no
se observa una modificacion grande en la zona de la banda de absorcion caracteristica del
LQM. La diferencia mas notoria la podemos observar en aproximadamente 310 nm, en

donde se distingue la formacion de una banda a pH = 6.9.
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Figura 3.14. Comparacion de espectros UV-Vis a diferente valor de pH, correspondientes a las
soluciones de LOM (linea punteada) y 2Cu-1LQM (linea continua).
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3.3.3 ANALISIS DE “RELACION MOLAR 1-2”

Se presentan los resultados correspondientes al estudio de la relacion 1:2 de Cu?* y LQM.
De la misma forma que en los dos apartados anteriores, se realiza el analisis del
comportamiento en funcion del pH. La figura 3.15 corresponde al conjunto de espectros

UV obtenidos para este estudio.
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—3.186
——3.458
—3.733
—a4.111

4.740
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o
(o)}
I

o
~
1

Absorbancia
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Seo
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Figura 3.15. Espectros UV-Vis de Relacién Molar 1Cu-2LQM en funcién de pH.
El intervalo de pH es: a)1.867 < pH <6.585y b) 6.948 < pH < 11.734.
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Se construye la grafica de Absorbancia en funcion de pH y se presentan datos a dos

longitudes de onda analizadas en las secciones anteriores.

0.6

05 7 ] |

0.4' .Il. EEm Smpg

0.3 ~ = 286 nm
0.2 - Aa A 310 nm

Absorbancia

0.1 - e

A A AAA AAA
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH
Figura 3.16. Relacién molar 1Cu-2LQM. Absorbancia en funcidn de pH a una longitud de onda de
286y 310 nm. Los valores de Absorbancia y pH se corrigieron por efecto de dilucién mediante,
ec. 10 seccion 3.1.2 y ec. 1 seccidn 2.1.2, respectivamente.

Como se puede observar en la figura 3.16, la absorbancia tiene un incremento maximo
entre pH 6 y 7, esto coincide con los resultados obtenidos anteriormente. En las dos
secciones anteriores se presentd una comparacion de espectros UV para mostrar la
formacion de una banda entre 300 y 350 nm. En este caso los espectros de Cobre-LQM
(relacién 1-2), tienen una concentracion de cobre igual a 5.25x10° M y para el LQM se
tiene 1.05x107* M.

Ahora se presentan los espectros de Cu-LQM y LQM (figura 3.17), recordando que la
concentracion de LQM en la mezcla es el doble. Cabe sefialar que al tener una
concentracion mayor en los espectros correspondientes a Cu-LQM dnicamente modificara
la banda de absorcion presente en 286 nm. El objetivo de esta comparacion Unicamente es

mostrar la banda que aparece entre 300 y 350 nm, descrita en las secciones previas.
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Figura 3.17. Comparacion de espectros UV-Vis a diferente pH de Cu-LQM (linea continua)
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y LQM (linea punteada).

Al igual que en las relaciones molares 1:1 y 2:1 de Cu-LQM, la forma del espectro se

modifica al aumentar el pH y también aparece una nueva banda después de 300 nm
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Como conclusion de estos tres analisis realizados para las diferentes relaciones molares se
puede argumentar en base a la comparacion de espectros, que existe una posible formacion
de una especie de cobre y LQM, la cual se lleva a cabo en el intervalo de pH entre 6 y 7.
Esto se puede inferir debido a la aparicién de una banda de absorbancia entre 300 y 350
nm. Esta banda se forma debido a la adicion de cobre al sistema de LQM. Para las tres
relaciones molares analizadas, la formacién de la nueva banda de absorcidn es més evidente
en la relacion 2Cu-LQM, lo cual podria indicar el predominio de esta relacién molar en las

nuevas especies formadas de Cu-LQM.

3.4 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
“DATAN”

Se utilizd el programa DATAN [39] para analizar los datos de las tres relaciones molares
discutidas en la seccion 3.3, esto con el objetivo de saber cuantas especies estaran presentes
en el sistema de acuerdo al andlisis de componentes principales (PCA por sus siglas en
inglés) [40]. Estas especies presentes en el sistema incluyen tanto a las especie de LQM

como las nuevas especies formadas de Cu-LQM.

Un resultado que obtenemos con DATAN a través del anélisis de componentes principales
son las gréaficas de ruido, que nos sirven para determinar el nimero de factores presentes en
el sistema. A partir del primer componente que muestre ruido se considera que los demas

factores no contribuyen a la descripcion del sistema [41, 42].

Por lo tanto, como se observa en la figura 3.18, se tiene para la relacion 2Cu-1LQM de 4 a
5 factores ya que en el sexto componente PC6 ya presenta ruido. En el caso de 1Cu-1LQM
segun la gréfica de ruido se puede considerar hasta 6 factores y, finalmente para la relacién
1Cu-2LQM se pueden considerar 5 factores que reconstruyen la informacion de la matriz

original.
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Figura 3.18. Analisis de componentes principales de los datos de relacion molar fija, a) 2Cu-LQM,
b) Cu-LQM y c¢) Cu-2LQM para los loadings que se representan como el ruido de la sefial
correspondiente a los factores necesarios para construir el 100% de la informacion de la matriz

original [41].
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Segun el porcentaje de varianza acumulada (tabla 3.1) redondeada a la milésima, con ayuda
de las gréaficas de ruido de las figuras 3.18, se tienen 5 factores maximo para las relaciones
2Cu-1LQM y 1Cu-2LQM. Para la relacion 1:1 se tiene hasta 6 factores; por lo tanto para
realizar el andlisis de todos los datos experimentales se decidié tomar 5 componentes

principales para las 3 relaciones molares estudiadas.

Tabla 3.1. Porcentaje de varianza acumulada para las tres relaciones molares fijas
en funcién del pH (secciones 3.1.1, 3.3.2 y 3.3.3).

2Cu-1LQM Cu-LQM 1Cu-2LQM
94.635 97.238 97.323
99.283 99.358 99.208
99.880 99.915 99.901
99.984 99.990 99.997
99.998 99.997 99.999
100.000 99.999 100.000
100.000 100.000 100.000

Si nos basamos en estos resultados para proponer un conjunto de equilibrios que describan
el sistema Cu-LQM tendremos maximo cinco especies presentes que absorben diferente.
Dentro de estas cinco especies se cuentan las dos especies cationicas de LQM (HsL* 'y
H,L") que predominan a pH menor a 7 y el resto pertenecen a complejos de cobre,
considerando complejos de cobre a las especies de Cu-LQM vy el (los) hidroxocomplejo (s)

de cobre presente.

De la misma forma se analizaron con PCA los resultados de las secciones 3.2.1y 3.2.2 que
a continuacion se presentan. Para los datos correspondientes a las adiciones de LQM a
cobre se tiene dos factores que reconstruyen el 100% de la informacién original como se

muestra en la figura 3.19.

De acuerdo al anlisis de componentes principales y las gréficas de ruido (figura 3.19) para
los datos del estudio de adiciones de cobre a LQM, se tienen hasta 4 factores presentes en el

sistema.
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Figura 3.19. Resultados obtenidos con DATAN para los loadings que se representan como el ruido
de la sefial correspondiente a los factores necesarios para construir el 100% de la informacion de
la matriz original[41]. a) adiciones de LQM a Cu®*; pH = 5.116,

b) adiciones de Cu** a LQM; pH = 5.422.

La tabla 3.2 contiene los porcentajes de varianza acumulada obtenidos con DATAN para el
conjunto de datos perteneciente a las adiciones de LQM a cobre (de concentracion fija) en
los cuales se tienen hasta dos factores presentes en el sistema si redondeamos a la
centésima de acuerdo al ruido observado en la gréfica de loadings. Para el analisis de
componentes principales de las adiciones de cobre a LQM (de concentracion fija) se tienen
3 factores de acuerdo a los valores de porcentaje de varianza mostrada en la tabla 3.2 y

redondeados a la milésima acorde al ruido observado en la figura 3.19.

Tabla 3.2. Porcentaje de varianza acumulada para las tres relaciones molares fijas en funcion del
pH presentadas en las secciones 3.1.1, 3.3.2y 3.3.3.

Adiciones de Adiciones de
LQM a Cu?* (pH=5.116) Cu®" a LQM (pH=5.422)
99.95 98.958
99.99 99.995
100.00 99.999
100.00 100.000

En conclusion, y de acuerdo al analisis de componentes principales realizado para los
diferentes conjuntos de datos presentados en la seccion 3.4, se realizaran los ajustes con
SQUAD proponiendo un conjunto de equilibrios que involucra cinco especies que absorben

diferente en el sistema.
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3.5 CALCULO DE CONSTANTES DE COMPLEJACION
Cu-LQM (medio acuoso)

A continuacion se presenta el calculo de los valores de constantes de complejacion entre
cobre y LQM. Se utilizaron los datos experimentales de los conjuntos de espectros de
absorcion presentados en la seccidn 3.3 para las tres relaciones molares estudiadas (1:1, 2:1,

1:2, de cobre y LQM respectivamente).

Con ayuda del programa SQUAD se realiz6 el ajuste de los datos experimentales
completos, es decir, el grupo de datos esta formado por las tres relaciones molares. De
acuerdo a lo encontrado con el software DATAN a través del andlisis de componentes
principales (seccion 3.4) se encontrd un sistema con cinco especies de LQM y Cu-LQM,
que absorben radiacion electromagnética de manera distinta. Teniendo en cuenta lo anterior
se probaron modelos con 3, 4 y 6 componentes para comprobar si el ajuste era bueno o no.
En todos los ajustes probados se fijaron las dos especies cationicas de LQM y un hidroxo-

complejo de cobre (CuOH).

A continuacion se definen las especies usadas en los ajustes con SQUAD, para de

formacion de complejos.

OH OH OH

w

XH,2* XH* X

En la tabla 3.3 se presentan algunas propuestas probadas en los ajustes, que van de 3 hasta
6 especies de Cu-LQM. Aqui ademas de realizar la comparacion de espectros (ajustados vs
experimentales) se toman en cuenta el valor de la desviacion estandar de la regresion, en

base a esto se decide cual sera el mejor modelo que se ajusta a los datos experimentales.
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Tabla 3.3. Conjuntos de especies Cu-LQM propuestas para los ajustes realizados con SQUAD. 0Oy

es la desviacién estandar de la regresion y U representa la suma de cuadrados.

Especie log g ey U
CuXH 14.229
Cu, X, 19.192 2.539x107 2.121
Cu, X, H 25.589
CuXH 13.916
Cu (OH), X 1.911

(OH):X; 1.777x1072 1.000
Cu, X, 20.344
Cu, X, H 26.788
CuXH 12.880
Cu, (OH), X 3.149

2 (OH): X 1.289x10° 0.536
Cu X, 19.090
Cu, X, 17.654
CuXH 13.119
Cu, (OH), X, 3.636
Cu X3 19.322 1.272x1072 0.123
Cu, X, 17.813
Cu, OH X, 20.888
CuXH 13.208
CU2 (OH)2 X, 3.965
Cu X3 20.258 1.121x107 0.398
CU2 X, 18.331
CU2 Xa 30.844
CuXH 13.695
Cu, (OH), X, 5.507
Cu X, 22.276 5

1.224x10 0.474

CU2 X5 19.882
Cu, X, H 26.228
CU4 OH X, 22.511
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Finalmente se concluyd que el conjunto de especies que mejor ajusta a los datos

experimentales es un modelo con cinco especies de Cu-LQM. Dos de estas especies

coinciden con los resultados presentados por Martinez-Mendoza [43] para su estudio de

Cobre y LQM314. En la tabla 3.4 se presenta el conjunto final de especies usada en el

ajuste con SQUAD.

Tabla 3.4. Conjunto de especies propuesto para la formacién de complejos Cu-LQM,; valores de constantes
de complejacion. La desviacién estandar de la regresion (o) es 1.247x10° y U vale 0.492.

Especie logf+o
XH, 12.031 FB; F€
XH 7.111 FB; F€
CuXH 13.292 + 0.029 VB; Ve
Cu, (OH), X,  4.077 +0.067 VB; Ve
Cu X3 20.216 +0.102 VB; Ve
Cu, X, 18.439 + 0.067 VB; Ve
Cu, X, H 24122 +0.124 VB; VE
CuOH* -8.000 Fp; F€
Cu(OH), -16.240 * FpB; F€

* valor tomado de Ringbom [44]

# valor tomado de la base de datos de Hidra (MEDUSA)

FB valor de log8 fijo para el ajuste con SQUAD

FE coeficientes de absortividad fijos para el ajuste con
SQUAD

VP valor de log8 variable y calculado en el ajuste con SQUAD
VE coeficientes de absortividad variables y determinados en
el ajuste con SQUAD

En este ajuste final para la determinacion de las constantes de complejacion de Cu-LQM se

usaron dos hidroxo-complejos de cobre, CuOH y Cu(OH),, y dos especies de LQM. En el

caso de los hidroxo-complejos de cobre, aunque no absorben en el intervalo de longitud de

onda de trabajo, si dan estabilidad y ayudan a obtener un mejor resultado en el ajuste. Para

los valores de constantes de acidez y coeficientes de absortividad de las especies de LQM

se usaron los valores determinados en la tabla 2.16 (seccion 2.5.2).
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S 200004 o %
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= 8 * °°° 000
w 8 x %9g000°° 992005, o
6 OO0 g, %%
10000 000y & * °
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o ##%0ae0000ag oy
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Figura 3.20. Coeficientes de absortividad determinados con SQUAD para el conjunto de la tabla 3.4.
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Figura 3.21. Relacion molar 1:1
[Cu2+]T0TAL=5.25X10-5 \
[LQM]1ora=5.25x10".

Figura 3.22. Relaciéon molar 2:1
[Cu*Trora=1.05x10"y
[LQM]TOTAL=5.25X10-S.

Figura 3.23. Relacion molar 1:2
[Cu**Trora=5.25x10"y
[LQM]rora=1.05x10",
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Con los valores de log £ de la tabla 3.4 y con el programa MEDUSA se construyeron los
diagramas de distribucion (figuras 3.21, 3.22 y 3.23) para cada una de las relaciones
molares estudias, 1:1, 2:1 y 1:2. Cada uno de estos tres diagramas presentados, se
construyeron con la respectiva concentracion de trabajo dependiendo de la relacion molar
estudiada. Por ultimo como paso adicional en la comprobacion del modelo quimico
propuesto, se construyen los espectros de absorcion utilizando los valores de log g, los
coeficientes de absortividad determinados con SQUAD vy las fracciones molares de los
diagramas de distribucion. Estos espectros ajustados son comparados con su
correspondiente espectro experimental con el objetivo de concluir si el modelo propuesto
describe de buena manera el comportamiento quimico de nuestro sistema. Figuras 3.24 a
3.26.

0.6 0.6
¢ 4700 ¢ 5.663
—4.689 —— 5.620
© 0.4 © 0.4 4
o Q
c IS
© ®
2 2
5 I
3 s <
< 0.2 A < 0.2 A *
0 T T T T T 0 T T T T T
230 250 270 290 310 330 350 230 250 270 290 310 330 350
Al nm Al nm
0.6 0.6
s 7.379 + 6.458

——6.453
0.4 A

0.2 A

Absorbancia
Absorbancia

*
*e
*
Q.”

PN

0 T T T T T
230 250 270 290 310 330 350

A/nm Al nm

0.6 0.6
* 8986 * 8.202

Absorbancia
Absorbancia

230 250 270 290 310 330 350
Al nm Al nm

Figura 3.24. Comparacion de espectros ajustados (linea continua) y espectro experimental
(marcadores) a diferente pH, correspondiente a la relacion molar 1Cu-1LQM.
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Figura 3.25. Comparacion de espectros ajustados (linea continua) y espectro experimental
(marcadores) a diferente pH, correspondiente a la relacion molar 2Cu-1LQM.
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Figura 3.26. Comparacion de espectros ajustados (linea continua) y espectro experimental
(marcadores) a diferente pH, correspondiente a la relacién molar 1Cu-2LQM.

Con base en la comparacion de espectros de las tres relaciones molares fijas, se puede
concluir que el modelo presentado describe el comportamiento quimico de la formacion de
complejos entre Cu®* y LQM303. Es importante recordar que existen problemas de
solubilidad para el LQM303 (a valores de pH mayores a 7) como se menciond en la
determinacion de las constantes de acidez del capitulo 2. Se plantea como hipdtesis que las
diferencias que existen entre los espectros ajustado y experimental, son provocadas por una
disminucion en la concentraciéon de LQM en solucion, debido a la formacion de
precipitado. En todos los casos se observa un efecto hipocrémico del espectro experimental

a 286 nm, que es la longitud de onda en la cual absorbe el LQM303.
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Por ultimo en la tabla 3.5 se presenta una propuesta de las posibles estructuras de los

complejos encontrados en el refinamiento.

Tabla 3.5. Estructuras propuestas de los complejos formados de Cu*’y LQM303. En la columna de
complejo se presenta la notacidn usada en el ajuste con SQUAD. Se presenta los valores de log By
su desviacidn estdndar. Las estructuras se construyeron con el software ChemBioDraw.

Complejo log p+ o Estructura propuesta
H,O
ol
OHy : OH
= I+
CuXH 13.292 +0.029 sfﬁ‘ i N s
o [ ) e_~
S\i_\N _— N\/S
HyO,,, / OH OH /\OH
Cus (OH)Z Xs 4.077 = 0.066 Cu= Cu‘\
\ OH \ OH,
_\
s N s
=
N
HO @
N—\%\S
Cu X3 20.216 £0.101 S
o

95




mc:asa abierta al tiempo |
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Capitulo 3
® ®
H,O, / OH / <OH,
Cuy X, 18.439 + 0.066 Cu=OH, CU'\\
\ OH \ OH,
N\
s H go—s
_\
S\/_'l”"/a@fs
OH /N\/
Cuy X,H 24.122 +£0.124 HZO\Cu/O\Cu/HZO
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3.6 CALCULO DE CONSTANTES DE COMPLEJACION
Cu-LQM (en metanol)

En la experimentacion se trabajé con los siguientes reactivos de grado analitico:
(1) cloruro de cobre dihidratado (CuCl,*2H,0), (2) acido perclérico (HCIO,), e (3)

hidroxido de sodio (NaOH) (disolucién preparada con agua desionizada).

La instrumentacion y las condiciones de trabajo fue la usada en las determinaciones
anteriores:

Equipo: Espectrémetro modelo Lambda 950 UV-Vis de Perkin-Elmer.

Celda: celda de cuarzo (Perkin-EImer) de 1cm de longitud de paso 6ptico

pH-metro: Radiometer pH/ION METER modelo PHM240

Electrodo: Microelectrodo combinado Ag/AgCl — Radiometer analytical.

Temperatura: 25°C

Las soluciones de trabajo se prepararon de la siguiente manera:

1) Se pesa y disuelve en metanol, la cantidad necesaria de CuCl,*2H,0 para tener una
concentracion 2.6x107° M.

2) Se disuelve en metanol, la cantidad necesaria de LQM303 para tener una concentracion
2.6x10° M.

3) Se prepard una solucién acuosa de NaOH disolviendo la cantidad necesaria para tener
una concentracion 1.0 M.

4) La solucion muestra se prepara mezclando 3 mL de la solucién de CuCl, con 3 mL de la

solucién de LQM vy se adicionan 5 pl de HCIO,4 concentrado.
DISCUSION Y RESULTADOS
Se realiz6 la valoracion &cido-base de la solucion muestra, en la cual se fijaron las

concentraciones iniciales de cada especie para tener una relacion molar 1Cu-1LQM, se

utiliz6 NaOH como valorante. Se obtuvieron los espectros de absorcion en la region visible
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del espectro electromagnético después de la adicion de cada volumen de hidroxido de

sodio. Este analisis se llevo a cabo en una celda termostatada a 25°C.

En la figura 3.27 se presentan dos graficos que corresponden a espectros UV-vis de las

especies de: Cobre (I1) en metanol y LQM303 en metanol.

1 1
S < pH
e pH % 1575
S
o i —1.629 o i 3.191
2 0.5 s 05 — 5233
a 3 5.418
< < \k_/______&l‘”
0 % 0 5 ====—aal|
200 300 400 400 500 600 700 800
Alnm A/ nm
a) b)

Figura 3.27. a) Espectro UV-vis de LQM en metanol, pH=1.629 y 2.6x10™ M.
b) Espectros en la regidn visible de cobre en metanol a diferente pH y una concentracion de
1.3x10° M.

Los espectros de la figura 3.27, sirven de evidencia para poder justificar, de manera
cualitativa, la formacién de complejos de Cu(ll)-LQM303. Como se observa en la figura
3.27 a), el LQM303 solo presenta una banda de absorcién alrededor de 290 nm; el cobre
(1) presenta una banda de absorcion por arriba de los 700 nm en las concentraciones
mostradas, y en todos casos los valores de absorbancia estan alrededor de 0.1. Por lo tanto

se decide trabajar en un intervalo que va de los 400 nm hasta los 800nm.

Asi, para el estudio de la formacion de complejos de cobre (1) con LQM en metanol se
trabajo con una mezcla equimolar de Cu-LQM; lo anterior se llevo a cabo fijando las
concentraciones iniciales de cada especie. En seguida se obtuvo un grupo de espectros UV-
vis en funcion del pH, los valores van de pH = 1.878 hasta pH = 8.603. En la figura 3.28 se
presenta el conjunto de espectros obtenido para la mezcla 1Cu-1LQM en un intervalo de

longitud de onda entre 400 y 800 nm.
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Figura 3.28. Espectros UV-vis en funcion del pH, para la mezcla 1Cu-1LQM.
Estos valores son a) de pH =1.878 a pH=4.656 y b) de pH =5.147 a pH=8.603.

En la figura 3.28 podemos observar la formacion de una banda en 500 nm, lo que podemos
interpretar como la formacion de nuevas especies de Cu-LQM. Podemos ver que a medida
que aumenta el pH esta banda en 500 nm tiene un efecto hipercrémico hasta llegar a pH =
5.147, a partir de aqui la absorbancia disminuye hasta el Ultimo espectro de absorcion

experimental obtenido, que es pH = 8.603.

Se observa una segunda banda de absorcion en 700 nm, la cual tiene un efecto
hipercromico hasta pH = 5.147, y al continuar aumentando el valor de pH se puede notar

que la absorbancia disminuye. Cabe sefialar que a lo largo de esta valoracion acido-base, el
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color de la solucion va cambiando de un color rojo intenso a un azul verdoso para,

finalmente, llegar a un color azul tenue al final de la titulacion. Figura 3.29.

—
r.( C—
\‘ | {
| . . .
pH
acido - basico

Figura 3.29. Colores de la solucién de cobre-LQM a través de la valoracion acido base.

Asimismo, en la figura 3.30 se presenta la grafica de absorbancia en funcién de pH a una
longitud de onda de 500 nm. Los valores de absorbancia y pH se corrigieron por dilucién y
por eficiencia de la celda [9], respectivamente, con las ecuaciones 10 y 1 mencionadas en

secciones anteriores.

_ | Vinigial 7V
A:orr - A%xperimental V.

inicial

acumulado

pHcorr = pHobservado

+|: pHcaIib _ pHobservado :| * Ef
pH

calib

0.8 A1

0.6 -

—o— Acorr
500nm

Absorbancia

0.2 A

10

Fig. 3.30. Absorbancia en funcion de pH a una longitud de onda de 500 nm
(Ambos parametros corregidos por dilucién).
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Se realiz6 un tratamiento quimiométrico de los datos experimentales. Este tratamiento se
realiza con el software DATAN vy, utilizando analisis de factores y componentes
principales, obtenemos como resultado cuatro factores o componentes principales presentes
en nuestro sistema, que se interpreta como el numero de especies que absorben diferente en
el sistema. A continuacion se presenta una tabla de los porcentajes de varianza acumulada,

asi como la gréfica de ruido construida con DATAN.

Tabla 3.6. Valores de porcentaje de varianza acumulada obtenidos con DATAN.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Porcentaje de varianza

89.523 09.941 99.990 99.999 100.00
acumulada

Como se observa en la tabla 3.6, el quinto componente suma 100%, es decir, reconstruye
toda la informacion relevante de la matriz original. Por lo tanto se concluye que son cuatro

los componentes relevantes en nuestro sistema.

0.05 A

loadings

-0.05

Y\

A/ nm

Figura 3.31. Curvas de loadings de los primeros cinco componentes principales
obtenidos con DATAN.

En la figura 3.31 se observa que el loading del PC5 ya exhibe ruido, por lo cual se
concluye que a partir de él ya no hay informacion relevante en el sistema, de acuerdo a la

documentacion del programa HypSpec2014, de la suite de programas HYPERQUAD.
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Finalmente se realiza un refinamiento de datos de los espectros experimentales. Para este
refinamiento se utiliza el programa SQUAD, en el cual se propone un modelo con 6
equilibrios: cuatro equilibrios pertenecientes a los complejos formados de Cu-LQM, un
equilibrio de la dltima desprotonacion del LQM vy el ultimo equilibrio del hidroxocomplejo

de cobre.

Tabla 3.7. Valores de log f refinados con SQUAD para Cu con LQM303.
0 reg=0.006 representa la desviacion estandar de la regresion.

Especie log B =+ 6req
CuXH 11.107 £ 0.002
Cu X, 12.623 £ 0.030
Cuz X; 16.325 + 0.027
Cu; Xo H 21.063 + 0.057

En la tabla 3.7 se tienen cuatro especies de complejos formados, y de estas especies, tres
coinciden con los resultados obtenidos para el estudio realizado en medio acuoso. Para el
caso de las constantes de complejacion en metanol, los valores encontrados de log g
difieren dos unidades por debajo para CuXH y CuyX»; y en la especie Cu,X;H la diferencia
es de tres unidades por debajo del valor obtenido en medio acuoso.

Una vez obtenidos estos valores de constantes de complejacidn, se construyen los espectros
UV-vis ajustados con SQUAD (con ayuda del programa MEDUSA) y se comparan con los
espectros experimentales, figura 3.32.

En esta comparacion podemos observar que el modelo quimico propuesto se ajusta de
buena forma a los datos experimentales, es decir, el espectro ajustado con los datos de
SQUAD y MEDUSA se superpone a la forma del espectro experimental en los diferentes

valores de pH presentados.
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Figura 3.32. Comparacion a diferente pH del espectro experimental (marcadores)
y el espectro ajustado con SQUAD (linea continua).
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3.7 CONCLUSIONES

A través del método de relaciones molares se determinaron tres posibles estequiometrias en
los complejos de cobre-LQM: 1Cu-1LQM, 1Cu-2LQM y 2Cu-1LQM. Adicionalmente se
plante6 una cuarta relacion molar 1Cu-3LQM, la cual quedd como dato adicional para la

propuesta final del modelo quimico planteado.

Se refinaron los datos experimentales con el programa SQUAD vy se obtuvieron los valores
de las constantes de complejacion de cinco especies de Cu-LQM en medio acuoso. Se
propuso un modelo quimico formado por nueve especies: cinco especies de Cu-LQM, dos

especies pertenecientes al LQM y, dos hidroxocomplejos de cobre.

Adicionalmente se estudi6 la formacion de complejos en metanol, esto para tratar de evitar
problemas de solubilidad, y se determinaron los valores de constantes de complejacién para
cuatro especies de Cu-LQM. Tres de estas especies coinciden con los resultados obtenidos

en medio acuoso.

Finalmente se presenta una propuesta de las estructuras para los complejos formados en

medio acuoso.
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4.1 RUTAS DE DESPROTONACION

Los equilibrios &cido-base son fendbmenos muy importantes, los cuales no solo tienen
implicaciones para la quimica, sino también para distintos campos de la ciencia como la
farmacologia, la medicina, la biologia, etc. Como se menciono en capitulos anteriores, una
gran cantidad de compuestos quimicos tienen comportamientos como acidos (o bases) de
Bronsted en solucién acuosa, y su acidez se expresa comunmente como pK,, que es el
logaritmo negativo de la constante de disociacion acida. Muchos compuestos presentan mas
de un sitio acido, lo que hace imprescindible identificar la ruta de desprotonacion mas
probable para poder conocer a que estructura quimica exacta que corresponde a cada grado
de desprotonacion. Sin embargo, la identificacion de rutas de desprotonacion para
compuestos poliproticos es con frecuencia una tarea dificil. Esto se puede lograr mediante
diferentes técnicas, dentro de las que destacan los calculos computacionales que
constituyen alternativas viables, confiables y relativamente baratas por lo que se usan

frecuentemente en este contexto [45, 46].

4.1.1 METODOLOGIA

DETALLES COMPUTACIONALES

Para el estudio teorico del LQM303 y LQM314, se procedio de la siguiente manera. El
estudio conformacional, la optimizacion de la geometria y los calculos de frecuencia fueron
realizados con el paquete de programas Gaussian 09 [47]. Se utilizd la Teoria de
Funcionales de la Densidad (TFD), en particular el funcional B3LYP, ambos en
combinacion con el modelo continuo polarizable SMD. Este funcional ha sido utilizado con
éxito para el estudio de moléculas similares [48, 49]. En todos los casos se utilizo el
conjunto de funciones de base 6-31+G(d), para la optimizacion de geometrias y los calculos
de frecuencia. Posteriormente, utilizando estas geometrias se realizaron célculos de punto
simple para mejorar las energias utilizando un conjunto de funciones de base mayor, 6-
311++G(d,p).
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Dada la complejidad de los sistemas a estudiar se realizé un estudio adicional del LQM303
utilizando el funcional M052X en combinacion con el modelo continuo polarizable SMD.
Esto para investigar la posible influencia del método de calculo en los resultados obtenidos.
En este caso se realizaron todos los célculos con el conjunto de funciones de base 6-
31+G(d,p). Esta decision se tomd en base a resultados anteriores, ya que dichos resultados
obtenidos con cualquiera de los 3 conjuntos de base antes mencionados son muy similares

cuando se usan en combinacion con la TFD [50].

4.1.2 B3LYP - LQMS303

Se optimizo la molécula diprotonada del LQM303, y se obtuvo la estructura mostrada en la

figura 4.1. Esta es la molécula de partida para los siguientes calculos teoricos.

Q

‘) N1 N2
@ \ 5,9
RS
A9,
9 “" J'{’

Figura 4.1. Estructura optimizada para el compuesto LQM303.

Posteriormente se determinaron los valores de energia libre de Gibbs correspondientes a la
primera desprotonacion para los tres sitios acidos de la molécula totalmente protonada del
LQM303. Estos sitios corresponden a la amina protonada de cada anillo de tiomorfolina,
atomos de nitrogeno N-1 y N-2; el tercer sitio es el OH del fenol. Los valores de energias
relativas para los productos de desprotonacion, i.e. especies monoprotonadas se reportan en
la Tabla 4.1. Los valores de energias obtenidos sugieren que la primera desprotonacién

ocurre del sitio O del fenol.
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Sin embargo es importante notar que la diferencia en energias de desprotonacion para los
sitios O y N-1 es menor a 1 kcal/mol, de modo que se encuentra por debajo de la
incertidumbre esperada para cualquier método de célculo. Es por ello que consideramos
conveniente realizar esta parte de la investigacion con otro funcional, de modo que pueda

corroborarse o refutarse la ruta de deprotonacion propuesta.

Para la segunda desprotonacion se parte de la estructura monoprotonada de menor energia y
se analizan los sitios restantes para la segunda deprotonacion, que son los dos grupos amino
en los anillos de tiomorfolina (N-1 y N-2). Asi, la energia mas baja se tiene para la

desprotonacion del nitrogeno N-1.

Tabla 4.1. Energia relativa (AG/ [kcal]) para los posibles sitios de desprotonacion.

DespSrlgt%r?:cién 1*Desp 2" Desp
N-1 0.77 0.00
LQM303 N-2 3.27 4.45
O 0.00

De acuerdo a los valores de energias relativas reportadas en la tabla 4.1, la ruta de
desprotonacién méas probable para el LQM303, segun los resultados obtenidos con el

funcional B3LYP, es la que se muestra en la figura 4.2.
H

Figura 4.2. Orden de desprotonacién propuesto para la molécula LQM303, segun los resultados
obtenidos con el funcional B3LYP
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4.1.3 B3LYP - LQM314

Para determinar el orden de desprotonacion del LQM314 se sigui6 el mismo procedimiento
de la seccidn anterior calculando la energia libre de Gibbs de los tres sitios acidos partiendo

de la estructura optimizada para el LQM314, figura 4.3.

s

J
9

Figura 4.3. Estructura optimizada para el compuesto LQM314.

Inicialmente se determinaron los valores de la energia libre de Gibbs correspondientes a la
primera desprotonacion para los tres sitios posibles de la molécula totalmente protonada del
LQM314. Estos sitios corresponden a la amina protonada de cada anillo de morfolina, el
tercer sitio corresponde al OH del fenol (Figura 4.3). Los valores de energias relativas para
los productos de desprotonacién, i.e. especies monoprotonadas se reportan en la Tabla 4.2.
Se encontré que la primera desprotonacién ocurre del sitio O del fenol. En este caso las
diferencias de energias correspondientes a las desprotonaciones de O y N1 si son
significativas (mayores a 4 kcal/mol) y mayores a las incertidumbres esperadas para el
método de calculo empleado. Por lo que se espera que el orden de desprotonacion

propuesto sea confiable y no cambie con el método de calculo.

Para la segunda desprotonacion se parte de la estructura monoprotonada de menor energia y
se analizan los posibles sitios para la segunda desprotonacion, que corresponden a cada uno
de los dos grupos amino en los anillos de morfolina. Asi, la energia mas baja se tiene para

la desprotonacion del nitrégeno N-1.
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Tabla 4.2. Energia relativa (AG/ [kcal]) para los posibles sitios de desprotonacion.

Sitio de . .
Desprotonacién 1% Desp 22 Desp
N-1 4.40 0.00
LQM314
N-2 7.25 259
O 0.00

De acuerdo a los valores de energia relativa de la tabla anterior, se propone la siguiente ruta

H

de desprotonacion para el LQM314 (figura 4.4).
; N*fo S Ay o

O%N’T&+ \@/ \©/

Figura 4.4. Orden de desprotonacidn propuesto para la molécula LOM314.

4.1.4 M052X - LQM303

Como se menciond anteriormente la diferencia en energias de deprotonacién para los sitios
O y N-1 en este compuesto es muy pequefia, por lo que el orden de deprotonacion
propuesto en base a los resultado obtenidos con el funcional B3LYP podria modificarse con
un cambio de metodologia de célculo. Es por ello que la ruta de deprotonacion de este
compuesto se volvié a investigar utilizando un funcional diferente (MO05-2X).
Adicionalmente, se realiz6 un estudio conformacional para las diferentes especies acido-

base.

Partiendo del conformero de menor energia se realizo el estudio tedrico para determinar la
ruta de desprotonacion mas probable. Considerando tres posibles sitios de desprotonacion
para la molécula totalmente protonada (HsL?*) de LQM303, un sitio corresponde al protén

fendlico y dos sitios a las aminas terciarias protonadas.

Tomando como hipoétesis que, la formacion de puentes de hidrégeno entre el sitio
desprotonado y el proton del sitio 4cido méas cercano estabilizaria la molécula, para la

primer desprotonacion se modelaron tres posibilidades por cada sitio de desprotonacion, es
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decir, en total se tendran nueve conformeros posibles. Por ejemplo, para la primer
desprotonacion que involucra al OH fenolico se tendrian tres posibilidades para la especie
desprotonada, (a) con dos puentes de hidrogeno: entre el oxigeno y cada una de las dos
aminas protonadas; (b) un puente de hidrégeno: entre el oxigeno con carga negativa y una
amina protonada, y, (c) sin ningdn puente de hidrogeno (figura 4.5). Analogamente, lo

anterior se realiza para las dos posibilidades restantes de sitios de desprotonacion.

a) b) c)

\No+ H, _oH

S

N
N© o0 N "0 oS S o S
2 F\—I\A b\[?jm.. E//A
H H v
R R R

Figura 4.5. Conférmeros posibles para fenolato considerando formacién de puentes de H
intramoleculares.

Se calcularon los valores de energias libres de Gibbs correspondientes a las nueve posibles
conformaciones mencionadas en el parrafo anterior, y como se observa en la figura 4.6, los
conformeros mas estables son los que forman dos puentes de hidrdgeno. Asi, se encontro
que la primera desprotonacién se lleva a cabo en un grupo amino. Este resultado contradice
lo obtenido con el funcional B3LYP. Sin embargo, también en este caso las diferencias de
energia son muy pequefias y por debajo de la exactitud quimica. De modo que las energias
de desprotonacion parecen no ser un criterio suficiente en este caso para elucidar la ruta de
desprotonacion mas probable. En la siguiente seccion se analizaran otros criterios que

ayuden a decidir sobre este punto.

Para la segunda desprotonacién de acuerdo al valor de energia libre de Gibbs se determiné
que ocurre en la segunda amina y, finalmente la tercer desprotonacion corresponde al grupo
OH. Una vez comprobada la hipdtesis; los puentes de hidrégeno estabilizarian la estructura,
se toman los conformeros en los cuales se formaron dos puentes de hidrogeno para

proponer la ruta de desprotonacion.
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Figura 4.6. Estructuras posibles y energia relativa para la primer desprotonacion del LQM303.

De modo que, segun los resultados obtenidos con el funcional M05-2X (tabla 4.3), la ruta

de desprotonacidén mas probable para el LQM303, es la que se muestra en la figura 4.7.

Tabla 4.3. Energia relativa (AG/ [kcal]) para los posibles sitios de desprotonacion.

Despslltt)lt%rcljzcién 1* Desp 2" Desp
N-1 0.00 0.00
LQM303 N-2 0.13 2.33
0 0.96
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Figura 4.7. Orden de desprotonacion propuesto para las moléculas LQM303, segun los resultados
obtenidos con el funcional M05-2X.

4.1.5 COMPARACION ENTRE B3LYP Y M052X

La ruta de desprotonacion del LQM303 se determiné mediante dos funcionales diferentes
(B3LYP y M05-2X), dando lugar a dos rutas diferentes. En los dos casos, para la primer
desprotonacion se obtienen diferencias de energia relativa muy pequefias (menor a 1

kcal/mol) lo que tedricamente dificulta concluir cual de las dos rutas sera mas probable.

Se tomaron algunas consideraciones extra en el estudio con M052X, que fue la formacién
de puentes de hidrégeno en los conférmeros en la primer desprotonacién y aunque se
encontraron conférmeros mas estables, la conclusion final puede resultar dudosa desde el
punto de vista de las energias relativas. Estos valores, correspondientes a los tres sitios

acidos para la primer desprotonacion estan por debajo de 1 kcal.

Debido a lo anterior se decidi6 realizar un estudio mas detallado para corroborar el orden
de desprotonacién. Para ello se usaron dos criterios adicionales que se tomaran en cuenta
para la propuesta final de la ruta de desprotonacion. Estos son la localizacion del LUMO
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) y las cargas sobre los atomos de H.

Recordando que se espera que los sitios acidos en una molécula estén directamente
relacionados con el orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO). Se espera

que el sitio sobre el que esté mayormente localizado el LUMO sea el sitio mas &cido.
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Como se observa en la figura 4.8, la mayor contribucion al LUMO en el LQM303 aparece
en los grupos amino, por lo tanto se espera que el sitio mas &cido este en los anillos de
tiomorfolina. Este criterio soporta entonces los resultados obtenidos con el funcional M05-
2X.

Adicionalmente se calcularon las densidades de superficie LUMO para el LQM303 y dos
sustituyentes con caracteristicas electroatractoras como el -NO, y -CN; y otro con
caracteristicas similares a las del -tertbutil, que es el -NH,. Recordando que se espera que
los sitios acidos en una molécula estén directamente relacionados con el orbital molecular

desocupado de menor energia (LUMO).

Figura 4.8. Localizacién LUMO para LQM303, calculada con un valor de isodensidad de
0.015 au.

En cuanto al otro criterio usado, que fueron las cargas de Mulliken, los resultados obtenidos
se muestran en la tabla 4.4. En este caso, se asume que el H mas acido sera el que tenga
mayor carga positiva. De modo que segln este criterio también se predice que los N en las
tiomorfolinas son sitios mas acidos que el OH fenolico. Lo que soporta la ruta de
desprotonacion que se predice a partir de las energias obtenidas con el funcional M05-2X.
O sea que los dos criterios adicionales sugieren que la ruta de desprotonacion predicha

segun este funcional es la correcta y no la obtenida con el funcional B3LYP.
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Tabla 4.4. Cargas de Mulliken de los tres protones acidos en la molécula del LQM303.

Sitio q
o 0.447
N1 0.495
N2 0.483

Considerando entonces los tres criterios utilizados, o sea energias de desprotonacion (M05-
2X), localizacion del LUMO vy cargas sobre los H &cidos, todos predicen como ruta de
desprotonacién mas probable para LQM303 la mostrada en la figura 4.7. Es por ello que
esa es la ruta propuesta en el presente trabajo. ES importante insistir en que estos
compuestos son particularmente dificiles en este contexto, debido a la similitud de energias
de desprotonacidn de los sitios amina terciaria y fenol. Esto hace recomendable utilizar mas
de un criterio para identificar las rutas de desprotonacion mas probables para este tipo de

compuestos.

4.1.6 INFLUENCIA DEL SUSTITUYENTE -para

Como alternativa adicional, se realizé un estudio tedrico de la influencia en la ruta de
desprotonacién del grupo sustituyente en la posicién —para del fenol. Para esto se sustituyo
el grupo tertbutil por grupos electroatractores y electrodonadores como son los grupos -CN,
-NO, y -Cl, -NH_, -H, respectivamente. Como criterio se utilizo en este caso los valores de
energia de desprotonacién obtenidos con el funcional M05-2X, ya que como se demostro
anteriormente éste es el que esta de acuerdo con los otros criterios. Los valores obtenidos se

resumen en la tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Energias relativas (kcal/mol) del LQM303 con los diferentes sustituyentes.

Sitio | Tert-butil H Cl NH, NO, CN
0 0.96 0.64 0.00 0.89 0.00 0.00
ler Desp. N1 0.00 0.00 0.73 0.00 3.80 1.85
N2 0.13 0.62 0.74 0.01 3.80 1.86

0 2.33 1.72 *
2a Desp. N1 0.00 0.00 0.00
N2 0.00 0.00 <0.01 0.08 0.01 0.01

*El hidrogeno se pega al oxigeno

Con los resultados anteriores se propone una ruta de desprotonacion de acuerdo al tipo de

sustituyente que se tiene en la posicién -para del anillo fendlico (figura 4.9).

S §S yS
SO\ H ﬂ H H
%L\l o-H +/ms Kot N 3\7 o N s o
N " " \©/ T \/N\©/ ,N%\S
H
Ry R Ry R,

Ry=tert-butyl, H, NH,

sQ_H Sﬂ W He /S 1w s s
; + - H + - -
\/y o*H‘ +/;/Js Wt oo N\/ 1o N\/ 3/\\/,\, o N\/
o o o "
H
Ry Ry R, R,
R,= Cl, CN, NO,

Figura 4.9. Ruta de desprotonacion propuesta para el LQM303, para los diferentes sustituyentes.

Asi, podemos observar que los sustituyentes con caracteristicas similares al tertbutil
coinciden en la ruta de desprotonacion, iniciando en el grupo amino. Por el contrario, los
sustituyentes electroaceptores como CN y NO, hacen més acido al OH fenolico y provocan

que éste sea el sitio involucrado en la primera desprotonacion.
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4.2 CONCLUSIONES

En este apartado se ha presentado la determinacion de los ordenes de desprotonacion para
el compuesto LQM303 4-terbutil-2,6-bis(tiomorfolin-1-ilmetil)fenol utilizando métodos
tedricos, en particular los funcionales de la densidad B3LYP y M05-2X y dos conjuntos

diferentes de funciones de base.

Con base en energias libres de Gibbs y usando el funcional B3LYP, se encontr6 que la
primera desprotonacion ocurre en el grupo OH de anillo fendlico, la segunda se lleva a cabo
en el nitrogeno (N-41); y la ultima desprotonacion es en el nitrogeno (N-51) del anillo B de
tiomorfolina. Por el contrario segin las energias obtenidas con el funcional M05-2X la
primera desprotonacion ocurre en la amina del anillo tiomorfolinico. La segunda
desprotonacién se tiene en la amina del segundo anillo de tiomorfolina y, finalmente la

tercer desprotonacion se lleva a cabo en el grupo OH del anillo fendlico.

Esta contradiccion se debe a que las diferencias en energias libres de Gibbs son muy
pequefias e inferiores a las incertidumbres asociadas a cualquier método de calculo. Por ello
fue necesario usar dos criterios adicionales: la localizacion del LUMO vy las cargas sobre
los H &cidos. Con estos criterios se confirmo la ruta identificada como més probable con el
método MO05-2X. Por lo que este método fue el empleado para investigar la ruta de
desprotonacién de compuestos similares al LQM303. Se comprob6 que los sustituyentes de
caracteristicas similares al tertbutil (electrodonador) presentan el mismo orden de

desprotonacion.
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Utilizando Electroforesis Capilar de Zona y Espectrofotometria UV-vis se determinaron
dos valores de pK, del LQM303: 4-terbutil-2,6-bis (tiomorfolin-1-ilmetil) fenol. Estos
valores correspondes a las primeras dos desprotonaciones del LQM303. A partir de pH
aproximado de 7.0 se forma un precipitado que impidio la determinacion del tercer valor de
pK, restante. Los determinacion de las constantes de acidez se llevo a cabo en condiciones

pseudofisioldgicas de temperatura (T = 310.15K).

En la parte del estudio de formacion de complejos de cobre con LQM en medio acuoso, se
utilizoé el método de relaciones molares para determinar tres posibles estequiometrias para
las especies de Cu-LQM formadas. Estos resultados sirvieron para proponer un conjunto de
equilibrios mediante el cual se calcularon las constantes de complejacion de cinco especies
de Cu-LQM.

Adicionalmente se realizo el estudio de formacion de complejos teniendo como medio
Metanol, y se propuso un modelo con cuatro complejos de cobre. Se calcularon las
constantes de complejacion y se comprobd que tres de las especies propuestas en este
modelo coincidian con las propuestas en el estudio en medio acuoso. Lo anterior corrobora

la validez del conjunto de equilibrios propuesto.

Mediante calculos teoricos se determind el orden de desprotonacion para el LQM303
mediante dos funcionales de la densidad (B3LYP y MO052X). En el estudio tedrico
realizado mediante el funcional M052X se usaron diferentes criterios para comprobar la
validez de la ruta de desprotonacion propuesta, y se encontrd que las primeras dos

desprotonaciones ocurren en los grupos amino de los anillos de tiomorfolina.

Se trabaj6 también con otro compuesto de la familia de LQM’s; (4-Hidroxi-3,5-
bis(morfolin-4-ilmetil)benzonitrilo) o LQM314. Se calcularon tres valores de pK, mediante

electroforesis capilar y de determino el valor de log P entre octanol y agua.
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PERSPECTIVAS

Un tema de gran importancia en la salud publica a nivel nacional e internacional es la
hipertension, de aqui la importancia en la caracterizacion fisicoquimica de nuevos

compuestos con propiedades antihipertensivas.

1) Como continuacién de este trabajo, se plantea seguir con el estudio de complejacién a
través de otros métodos de andlisis con el objetivo de comprobar y reafirmar los resultados
obtenidos del modelo quimico presentado. EI método de variaciones continuas puede ser

una herramienta Gtil en el desarrollo de este tema.

2) Para los resultados del estudio de complejacién en Metanol, solo se analizé una relacion

molar 1:1; sin embargo faltaria complementar el estudio de las relaciones molares 1:2 y 2:1.

3) El estudio de la interaccion del LQM con otros metales de interés biol6gico como Zn'y
Ni, es una tema adicional de gran importancia, el cual puede colaborar en el objetivo

principal de este trabajo.

4) Adicionalmente se pretende apoyar en la quimica computacional para realizar diversos
estudios como son: determinacion de la actividad antioxidante del LQM303, analisis de la

interaccién de cobre con LQM.

5) El uso de métodos computacionales podria ser una herramienta de gran utilizar para
poder predecir el valor del pK,s que no fue posible determinar mediante técnicas

experimentales.

Lo antes mencionado son algunas de las perspectivas que se tienen para la caracterizacién

fisicoquimica de este nuevo compuesto con propiedades antihipertensivas.
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APENDICE A

DETERMINACION DE logP para LQM314

De especial valor son las propiedades fisico-quimicas, que estan directamente relacionadas
con las fuerzas intermoleculares implicadas en la interaccion farmaco-receptor, asi como
las propiedades de transporte y distribucion del farmaco. En este sentido, algunas de las
propiedades como hidroficas, polares, electronicas y estéricas son de las mas importantes.
La lipofilia (sinobnimo llamado hidrofobicidad) estd definida por la particion de un
compuesto entre una fase acuosa y una fase no acuosa. Hoy en dia P (n-octanol/agua) se
define como la relacion de concentraciones de la sustancia entre las fases organica y acuosa

de un sistema de dos componentes en condiciones de equilibrio [51, 52].

Determinacioén de log P del compuesto LQM314 entre n-Octanol y agua.

Los reactivos usados son: n-octanol (Baker) y agua desionizada con un equipo Milli-Q de la
marca Millipore (0.182 MQ+ m), ambos fueron presaturados para mantener constante la
relacién de volumen durante el proceso de extraccion liquido-liquido. Los espectros UV de
la fase octandlica fueron obtenidos con un espectrofotémetro de la marca Perkin Elmer 950,

usando una celda de cuarzo de 1cm de paso optico.

Curva de Calibracidon. Se obtuvieron los espectros de absorcion para elaborar la curva de
calibracion, disolviendo cantidades adecuadas de LQM314 en n-octanol presaturado con

agua (Figura Al). En la figura A2 se presenta la curva de calibracion para el LQM314.

1.2
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08 1 —1.3E-05
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0.2 7\_/_¥ 6.3E-05
v\ — - 7.5€-05

0

0.6 1
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0.4 1

220 240 260 280 300
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Figura A1. Conjunto de espectros UV de LQM314 para la curva de calibracién con diferentes
concentraciones.
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Figura A2. Curva de calibracién elaborada a partir de los espectros de la figura A1,
a una longitud de onda de 254 nm.

La ecuacidn obtenida para la regresion lineal de la curva de calibracion fue:

A =[LQM] mo%_ + ordenada
AP = (l3838.48i 259.89) mo%_ + (0.04i0.01) R*=0.998 para LQM314

donde [LQM]octanol representa la concentracion de LQM en la fase octandlica.

Un volumen de 10 mL de la solucion stock de LQM en octanol, con una concentracién
aproximada alrededor de la mitad de la curva de calibracion, se mezcl6 con 10 mL de agua
desionizada presaturada con octanol. Se agito muy fuerte por aproximadamente 2 min y
posteriormente se dejé reposar para permitir la separacion de las fases. Se utilizd una
mezcla similar como blanco en las mediciones de absorbancia, pero se cambié octanol

presaturado con agua en lugar de la solucién stock de LQM.

La concentracion del LQM314 en la fase octanolica se obtuvo por interpolacion en la curva
de calibracion de la absorbancia medida. Esta determinacion se realizd por triplicado
(figura A3). En la figura A4 se presenta los espectros de absorcion para el LQM314 en la

fase acuosa.
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Figura A3. Espectros UV obtenidos por triplicado del LQM314 en la fase organica.
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Figura A4. Espectros UV obtenidos por triplicado del de LQM314 en la fase acuosa.

Fraccion extraida y log P. La fraccion extraida del LQM314 de obtuvo mediante la

siguiente ecuacion.

_ (oM, ]

ELQM ,oct [LQM

oct ]0
donde [LQM.ci]o representa la concentracion correspondiente a la fase octandlica antes de

la extraccion, y finalmente el valor de log P se obtuvo con la ecuacién:

E
log R, =log 1 _Frowon
r

1- ELQM Joct

r, es la relacion de volumen entre n-octanol y agua.
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Tabla A1. Valor experimental de log P en
Octanol-Agua para el compuesto LQM314

compuesto log P

LQM314 0.243 £ 0.009

Para el LQM314 de obtuvo un valor pequefio para su log P como se observa en la tabla A1,
esto se atribuye a los anillos morfolinicos presentes en la estructura de este compuesto,
ademas de que este compuesto tiene una solubilidad muy alta en agua en comparacion con
el LQM303 mencionado en este trabajo. Es importante mencionar en base a este valor
determinado de log P, que se cumple con la regla de Lipinski [53], que habla sobre las

caracteristicas fisico-quimicas que deben de cumplir los farmacos.
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APENDICE B

ELECTROFORESIS CAPILAR DE ZONA

La electroforesis capilar (CE, Capillary Electrophoresis) es un método de separacion que se
basa en la diferente velocidad de migracion de las especies cargadas, en el seno de una

disolucidn buffer a través de la cual se aplica un campo eléctrico constante.

El mecanismo de separacion en CE es la migracion diferencial debido a las diferentes
movilidades electroforéticas. La técnica de electroforesis capilar da lugar a separaciones en
un capilar de silice fundida de didmetro muy pequefio (10-200 nm) con volimenes de
muestra extraordinariamente pequefios (0.1 a 10 nL), con una elevada resolucion y rapidez
[54].

La instrumentacién basica es simple, consta de una fuente de voltaje, un capilar, viales de
muestra, buffer, y un detector. El capilar estd en contacto con los viales de entrada y salida,
los cuales a su vez contienen los electrodos entre los que se aplica la diferencia de
potencial. El capilar esta lleno con la misma solucidén contenida en ambos viales y esta

solucion constituye el medio de conduccion de la corriente eléctrica [54].

Description :

FUNDAMENTO DE LAS SEPARACIONES ELECTROFORETICAS.
La velocidad de migracién de un ién, v, en centimetros por segundo, afectado por un
campo eléctrico, es igual al producto de la intensidad del campo eléctrico E (V m™) por la

movilidad electroforética pes (M* V* s, esto es:

V::uef E
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por lo cual, es necesario aplicar potenciales elevados para obtener migraciones ionicas

rapidas y, por lo tanto, una rapida separacion [55].

FLUJO ELECTROOSMOTICO
Este flujo se origina por la presencia del campo eléctrico en una solucién idnica cuando

entra en contacto un electrolito con una superficie sélida cargada.

La causa de este flujo es la doble capa eléctrica que se forma en la interfase
silice/disolucién. A valores de pH por encima de 3, la pared interna del capilar de silice
presenta carga negativa debido a la ionizacion de los grupos silanol (Si-OH) de la
superficie. Los cationes del buffer se agrupan sobre la superficie negativa del capilar de

silice para formar la doble capa eléctrica.

Los cationes, situados en la capa exterior difusa de la doble capa, son atraidos hacia el
catodo o electrodo negativo, y dado que los cationes estan solvatados arrastran al resto de la

disolucién con ellos, a lo largo del capilar.

Sl Si vSi Sf Si Si si S{
0 ©Q Q0 00 OO 00 00 Q0 O

FF A TFEHEFEHEEE

0000000000000000
Si S S S S S oSS

_—

Direccion de flujo

Esta accion de bombeo es llamada electroosmosis. La electroosmosis conduce a un flujo en
la disolucion que tiene un perfil plano, perpendicular al capilar. Debido a este perfil
esencialmente plano, el flujo electroosmético no contribuye de manera significativa al
ensanchamiento de banda. Como consecuencia de la electroosmosis, el orden de elucién en

una separacion por electroforesis capilar es:
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1) primero los cationes mas rapidos
2) seguidos sucesivamente de los cationes mas lentos,
3) las especies neutras (con la velocidad del EOF), en una Gnica zona

4) finalmente los aniones mas lentos seguidos de los aniones mas rapidos.

MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Un concepto de gran importancia en CE, es el de movilidad electroforética, la cual se ve
afectada por la carga, la forma y el tamafio del analito. Para calcularla es necesario conocer
su tiempo de migracion, que es el tiempo requerido por el analito para migrar desde el

punto de introduccion de la muestra hasta el punto de deteccion.

IL[ =
(t-V)
Lq : longitud efectiva del capilar (del “inlet” al detector) [m]
L:: longitud total del capilar [m]
t: tiempo de respuesta [s]
V: voltaje aplicado en la separacién [V]

detector

o L ompeder

‘ ‘ * P electrode
SOUCE Vial

’—I destination vial

DC voltage source
+- 10 - 0KV
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APENDICE C
ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Todas las especies quimicas interaccionan con las radiaciones electromagnéticas y al
hacerlo, decrece la intensidad del haz de la radiacién. La espectroscopia de absorcion, una

de las técnicas de la quimica analitica que se basa en la medida de esta disminucion.

Los principios y leyes que rigen la absorcion de radiaciones son aplicables a todas las
longitudes de onda. Las medidas de absorcion consisten en determinar la disminucion de la
intensidad de un haz de radiaciones cuando éste pasa a través de un medio absorbente de

unas dimensiones dadas.

Cuando una molécula absorbe un foton aumenta la energia de la molécula. Se dice que la
molécula ha pasado a un estado excitado. Si una molécula emite un foton, disminuye la
energia de la molécula. El estado de minima energia de una molécula se Ilama estado
fundamental. Las radiaciones visibles y UV hacen que los electrones pasen a orbitales de

mayor energia.

Las medidas de absorcién de la radiacion ultravioleta y visible encuentran una enorme
aplicacion en la determinacién cuantitativa de una gran variedad de especies tanto

inorganicas como organicas [54].

Cuando una muestra absorbe luz, la intensidad del haz de luz disminuye. La intensidad, I,

es la energia por segundo y por unidad de area del haz de luz.

La transmitancia, T se define como la fraccion de la luz incidente que pasa a traves de la

muestra.

Transmitancia: T=—
0 (1)

Por tanto, T puede valer entre 0 y 1. La absorbancia se define como:
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Absorbancia: A=log (II—OJ =—log(T) (2)

Cuando no se absorbe luz, I = 1o y A = 0. Por ejemplo, si se absorbe el 90% de la luz, se

transmite el 10%, y | = 1o/10. Este cociente vale A = 1.

Cuando una radicacidbn monocromatica atraviesa una muestra que contiene especies
absorbentes, la intensidad de la energia radiante disminuye progresivamente en la medida
que las particulas de aquellas especies absorben esta energia. La disminucion de la
intensidad de la radiacion depende de la concentracion del absorbente y de la longitud del

camino recorrido por el haz. Lo anterior se agrupa en la ley de Beer-Lambert [55].

La ley de Beer-Lambert muestra que la absorbancia es directamente proporcional a la

concentracion, C, de la especie que absorbe la luz en la muestra.

Ley de Beer: A=¢bC 3)

La ecuacion anterior es el fundamento de la espectrofotometria tal como se aplica en
quimica analitica. La absorbancia es adimensional. La concentracion de la muestra, C,
normalmente tiene unidades de mol/L. El paso Optico tiene unidades de centimetros. A la
cantidad “e” se le denomina absortividad molar y sus unidades son M™cm™. La absorbancia
molar es la caracteristica de una sustancia que nos dice cuanta luz absorbe a una longitud de

onda determinada.
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APENDICE D
ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

En este trabajo se utiliz6 un andlisis quimiométrico multivariante llamado anélisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) para realizar una estimacion del
numero de especies que absorben en forma diferente en el sistema. EI método se basa en la
descomposicion de la matriz de datos de absorbancia en tres matrices, cuyo producto

reconstruye la matriz original, como se muestra en la ecuacion 1.

A =SEL (1)

En la ecuacion 1, A representa la matriz de las absorbancias, S representa la matriz de los
scores, L representa la matriz de los loadings y E representa la matriz de los eigenvalores

(o valores propios).

Las columnas de la matriz A estan formadas por los espectros de absorcién de la solucion

para cada uno de los valores de pH obtenidos.

Los renglones de la matriz S tienen informacion de las muestras (que en el caso del
presente trabajo son soluciones equimolares de Cu(ll) y LQM a diferentes valores de pH).
Es por eso que se dice que los scores son combinaciones de las muestras y, en cierto

sentido, pueden considerarse nuevas muestras en un espacio abstracto.

Las columnas de la matriz L tienen informacion de las variables (que aqui son los espectros
de absorcion para cada una de las soluciones). Asi, los loadings se relacionan con los
eigenvectores (0 vectores propios) y, en forma abstracta, con las especies que absorben luz
en el sistema. Los loadings son entonces combinaciones de las variables y, en cierto

sentido, pueden considerarse nuevas variables en un espacio abstracto.

Finalmente, E es una matriz diagonal formada por los eigenvalores, en donde cada

elemento de la diagonal va de mayor a menor.
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Asi, se dice que el i-ésimo rengldn de la matriz S, el i-ésimo elemento diagonal de la matriz

E y la i-ésima columna de la matriz L se relacionan con el i-ésimo componente.

ElI PCA, que se resume en la ecuacion 1, tiene dos restricciones relevantes: cada
componente debe apuntar en la direccion de maxima dispersion (maximizar la varianza) y

los componentes deben ser ortogonales.

De esta forma, el eigenvalor del primer componente es el mas grande de todos los
eigenvalores y los demas son cada vez menores. Es por eso que los eigenvalores son
directamente proporcionales a la varianza. También es posible concluir que los primeros
eigenvalores estan asociados a los componentes principales (PC, por sus siglas en inglés, y
que se representan como PC1, PC2, ..., PCM). El adjetivo “principales” tiene el significado
de que explican la varianza que representan por factores deterministas; esto es, contienen

informacion relevante.

De algin componente en adelante (PCM, de acuerdo al parrafo anterior), los componentes
estan asociados a varianza aleatoria (PC(M+1), PC(M+2), ..., PCN; y, aunque ya no son
principales se acostumbra mantener la etiqueta “PC”). Estos componentes ya no tienen

informacidn relevante en el sistema porque representan el nivel del error de las mediciones.

Si se quiere conocer el numero minimo de componentes principales que explican
practicamente toda la varianza determinista entonces se puede hacer una descripcion
practicamente total del sistema, con menos variables que las utilizadas para la

caracterizacién del mismo.

Es posible contar los primeros componentes principales (PC1, PC2, ..., PCM) y reconstruir
el total de la informacion de la matriz original dentro del nivel de error de las
determinaciones experimentales: se dice entonces que sOlo se necesitan M factores o

componentes para reconstruir la informacion relevante del sistema. Los componentes
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restantes (PC(M+1), PC(M+2), ..., PCN) pueden ser considerados como componentes

asociados al error, reflejando ruido principalmente.

En el caso de este trabajo, el nimero de PC’s que recontruyen la informacion relevante se

interpreta como igual al numero de especies quimicas que absorben diferente en el sistema.
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Abstract. The pK, values for two compounds (LQM303 and LQM314)
with antihypertensive properties were determined by UV spectroscopy
(T=310.15 K and [ = 0.15 M) and by Capillary Zone Electrophoresis
(T=310.15K and I =0.05 M), using the program SQUAD. The parti-
tion coefficients (logP) between water and 1-octanol have also been
determined experimentally, demonstrating that both compounds fulfill
with the physicochemical parameter logP < 5 of Lipinski’s rules. Cal-
culations on the framework of Density Functional Theory have al-
lowed identifying the functional group related to each pKa for each
compound.

Key words: pK, values; electrophoretic mobility; conformational
study; UV absorption spectra; CZE; DFT.

Resumen. Los valores de pK, de dos nuevos compuestos con propie-
dades antihipertensivas (LQM303 y LQM314) se determinaron por
espectrofotometria UV (T =310.15 Ky [ =0.15 M) y por electrofore-
sis capilar de zona (T =310.15 K y I = 0.05 M), usando el programa
SQUAD. Los coeficientes de reparto (logP) entre agua y l-octanol
también se determinaron experimentalmente, demostrandose que am-
bos compuestos cumplen el parametro fisicoquimico logP < 5 de las
reglas de Lipinski. Célculos en el marco de la Teoria de Funcionales de
la Densidad permitieron identificar el grupo funcional asociado a cada
pKa para ambos compuestos.

Palabras clave: valores de pK,; movilidad electroforética; estudio
conformacional; espectros de absorcion UV; CZE; DFT.

Introduction

One of the key risk factors of cardiovascular disease is hyper-
tension. It already affects one billion people worldwide, and can
cause heart attacks and strokes [1]. In the world, cardiovascular
diseases are responsible for about 17 million deaths a year, al-
most one third of the total [2]. Among them, the complications
of hypertension cause 9.4 million deaths annually [3]. That is
why one of the main goals of the World Health Organization
(WHO) in this context is to diminish the incidence of hyper-
tension and the associated health risks. One of the targets of
WHO is to cover at least 50% of people at moderate to high risk
of developing heart attack and stroke with pharmacologically
treating. This requires to guarantee the availability of basic
technologies and essential generic drugs for this purpose. Some
of them are thiazide diuretic, angiotensin converting enzyme
inhibitor, long-acting calcium channel blockers, beta blockers,

etc. Therefore, it is of great importance to develop and charac-
terize new drugs that can be used as anti-hypertensives.

In the early 80’s Stout and coworkers [4-7] studied chang-
rolin derivatives for that purpose. These researchers proposed
that the presence of phenol and pyrrolidine rings are structural
key factors for the antiarrhythmic effects. More recently,
Velazquez et al. [8, 9] synthesized a series of compounds, usu-
ally referred to as LQM’s, which exhibit antihypertensive ef-
fects. Compared to changrolin derivatives, these compounds
present morpholin and thiomorpholin rings instead of the pyr-
rolidine ring (Scheme 1).

They show not only antihypertensive activity but also low
toxicity. In the case of 4-tert-buthyl-bis-(2,6-thiomorpholin-4-
ylmethyl)-1-phenol (LQM303, Scheme 1), its anti-hyperten-
sive effects exceed commercial drugs like losartan [9,10]. Other
compounds, such as the 4-hydroxy-3,5-bis(morpholin-1-yl-
methyl)benzonitrile (LQM314, Scheme 1), are still in study
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LOM303 LQM314

(also known as LQM319)

Scheme 1. Structures of changrolin, thiomorpholin (LQM303) and
morpholin (LQM314) compounds studied in this work.

regarding their pharmacological properties, but are considered
promising drugs. However, it has not been fully characterized
yet. For example its acidity constants (pK, values) and the par-
tition coefficient (logP) between water and 1-octanol have not
been reported.

The acid-base character of a drug is of great significance in
pharmacology, thus physicochemical characterization of com-
pounds having biological activity includes determining their
acidity constants [11]. Physicochemical properties are of spe-
cial value since they are directly related to the intermolecular
forces involved in the drug-receptor interaction as well as to the
transport and distribution properties of drugs. In this respect
hydrophobic, polar, electronic, and steric properties are most
important. Lipophilicity (synonymously called hydrophobicity)
is defined by the partitioning of a compound between an aque-
ous and a nonaqueous phases. Nowadays, the partition coeffi-
cient (P) is defined as the ratio of substance concentrations in
the organic and aqueous phases of a two-compartment system
under equilibrium conditions. [12, 13, 14]. It is now common to
express this coefficient as logP, as mentioned Lipinski [13].

Since most drugs are weak acids or bases, the pH of the en-
vironment frequently rules the dissolved fraction and the union-
ized form that can diffuse into the cells. This fraction depends
on the chemical nature of the drug, its pK, and the local pH. In
addition, it is very common to find drugs that show more than
one pK, value, and the whole set of them should be considered
for estimating the molar fractions of the different acid-base spe-
cies, and consequently for fully characterizing their population
under the conditions of interest. Identifying deprotonation
routes for chemical compounds with several acid protons is fre-
quently a challenging task that can be achieved using different
techniques. Among them, computational theoretical studies
constitute viable, and relatively inexpensive alternatives that
are frequently used in this context [15, 16].

Then, one of the main goals of the present investigation
is to determine the pK,’s and logP values for LQM303 and

LQM314. For that purpose, the used methodology is similar
to that previously used —successfully— for similar compounds
[17]. In addition, the acidity constants are estimated under
pseudo-physiological conditions of temperature (T) and ionic
strength (I). Furthermore, since the drugs investigated in this
work are poly-acids, computational chemistry has been used
to identify the most viable deprotonation routes, albeit the pK,
values are estimated using experimental techniques.

Results and discussion

CZE Study

A model taking into account the contribution of each species to
the effective mobility LQM was constructed. It was necessary
to know the molar fraction of each species, i.e., H;L*", H,L",
HL and L™, according to the distribution diagram [18,19], where
HL represents the neutral species of LQM.

Therefore, for a set of species defined by the acid-base suc-
cessive equilibria

H,[** =2 Hy)L" + HY PK
H,L' & HL+H* K,
HL2 L +H' K

the effective electrophoretic mobility (i, ) is defined by:

up =y frot gy frg gy S Y Sy e M

where the f;;; term represent the molar fraction of the LQM
species, u,-, Upg Uy g and Up e are the corresponding mo-
bilities. In equation (1) the electrophoretlc mobility for species
HL is zero. An equivalent way of representing Equation 1 is:

u_ +u
- HyLt

L 1+ 10(PKa3=PH) | 1o(PKa2+PKa3=2PH) | 1((PKa1+PKa2+PKa3-3pH)
2

Equation 2 is used to propose a theoretical model of elec-
trophoretic mobility as a function of pH that reproduces the ex-
perimental data.

Experimental values for the effective mobility (u,;) of
LQM303 and LQM314, calculated by the equation u,, =
Uy, —Ugyr » Where u,,, 1s the apparent (measured) mobility and
Uy, 18 the electroosmotic mobility (related with the electroos-
motic flow).

The experimental and calculated (by Equation 2) effective
mobilities, as a function of pH, are presented in Figure 1. The-
oretically, the inflection points of these curves should represent
the pK, values of the substance. Figure 2a shows that, in the
case of LQM303, there is experimental data only up to pH =
7.139. This is because the compound precipitates at more basic
pH values. In fact, the solubility of the neutral form of this

[1 0(1'K02+1’Ka3’2pH):| U, [1 O(I’Ka1+PKa2+pKa3*3FH)}
3
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compound, in these conditions, was estimated to be approxima-
tively 4.4 x 10° M.

The pK, values, ionic mobility of each species and the pa-
rameters of the fitting of the curves shown in Figure 1 with the
program SQUAD [20,21] are shown in Table 1.

UV Spectrophotometric Study

Pseudophysiological Conditions Study

(T=310.15K and I = 0.15M)

This determination is a model based on Beer’s law and the law
of additivity that are the basis of the proposed analysis. This

(a)
H,L2 H,L HL
B | 4.712 6.883
3.0 - T
L3
— - \\
> 2.0 \.
E N
kY 3
— N
F N
5 1.0
= *
;\
0.0 ; ; ; . ————— .
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Agustin Ibarra-Escutia et al.

model takes into account the contribution given by each LQM
species. Thus, the absorbance of the system at a particular
wavelength (A%), and given optical path length (/), is:

A(/l) A(ﬂ.) + A(/l)L+ + A(/l) + A(/l)

W

W _
A L2+

I[H,I* ]+ e

V)]
H,L*

3)

1L, [+ e HL+ €1 1]

Q)

Using the concentration of each species in terms of molar
fractions (f;), Equation 4 takes the following form:

@ _ (W vy
AP = (el fiver
®)
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2.960
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Fig. 1. Mobility curves as a function of pH, obtained at 37°C and ionic strength 0.05 M. The markers represent the experimental results, and the
solid lines, the fittings obtained with the aid of the program SQUAD. In the top of each figure, the corresponding predominance-zone diagram of

the species [18,19] is represented. a) LQM303. b) LQM314.

Table 1. pK, values (T=310.15 K and 1=0.05M) refined with SQUAD from electrophoretic mobilities.

effective ionic mobility

equivalent conductivity ®

Equilibria pK, o Uy (105 /m*V's ' £ 6 Ly /em?Slequiv! £ o
LQM303 6,., = 0.027x10° m*V~'s™'; U =0.019x10"'° m*V 252 ©
HL* = HL"+H 4.712£0.045

6.883 +0.017

H,L" & HL+H'
HLZ= L +H -
H3L2*

H,L*

I-

LQM314 o,
H,L* 2 H,L'+H'

=0.061x10° m?*Vls1: U=0.221x10"0 m*V 22 ©
2.960 + 0.070

H,L" &= HL+H" 6.658 +0.035

HL &= L +H' 9.050 + 0.023
H3L2+

H,L*

L

3.206 +0.032
1.621 +£0.027

4.099 +0.092
2.517 +0.038
-1.884 £ 0.050

15.47 £0.15
15.64 £0.26

19.77 £ 0.44
24.28 +0.37
18.18 £ 0.48

@ The effective ionic mobility of all the involved species were also estimated during refining.
® Equivalent conductivities of ions are calculated with the equation: |Z|A .. = F wyy;., where F accounts for the constant of Faraday. [21,22],

@,

< Tepresents the standard deviation of the regression and U the sum of the squares for the residuals of effective mobilities.
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Equation 5 represents the overall absorbance of LQM and
describes the behavior of the model absorbance (at a wave-
length) as a function of pH.

Due to the potential antihypertensive effects of the studied
compounds, the UV spectrophotometric study was carried out un-
der pseudophysiological conditions: T=310.15 K and I=0.15 M.

The set of UV absorption spectra corresponding to
LQM303 species for different pH values are shown in Figure 2.
As it can be observed, there is a maximum of absorbance at 285
nm when the pH of the solution is 2.25 that presents batochro-
mic and hypochromic shifts when pH increases. In the same
way that in CZE experiments, a precipitated is formed when
solution pH is greater than 7, that prevented follow the study
for that pH zone.

Additionally, the set of UV absorption spectra correspond-
ing to LQM314 species are shown in Figure 3, for different pH
values. An isosbestic point is shown at 255 nm in Figure 3a
while a second isosbestic point is shown at 261 nm in Figure
3b; finally, a third isosbestic point, at 265 nm is shown in Fig-
ure 3c.These three isosbestic points seem to be related with
three acid-base equilibria.

The absorption spectra shown in Figures 2 and 3 were in-
troduced to program SQUAD for each LQM. For a two ac-
id-base equilibria model for LQM303 and a three acid-base
equilibria model for LQM314, the absorptivity coefficients ob-
tained in the fitting are shown in Figure 4; the fitting obtained
is good, as it can be shown in Table 2.

The calculated absorption spectra were obtained from glob-
al formation constants and molar absorptivity coefficients deter-
mined by SQUAD. Figure 5 presents a graphical comparison of
the experimental with the calculated spectra, for different pH
values. As it is shown in Figure 5, the fitting achieved is good,
which strongly suggests that the refining procedure of the calcu-
lated constants is appropriate.

LogP Values between Water and 1-Octanol Obtained
at Ambiance Temperature

Using direct experiments of liquid-liquid extraction between
1-octanol and water for each LQM, followed by the absorption
spectra determination in the alcoholic phase, the partition coef-
ficient of the LQM at neutral pH were determined. The logP
values determined are shown in Table 3.

The logP = 2.031 obtained for LQM303 agrees very well
with some values reported previously for similar thiomorpho-
line compounds [23]. The lower value obtained for LQM314,
logP = 0.243, practically one order of magnitude lower, may

1.0
—%—2.249
0.8
--e- 2,440
06 ——2.708
S —o- 3.009
g 3.788
,_D —— .
é 0.4
e
<
0.2
0.0 »*
230 250 270 290 310 330

wavelength (nm)

Absorbance

wavelength (nm)

1.0

——5.704

Absorbance

230 250 270 290 310 330
wavelength (nm)

Fig. 2. UV absorption spectra for [LQM303] = 2.6 x 10" M. a) 2.249
<pH <3.788.b) 4.445 <pH < 5.482. ¢) 5.704 < pH < 6.880.

Table 2. pK, values obtained under pseudophysiological conditions (T = 310.15K and I = 0.15M), refined with SQUAD from spectrophotometric

data.
Compound pK, £t o pK,*o pK;t o Opes U*”
LQM303 4.920+0.013 7.111 £0.009 - 0.013:0.025
LQM314 2.888+£0.014 7.005 £0.011 9.372 + 0.004 0.006: 0.017

a

Oy, represents the standard deviation of the regression while U takes into account the sum of squares.
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Fig. 3. UV absorption spectra for [LQM314] = 6.9 x 10 M. a) 1.511
<pH<4.912.b)5.653 <pH <7.931. ¢) 8.278 <pH < 11.597.

Table 3. Experimental logP values between water and 1-octanol for
LQM compounds.

Compound logP
LQM303 2.031 £ 0.004@
LQM314 0.243 + 0.009

@ Good agreement with the value reported in [10].

Agustin Ibarra-Escutia et al.
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Fig. 4. Molar absorptivity coefficients of the LQM compounds refined
with the program SQUAD.

be due to the oxygen atoms of morpholine rings present in the
structure of this compound. Then LQM303 is more akin to
the organic phase, as expected by its lower solubility in water
than LQM314. It is important to remark that both compounds
meet the corresponding Lipinski rule (logP < 5), for com-
pounds with great potential to develop drugs to treat diseases.
The determined values in this work are in the expected range,
compared with the values of two commercial antihyperten-
sives: captopril (logP = 1.02) and losartan (logP =4.01) [10].

Theoretical Study

The first step of the theoretical study was to perform con-
formational studies of the involved species. Six conformers
were located for LQM303 compound, and five conformers for
LQM314 compound (Tables 1S and 2S, Supporting Informa-
tion), and their relative energies are provided in Table 4. The
optimized structures of the conformers identified as the lowest
in energy are shown if Figure 6.

After identifying the most likely conformers for the com-
plete protonated species (H,L>"), they were used as starting
points in the search for the most likely deprotonation route.
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Fig. 5. Goodness of fit of the absorption spectra. The calculated spectra with the model (solid lines) and the experimental spectra (markers), for
LQM303, to selected pH values, show a good agreement.

Table 4. Relative Gibbs energies (in kcal/mol) for the different located conformers.

Conformer LQM303 LQM314
I 1.18 2.04
I 3.88 4.05
1 3.37 2.74
v 0.85 0.15
v 0.00 0.00
VI 0.76 -

Table 5. Relative energies (AG®, in kcal/mol) of the possible sites of deprotonation.

Deprotonation
Compound site 1st deprotonation 2nd deprotonation
NH (A) 0.77 0.00
LQM303 NH (B) 3.27 4.45
OH 0.00
NH (A) 4.40 0.00
LQM314 NH (B) 7.25 2.59

OH 0.00




158

J. Mex. Chem. Soc. 2016, 60(3)

a9

I\,

TV

@ 9 "
L TR S 2 e
J‘:"f “3 9 a? J
2,0,
J“s,"’
2,9
<@ *. °
o
J\O @ (‘*‘_g :“ r
9,9
e

OH

o ad

2 “J > 4 }%‘
( 2 @
‘\33?\ Y “.';},{ ’
)
9
2 a%
0\*0 ® o
gy ‘\‘J.: o o‘
. 2
)
2
LOM314
ANy
J ™
!
I'I‘I

Agustin Ibarra-Escutia et al.

Fig. 6. Different views for the conformers of lowest energy. (left) LQM303, (right) LQM314.
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Scheme 2. Proposed deprotonation route for LQM303 (top) and LQM314 (bottom).
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There are three possible deprotonation sites for both investigat-
ed compounds, one corresponding to a phenolic site and two to
protonated tertiary amine sites. The values of Gibbs free ener-
gies corresponding to the deprotonation from each of these
three possible acid sites were calculated (Table 5). It was found
that the first deprotonation takes place from the phenolic site
for both studied compounds. Thus it is identified as H,L". For
the second deprotonation only the two amino sites remain acid.
Among them the most acidic one was found to be that in ring A.
These results were used to predict the deprotonation routes of
the studied compounds (Scheme 2).

Experimental section

Reagents

Common

HCI (36.5-38%, Baker) was used to prepare acidic solutions for
spectrophotometric experiments. H;PO, (85.2%, Baker), CH;
COOH (99.7% Latiz) and HBO; (99.5% Technical Chemistry)
were employed in order to prepare the buffers for capillary zone
electrophoresis (CZE experiments. NaOH (98%, Baker) was
used to adjust the pH of interest. All aqueous solutions were
prepared with deionized water (18.2 MQ cm) using a Millipore
Milli-Q Gradient equipment.

Synthsesis of LOM compounds

An appropriate phenol (1 equivalent), formaldehyde (4 equiv-
alents) thiomorpholine or morpholine (2 equivalents) were
mixed in a round flask fitted with a condenser, under solvent
free conditions. The mixture was irradiated with IR light using
a medicinal lamp (250 watts). The reaction temperature is in
the range of 120°C to 180°C. The reaction was monitored by
thin layer chromatography (TLC) using silica gel as stationary
phase and mixture hexane/ethyl acetate (1:4) as mobile phase.
The final mixture was separated by column chromatography
with the same stationary phase than in TLC and a gradient mix-
ture of hexane/ethyl acetate as mobile phase.

LOM303 (4-tert-buthyl-bis-(2,6-thiomorpholin-4-ylmethyl)-1-
phenol) characterization

Reaction time: 20 min. MP: 95-97°C. Yield: 80%.

IR (CHCI, film) v (em™'): 3403 (O-H), 3089 (Csp*~H, Ar),
2986 (Csp’~H).

'H NMR (CDCl;) & (ppm, TMS): 10.69 (1H, s, OH), 7.09
(2H, s,), 3.71 (4H, s, Ar—CH2), 2.86 (8H, m, —S—CH2-), 2.76
(8H, m, -N—CH2-), 1.27 (9H, —CH3).

B3C NMR (CDCly) & (ppm, TMS): 153.6 (C), 141.14 (C),
125.79 (CH), 121.22 (C), 58.81 (Ar—CH2-), 54.42 (-N-CH2-),
33.78 (C), 31.47 (—CH3), 27.74 (-S—CH2-).

FAB-MS m/z : (M + 1) 381 (35%), 278 (100%), 175 (50%).

LOM314 (4-hydroxy-3,5-bis(morpholin-1-ylmethyl)
benzonitrile) characterization

Reaction time: 15 min. MP: 104-106°C. Yield: 87%.

IR (CHCI, film) v (cm™'): 3455 (O-H), 3056 (Csp’~H, Ar),
2932 (Csp*-H).

'"H NMR (CDCl;) & (ppm, TMS): 11.40 (1H, s, OH), 7.14
(2H, s,), 3.72 (8H, m, —O-CH2-), 3.63 (2H, s), 2.54 (8H, m,
—N-CH2-).

BC NMR (CDCly) & (ppm, TMS): 162.2 (C), 132.48 (C),
123.48 (CH), 119.34 (C), 101.75 (~O—CH2-), 66.56 (Ar—
CH2-), 58.34 (-N—CH2-), 53.03 (-CN).

FAB-MS m/z : (M + 1) 318 (34%), 230 (100%), 229 (45%).

Capillary Zone Electrophoresis (CZE) Study

Experimental conditions

The technique used was CZE. The experiments were performed
with a Beckman Coulter PPZACE MDQ with diode array detec-
tor (DAD) equipment. A fused silica capillary with 50 um of
internal diameter, a total length (L,) of 50.2 cm, and an effective
length to detector (L,) of 40 cm on the long side. The sample
injection was hydrodynamic using 1.0 psi for 5 seconds. The
working temperature was maintained at 37°C, the voltage (V)
applied in the separation was 20 kV (using direct polarity). Ac-
etone was used as electroosmotic flow marker.

Capillary Conditioning

Before measuring the experimental activity, the capillary
was washed with deionized H,O for 5 minutes at 30 psi and
25°C; followed by 0.1M NaOH for 10 minutes at 30 psi
and 25°C; 0.1M NaOH for 10 minutes at 30 psi and 40°C; H,0
for 10 minutes at 30 psi and 25°C; finally washed with buf-
fer for 10 minutes at 30 psi and 25°C. Each run was started by
a 1 min at 20 psi, wash with 0.1M NaOH, followed by a Imin
at 20 psi, deionized water wash and, then, a 2 min at 20 psi,
Britton-Robinson buffer wash of the desired pH. The capillary
was stored full of deionized water.

Buffers Employed

Buffer (Britton-Robinson) pH solution, 50 mM, were prepared
by mixing equimolar amount acetic, phosphoric and boric ac-
ids, adjusting the pH of each solutions with 0.5M NaOH or HCI
as required. Sample solutions of LQM303 and LQM314 were
prepared by dissolving 5 mg of compound LQM in 500 micro-
liters of 1.0M HCI before filling to the mark with deionized
water the 5.0 mL volumetric flask.

Methodology to obtain effective mobility of LOM [24,25]
Electropherograms of a group of LQM solutions at different pH
were obtained. Acetone was used as a marker of electroosmotic
flow (eof). Each solution was tested in triplicate and the migra-
tion times of acetone (7,,,) and LQM (¢, ,,) were obtained. The
electroosmotic mobility (u,,,) and apparent mobility (u,,) were
obtained by Equations 6.

u _LLy [Lj u _LLy (—1 j 6)
oy Loof PV \tou
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Effective mobilities (u,; = u;,,) were determined as the
difference between the apparent mobility (u,,,) and the mobili-
ty of the electroosmotic flow marker (u,,) in agreement with
the Equation 7.

o = U on = (Uapp = Ueoy) ™
Spectrophotometric Study

Experimental conditions

A Perkin-Elmer UV-Vis spectrometer, model Lambda 950, was
used for the spectrophotometric determination of acidity con-
stants. The pH was measured with a pH-meter model PHM240
and a combined Ag/AgCl, both Radiometer Analytical brand.
Assessments were made at constant temperature.

Experimentation

A LQM solution for spectrophotometric measurements was
prepared by dissolving 10 mg of the LQM desired on a volume
of 100 mL of 0.01M HCI. A basic solution of 0.01M NaOH is
used as titrant. In both solutions the ionic strength is imposed to
0.15M by adding the necessary amount of NaCl. Then, for each
LQM, the acidic solution was titrated with the NaOH solution.
The temperature of the titration cell was maintained at 37°C
with a recirculator. The solution was maintained with a con-
stant stirring. The atmosphere over the solution was kept inert
through a nitrogen flow.

pH Measurements

The pH values were measured with a PHM240 potentiometer
equipped (= 0.001 resolution) with a Radiometer Analytical
combined pH electrode Ag/AgCIl pHC3001-8. The pH of solu-
tion was corrected by cell efficiency with Equation 8.

pH

corrected —

p Hobserved + |:p H ca/ibrc}i}on -pH observed i| . Ef (8)
P2 capipration

Ef'is an empirical parameter related to potentiometric cell
efficiency that tends to zero while cell efficiency tends to 100%
[17]. Wescott and Bates propose a method to correct the pH,
which gives results similar to Equation 8 [26, 27].

Absorption Spectra Acquisition

For each addition of titrant the UV-vis spectrum was achieved
with a Perkin-Elmer Lambda 950 spectrophotometer, using
quartz cell of 1 cm path length and a temperature of 37°C. The
working range was between 200 and 500nm of wavelength.

Determination of pK, values

The equilibrium constants were obtained by fitting UV absorp-
tion spectra [20] or effective mobilities [21] with chemical
composition of the solutions and the pH, a chemical model of
two (for LQM303) or three acid-base equilibria (for LQM314),
all this with the program SQUAD. The concentration values
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used in the refinement with SQUAD were taken considering
the dilution.

Determination of logP of LQM compounds between water
and 1-octanol

1-Octanol (Baker) and deionized water obtained from a Mil-
1i-Q equipment of Millipore (0.182 MQ- m) were presaturat-
ed to maintain the volume ratio constant during liquid-liquid
extraction processes [23]. The UV absorption spectra for the
organic phase were recorded in the Perkin-Elmer 950 spectro-
photometer, using quartz cells with an optical path length of
I cm.

Calibration Curve
A calibration curve was prepared, by solving adequate amounts
of each LQM in n-octanol presaturated with water.

The linear regression equations of the calibration curves
obtained were

A2 =(3813.25+51.09)[LQM303] _ +(0.13%0.01)
R*=0.999

and

AP =(13838.48 £259.89)[LQM314] +(0.04+0.01)
R?=0.998

where [LQM],..no1 TEpresents the concentration of correspond-
ing LQM in the octanolic phase, given in molarity units (mol/L).

Partition of LOM Compounds between Water and 1-Octanol
A mixture of 10 mL of LQM stock solution in 1-octanol (with a
concentration sited around the middle of the calibration curve)
and 10 mL of deionized water (presaturated with 1-octanol)
was placed in a separating funnel of 30 mL. Vigorous stir-
ring was undertaken during 2 min, and the phases were allowed
to separate. A similar mixture in each case was used as a blank
for absorbance measurements, but changing 1-octanol presat-
urated of deionized water in the place of the LQM314 stock
solution.

In the case of LQM303, 10 mL of LQM303 organic solu-
tion were used with 90 mL of deionized water.

The concentration of the corresponding LQM compound
in the octanolic phase was obtained by interpolation of the ab-
sorbance measured for the extracted solution on the calibration
curve. This determination was repeated three times.

Extracted Fractions and logP Values Determination
The extracted fractions (Epy,.) of the corresponding LQM
were obtained from the equation

[L QM oct ]

ELQM,Uct = I:LQMgcf:IO
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Where [LQM, ], represents the concentration of corre-
sponding LQM in the octanolic phase before the extraction.
Finally, the logP values were obtained from the equation

1 EL M ,oc
log PLQM = log {; (71 — EQLQM ! ) H

r, is the volume ratio between 1-octanol and water.

Computational Details

All the electronic calculations were carried out with the Gauss-
ian 09 package of programs [28]. Geometry optimizations and
frequency calculations were performed with the 6-31+G(d) ba-
sis set and the solvation model based on density (SMD), and the
Density Functional Theory (DFT), in particular the B3LYP
functional [29]. This functional has been successfully used for
studying similar molecules [23]. The energies were improved
by single point calculations, using the 6-311++G(d,p) basis set.
Local minima were identified by the absence of imaginary fre-
quencies. Relative energies were calculated including thermo-
dynamic corrections at 298.15 K. All the relative energies are
reported at the 1M standard state.

Conclusions

The pK, values of LQM303 and LQM314, compounds with
good antihypertensive properties, were obtained by CZE and
UV spectrophotometry. These results demonstrated that solu-
bility, relative acidity and affinity to 1-octanol with respect to
water are affected by the substituent in the position 4 of the
phenol ring. The fert-butil group (LQM303) causes low solu-
bility in water while the cyano substituent (LQM314) increases
the solubility and the acidity of the phenolic proton. The affini-
ty for 1-octanol of LQM303 was greater than that of LQM314,
almost for 10 times, as expected; even though both compounds
meet the Lipinski rule that establishes that it is necessary that
logP < 5 for substances that could be considered for the devel-
opment of drugs. The differences in lipofilicity and solubility of
both compounds should be related to the S or O atoms in the
alkyl rings where N atom is present.

The conformational theoretical study undertaken with
Gibbs’ energy calculations the structure with minimal energy
was found for the most protonated species. From this structure
the deprotonation order was determined for each LQM. It can be
seen that the more acidic site corresponds to the proton of phe-
nol group, for subsituents morpholine, as well as thiomorpho-
line, for any group in the para— position to the phenolic —OH.
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